Recenzja rozprawy doktorskiej pana Bartlomieja Tomasika pt. ,Identyfikacja i
zastosowanie krgzqcych mikroRNA w monitorowaniu powiklan radioterapii u chorych na
raka gardia srodkowego” przygotowanej pod opieka dr hab. Wojciecha Fendlera.

Przedmiotem pracy doktorskiej jest identyfikacja czgsteczek miRNA, ktérych poziom w
surowicy pacjentdw leczonych z powodu raka gardla srodkowego koreluje z udzialem infekeji
HPV w etiologii choroby oraz ryzykiem powiklan leczenia o charakterze zespolu suchosci
jamy ustnej (kserostomii). Ponadto, w ramach pracy Kandydat ocenia czesto$§¢ wystgpowania
rakéw zaleznych od HPV (oraz ich genotypéw) u pacjentéw z Polski centralnej, a takze
obecno$é hipotetycznych zwigzkéw migdzy udzialem HPV w etiologii nowotworu i
toksycznos$cig leczenia, przede wszystkim ryzykiem pojawiania si¢ nasilonej kserostomii.
Jedna z przyczyn relatywnie niewielkiej skutecznosci leczenia raka gardia srodkowego jest
niedostatek wiedzy na temat molekularnych czynnikéw istotnych dla rozwoju tego bardzo
heterogennego nowotworu oraz czynnikéw determinujacych odpowiedZ na leczenie, w tym
biomarkeréw umozliwiajgcych przewidywanie toksycznosci leczenia. Dlatego nalezy wysoko
oceni¢ wybdr tematu projektu doktorskiego, ktérego wyniki moga mie¢ nie tylko istotne
Znaczenie poznawcze ale rowniez potencjalng wartos¢ aplikacyjna.

Rozprawa doktorska ma charakter zwartego druku o strukturze typowej dla tego typu prac.
Praca liczy 165 numerowanych stron, zawiera 43 ryciny i 40 tabeli, a jej bibliografia odnosi
sic do 181 pozycji literaturowych. Ponadto, zalacznikami do rozprawy sa wzory
kwestionariuszy, na podstawie ktérych oceniano jakos$¢ zycia pacjentéw wiaczonych do
badania (EORTC QLQ-C30 oraz EORTC QLQ-H&N3S).

W rozdziale Wstgp Doktorant zwi¢zle omawia podstawowe informacje o szeregu zagadnien
majacych zwigzek z przedmiotem pracy. Przedstawione zostaly m.in. wybrane zatozenia
radiobiologii klinicznej, charakterystyka modelu klinicznego oraz podstawowe informacje na
temat miRNA. Tres¢ wstepu stanowi racjonalne i logiczne uzasadnienie dla celéw pracy
sformutowanych w rozdziale 3.

Uwagi do tej czgsci pracy:

(a) Opis niektdrych zagadnien jest zbyt lakoniczny i nie do konca wyjasnia prezentowane
zjawiska. Przyktadowo, zdanie ,,W RISC jedna z nici miRNA (ni¢ pasazerska) jest
uwalniana, podczas gdy druga ni¢ (ni¢ prowadzaca) dziala jako regulator ekspresji
gendéw” jest praktycznie jedynym odniesieniem do skomplikowanego mechanizmu
regulacji ekspresji genéw przez miRNA.

(b) Poprawny termin stosowany w jezyku polskim w odniesieniu do klasy pecherzykow
zewnatrzkomorkowych okre§lanych w jezyku angielskim jako ,.exosomes” to
»~egzosomy” (a nie ,,eksosomy”), podobnie jak np. ,.exonuclease” i ,,egzonukleaza”.



Istotnym elementem pracy jest dobrze przygotowany rozdziat Materialy i Metody. W
pierwszej cz¢éci tego rozdzialu opisane sg zalozenia i logistyka badania, do ktérego
rekrutowano pacjentéw w trzech osrodkach onkologicznych (w Lodzi, Radomsku i Kielcach).
Na uwageg zwraca przeprowadzona przez Doktoranta analiza pozwalajgca na optymalizacje
liczebnoéci badanej grupy. W kolejnych czgsciach tego rozdzialu Doktorant szczegélowo
opisuje stosowane przez niego metody analityczne i statystyczne. Na podkreslenie zastuguje
to, ze zarbwno molekularne metody analityczne jak i metody statystyczne wybrane przez
Doktoranta byly adekwatne do celu postawionego w projekcie i w pelni umozliwialy jego
uzyskanie.

Uwagi do tej czesci pracy:

(c) Pacjenci wlaczeni do badania traktowani byli z wykorzystaniem réznych schematéow
radioterapii (lub radio-chemoterapii), z réznymi dawkami catkowitymi i sposobem
frakcjonowania. Racjonalnym rozwiazaniem byta wiec decyzja o ujednoliceniu punktu
pobierania drugiej probki krwi do punktu, w ktérym pacjenci otrzymali dawke
biologicznie rownowazng 20 Gy. Jednak opis badanych grup bylby kompletny gdyby
podano bardziej szczegdtowsg informacja na temat dawek i schematoéw frakcjonowania.

(d) Zgodnie z informacja zawarta w pracy, pierwsza prébka krwi pobierana byla ,,przed
rozpoczeciem radioterapii”. Czy to znaczy, Zze u pacjentdéw poddanych indukcyjne;
chemioterapii (10 os6b wiaczonych do analizy) krew pobierana byla juz po zakonczeniu
chemioterapii? Czy i w jakis sposob uwzgledniono to w analizie danych?

Rozdzial Wyniki sklada si¢ trzech gléwnych czesci, ktore dotyczyty: (i) analizy zaleznosci
mi¢dzy badanymi parametrami klinicznymi (w tym kserostomia i rozpoznaniem raka
zaleznego od HPV), a takze pordwnania wiarygodnosci dwu testow na obecnos¢ HPV, (ii)
analizy profilu miRNA w surowicy grupy pilotowej liczacej 20 pacjentéw, (iii) analizy
wybranych czasteczek miRNA w surowicy grupy walidacyjnej liczacej 60 pacjentow.

Do badania zrekrutowano 152 chorych, z czego do analizy finalnej wlaczono 111 pacjentow.
W pierwszej czgsci rozdziatu Wyniki Doktorant udokumentowat nastepujace rezultaty:

- stwierdzil, ze czynnikami skorelowanymi ze statusem HPV byly wiek, ple¢ oraz
konsumpcja alkoholu i tytoniu (uzyskane zaleznosci byly zgodne z danymi literaturowymi);

- nic wykazal istotnych statystycznie zwigzkéw migdzy nasileniem kserostomii
(obserwowanej 90 dni po zakoficzeniu leczenia) i pozostalymi czynnikami klinicznymi;

- nie stwierdzil réznic wartosci parametrow opisujacych jakos¢ zycia i nasilenie toksycznosci
leczenia w podgrupach pacjentéw rézniacych sig statusem HPV;

- po ocenie wiarygodnosci stosowanego w praktyce diagnostycznej testu na obecnos¢ infekcji
HPV wykorzystujacego immunohistochemiczne barwienie antygenu p16 (bialka ulegajacego
nad-ekspresji w obecnosci HPV) w poréwnaniu z referencyjnym testem molekularnym
wykrywajacym genom wirusa wykazat ok. 16% poziom bledu catkowitego testu IHC.

- stwierdzit ok. 50% udzial rakéw HPV-zaleznych w badanej probie rakéw gardia
srodkowego, z dominujacym genotypem HPV-16 (86%).



Uwagi do tej czgéci pracy:

(e) Doktorant wykazat brak korelacji migdzy statusem HPV oraz nasileniem kserostomii.
Tym niemniej, opis grup badanych w dalszej czgsci pracy (grupa pilotowa n=20 i grupa
walidacyjna n=60) bylby pelniejszy, gdyby podano liczby pacjentéw z okresleniem
tacznego statusu HPV i kserostomii (np. ile 0s6b bylo jednoczesnie HPV+ i kserostomia
high).

W drugiej czesci Wynikéw Doktorant opisat analiz¢ pelnego profilu miRNA w surowicy
pacjentdéw wilaczonych do grupy pilotowej (n=20). Wyniki poprzedzone s3 informacja o
sposobie przefiltrowania danych ekspresyjnych i wyboru czasteczek miRNA do dalszych
badan oraz sposobie korekty umozliwiajacej usunigcie tzw. efektu paczki (batch effect).
Najwazniejsze wyniki udokumentowane przez Doktoranta w tej czgsci pracy to:

- zidentyfikowanie 10 czasteczek miRNA (m.in. miR-150-5p), ktérych poziom ulegat
istotnym zmianom w probkach pobieranych w trakcie i po zakoficzeniu radioterapii (w
stosunku do probek pobieranych przed rozpoczgciem radioterapii);

- zidentyfikowanie 54 czasteczek miRNA, ktorych poziom w jednej z trzech analizowanych
probek surowicy byt istotnie inny w grupie chorych z wysokim i niskim nasileniem
kserostomii (najwigcej réznic w prébkach pobranych przed rozpoczeciem radioterapii);

- zidentyfikowanie 29 czasteczek miRNA, ktorych poziom w jednej z trzech analizowanych
probek surowicy byt istotnie inny w grupie chorych z rakiem HPV-zaleznym i HPV-
niezaleznym (najwigcej réznic w prébkach pobranych w trakcie radioterapii);

- stworzenie na podstawie poziomu ekspresji dwu czastek miRNA (miR-185-5p 1 miR-425-
5p) modelu prognostycznego umozliwiajacego przewidywanie nasilonej kserostomii. Model
wykorzystujacy poziom ekspresji oceniany w probkach pobieranych przed rozpoczeciem
radioterapii charakteryzowal si¢ parametrem AUC=0,87 (przy 5-krotnej walidacji krzyzowe;j),
i mial lepszg warto$¢ prognostyczng niz proponowany w literaturze przedmiotu model oparty
o parametry kliniczne;

- stworzenie na podstawie poziomu ekspresji dwu czastek miRNA (let-7b-5p i miR-140-3p)
modelu klasyfikatora umozliwiajagcego wykrywanie rakéw HPV-zaleznych. Model
wykorzystujacy poziom ekspresji oceniany w prébkach pobieranych przed rozpoczgciem
radioterapii charakteryzowat si¢ parametrem AUC=0,86 (przy 5-krotnej walidacji krzyzowe;j).

Uwagi do tej czesci pracy:

(f) Doktorant pisze, ze do badania ,,wybrano losowo 20 o0s6b, dbajgc o to by grupa ta byta
zbalansowana pod katem dwu gtéwnych czynnikéw ocenianych w trakcie badania™ (str.
64). Chociaz zrozumiala jest intencja Badacza, to jednak samo sformulowanie jest dos¢
niefortunne - trudno méwi¢ o ,losowym™ wyborze i jednoczesnej ,.dbalosci o
zbalansowanie” grupy.

(g) Analizujac wptyw promieniowania na zmian¢ ekspresji miRNA Doktorant poréwnywat
wartosci $rednie pozioméw ekspresji danego miRNA w kolejnych prébkach surowicy.
Szkoda jednak, ze takie podejscie nie zostalo uzupehione analiza dynamiki zmian w



materiale od poszczegblnych pacjentéw (tj. analizg indywidualnych réznic pomiedzy
kolejnymi probkami). Byloby to szczegdlnie wskazane ze wzgledu na niewielkg liczbe
pacjentéw wiaczonych do badania i znaczng heterogennos¢ tej grupy. Ciekawe byloby
réwniez zbadanie hipotetycznych korelacji migdzy indywidualnymi zmianami poziomu
poszczegdlnych miRNA a dawka promieniowania.

(h) Wyniki klasteryzacji hierarchicznej 1 analizy PCA przedstawione na Rycinach od 20 do
30 wskazujg na duza zdolno$¢ separacji poréwnywanych podgrup za pomoca
wybranych sygnatur miRNA. Wyniki tych analiz mogg by¢ jednak nadmiernie
»optymistyczne”, gdyz wykorzystuja jedynie czasteczki miRNA wykazujace
statystycznie istotne réznice migdzy badanymi podgrupami (w zwiazku z tym trudno
taka analize uznaé¢ za ,nienadzorowang”). Interesujacy bylby wynik analogicznych
analiz wykorzystujacych pelny profil wykrywanych czgsteczek miRNA.

W ostatniej czgsci Wynikéw Doktorant opisal analize poziomu wybranych 22 czasteczek
miRNA w surowicy pacjentdéw wlaczonych do grupy walidacyjnej (n=60). Wyniki
poprzedzone sa informacja o sposobie wyboru grup walidacyjnych i selekcji miRNA do
sygnatury walidacyjnej oraz sposobie normalizacji danych miRNA. Najwazniejsze wyniki
udokumentowane przez Doktoranta w tej czesci pracy to:

- potwierdzenie, ze model wykorzystujacy poziomu ekspresji dwu czastek miRNA (miR-185-
5p i miR-425-5p) umozliwia przewidywanie nasilonej kserostomii. Model wykorzystujacy
poziom ekspresji w probkach pobieranych przed rozpoczeciem radioterapii charakteryzowat
si¢ parametrem AUC=0,77 (przy 5-krotnej walidacji krzyzowej);

- potwierdzenie, ze model wykorzystujacy poziomu ekspresji dwu czgstek miRNA (let-7b-5p
i miR-140-3p) umozliwia klasyfikacje¢ rakéw HPV-zaleznych. Model wykorzystujacy poziom
ekspresji w probkach pobieranych przed rozpoczgciem radioterapii charakteryzowat sie
parametrem AUC=0,66 (przy 5-krotnej walidacji krzyzowe;j).

Uwagi do tej czesci pracy:

(i) Szkoda, ze Doktorant nie zdecydowal si¢ na weryfikacj¢ za pomoca danych
ekspresyjnych uzyskanych w grupie walidacyjnej wyjsciowych modeli klasyfikacji
zbudowanych na podstawie danych uzyskanych w grupie pilotowej, tj. modelu
opisanego na str. 95 dla przewidywania kserostomii (obok modelu ,,skorygowanego”
opisanego na str. 109) oraz modelu opisanego na str. 99 dla klasyfikacji rakow
zaleznych od HPV (obok modelu ,,skorygowanego” opisanego na str. 115).

(3) W legendzie do Ryciny 40 (str. 110) znajduje sie biad dotyczacy nazw czasteczek
miRNA stosowanych w opisywanym modelu.

W rozdziale Dyskusja Doktorant w syntetyczny sposob podsumowuje wyniki uzyskane w
doswiadczalnej czesci pracy oraz kompetentnie dyskutuje je w kontekscie dostgpnych danych
literaturowych. Co istotne, dyskusja zawiera racjonalne uzasadnione dla kierunkow ew.
dalszych badan w temacie, ktérego dotyczyt projekt.

Uwagi do tej czesci pracy:



(k) Szkoda, ze Doktorant nie zdecydowat si¢ na szersze omowienie potencjalnych funkcji
analizowanych czasteczek miRNA w kontekscie genéw potencjalnie regulowanych
przez te miRNA. Mialoby to oczywiscie charakter hipotetyczny, jednak pozwolitoby
lepiej zobrazowaé znaczenie funkcjonalne miRNA obecnych w proponowanych
sygnaturach prognostycznych.

Rozprawa podsumowana jest klarownie sformutowanymi Wnioskami, ktore odzwierciedlajg
uzyskane wyniki, i uzupetniona Streszczeniem w jezyku polskim i angielskim (nie wiem jakie
zasady dotyczace zawarto$ci streszczenia przyjete sa w Jednostce Doktoranta, jednak w mojej
opinii tekst streszczenia jest nadmiernie szczegolowy i rozbudowany).

Podsumowanie.

Recenzowana praca doktorska dotyczy bardzo ciekawego zagadnienia o duzej wartosci
poznawczej i aplikacyjnej. Praca jest poprawna formalnie, bardzo dobrze zaplanowana i
kompetentnie zrealizowana. Doktorant wykazal si¢ umiej¢tnosciami praktycznymi
pozwalajagcymi na uzyskanie oryginalnych wynikéw. Cata rozprawa napisana jest poprawnym
jezykiem i w sposéb czytelny prowadzi czytelnika przez do$¢ zlozong materi¢ projektu
doktorskiego. Praca z cala pewnoscia ,stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego.” Niezaleznie od zawartych w recenzji uwag przedstawiong mi do oceny
rozprawe doktorska pana Bartlomieja Tomasika oceniam jednoznacznie pozytywnie. Majac
na wzgledzie wysoki poziom naukowy przedstawionej pracy proponuj¢ rozwazenie jej
wyrdznienia jesli tylko spelnione sa warunki formalne obowiazujace w tym wzgledzie w
Jednostce nadajacej stopien doktora.

Whiosek koncowy:

W mojej opinii przedstawiona rozprawa doktorska speinia warunki okreslone w art. 13
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych 1 tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, pos.595 z pézn. zm.). W zwiazku z tym wnoszg do
Rady Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o kontynuowanie
postgpowania o nadanie panu Bartlomiejowi Tomasikowi stopnia doktora nauk medycznych.

DA

prof. dr hab. Piotr Widtak
Centrum Onkologii - Instytut, Gliwice

4 pazdziernika 2019






