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Ocena
pracy doktorskiej mgr Eweliny Perdas

pt. Analiza krazacych kwasow nukleinowych w raku brodawkowatym tarczycy

Praca doktorska mgr Eweliny Perdas wykonana zostata w Zakladzie Fizjologii Uktadu
Krazenia Katedry Fizjologii Doswiadczalnej i Klinicznej Uniwersytetu Medycznego
w todzi pod kierunkiem dr hab. n. med. prof. UM Marii Pawelskiej-Zubrzyckiej
i dr n. med. Roberta Stawskiego jako promotora pomocniczego. Doktorantka skorzystaia
2 mozliwoéci jakg daje obecnie obowigzujgca Ustawa o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki i przedstawita rozprawg w formie
spojnego tematycznie zbioru czterech wspotautorskich artykutéw, w tym dwdch
oryginalnych i dwdch przegladowych, opublikowanych w latach 2016-2020. Wszystkie
prace skiadajgce sig na rozprawe doktorska opublikowane zostaly w uznanych,
miedzynarodowych czasopismach znajdujacych sie w aktualnie obowigzujacym wykazie
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego. Prace oryginaine wchodzgce W skiad cyklu
opublikowane zostaty w Scientific Reports (2019; IF 4,011) oraz Diagnostics (2020;
IF 2,489) natomiast prace przeglagdowe W International Journal of Molecular Sciences
(2016; IF 3,226) oraz Current Drug Targets (2018; IF 2,642). tagczna liczba punktow
przypisana obecnie tym czasopismom przez MNiSW wynosi 420, a sumaryczny wskaznik
oddziatywania IF, zgodnie z rokiem opublikowania 12,37. Na szczegoine podkreslenie
zastuguje fakt, ze mgr Ewelina Perdas jest pierwszym autorem wszystkich czterech prac
sktadajgcych sie¢ na rozprawg doktorska. Niepodwazalny udziat mgr Eweliny Perdas
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w powstaniu tych prac potwierdza nie tylko Jej wiodaca pozycja wérod autorow.
Mgr Ewelina Perdas jest autorem korespondujgcym w przypadku trzech prac, a jak
wynika z zatgczonych do dokumentacji o$wiadczen wspotautorow Jej wkiad Wynosi
85% w przypadku trzech prac i 45% w przypadku jednego artykutu oryginalnego,
w ktérym udziat pierwszego i drugiego autora jest réwnocenny. Prace stanowigce
rozprawe doktorskg opatrzone zostaty 33-stronicowym autoreferatem zawierajgcym
wprowadzenie, cel pracy, opis przeprowadzonych badan, dyskusje i podsumowanie
uzyskanych wynikow, wnioski, a takze streszczenie W jezyku polskim, streszczenie
w jezyku angielskim oraz wybrane pozycje pismiennictwa. Obok o$wiadczen
wspdtautoréw zatgczone zostaly réwniez zgody Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie

Medycznym w todzi na przeprowadzenie badan.

Celem badan przedstawionych w pracy doktorskiej mgr Eweliny Perdas byto
poszukiwanie nowych biomarkerow raka brodawkowatego tarczycy, ktéry nalezy do
najczescie] wystepujacych postaci raka tarczycy. Rak brodawkowaty tarczycy jest czesto
wieloogniskowy, a wyniki biopsji ze wzgledu na technike badania i ilo§C pobranego
materiatu moga by¢ niejednoznaczne. Jak wykazuja wyniki badari catkowite usunigcie
tarczycy, bedace podstawowd metodg leczenia raka tarczycy, moze prowadzi¢ do
zbytecznych tyreoidektomii | w konsekwencji narazenia pacjenta na konieczno$¢
permanentnego zazywania hormonow tarczycy. Stad poszukiwanie nowych,
specyficznych biomarkeréw raka brodawkowatego tarczycy jest w peini uzasadnione.

Cele szczegbtowe pracy doktorskiej mgr Eweliny Perdas obejmowaly analize
krazacych we krwi kwasow nukleinowych, w tym: 1° jadrowego i mitochondrialnego DNA
(cf-nDNA i cf-mtDNA) oraz 2° wybranych pieciu mikroRNA z rodziny miRNA let-7 (let-7a,
let-7¢, let-7d, let-7f i let-7i). Materiatem do badan byto osocze pochodzace od pacjentow
Kliniki Chirurgii Ogélnej i Onkologicznej Uniwersytetu Medycznego w todzi
z potwierdzonym histologicznie  rakiem brodawkowatym  tarczycy. Badania
przeprowadzono za pomocs nowoczesnych, adekwatnych do kolejnych zadan, podejsé
metodycznych. Wykorzystano technike PCR w czsaie rzeczywistym (qPCR) oraz
technologie emulsyjnego PCR (ddPCR) pozwalajaca na uzyskanie informacji bez
konieczno$ci uzycia krzywej standardowej oraz Wzorcow wewnetrznych. Czutos¢
i specyficzno$c potencjalnych biomarkerow do wykorzystania w diagnostyce medycznej
oceniano z wykorzystaniem analizy krzywych ROC (Receiver Operating Characteristics).



Badania zostaly nie tylko szczegblowo opisane W pracach oryginainych
skitadajacych si¢ na rozprawe doktorska, zaréwno pod wzgledem stosowanych
metod, jak i prezentacji oraz merytorycznej i tworczej dyskusji uzyskanych
wynikéw, ale takze, co nalezy podkresSlic, pozytywnie ocenione przez recenzentoéw

i redakcje renomowanych czasopism o zasiegu miedzynarodowym.
W wyniku przeprowadzonych badan raka brodawkowatego tarczycy:

- potwierdzono blisko dukrotnie podwyzszony poziom pozakomoérkowego jadrowego
DNA (Sci. Rep., 2019),

- po raz pierwszy w literaturze przedmiotu udowodniono ponad dwukrotnie obnizony

poziom pozakomdrkowego mitochondriainego DNA (Sci. Rep., 2019),

- wykazano wyzszy, statystycznie istotny wzrost poziomu czterech z pieciu badanych
izoform let-7, 4j. let-7a, let-7c¢, let-7d i let-7f (Diagnostiocs, 2020),

- nie stwierdzono statystycznie istotnych roznic w poziomie pozakomérkowch
kwasow nukleinowych w zaleznosci od stopnia zaawansowania nowotworu (Sci. Rep.,
2019, Diagnostiocs, 2020).

Uzyskane i prezentowane w pracach eksperymentainych skladajacych sie na
rozprawe doktorskg oryginalne wyniki majg niepodwazalng warto§¢ poznawcza.
Udowodniono, ze krgzgce we krwi pozakomérkowe DNA i mikroRNA moga by¢
rozpatrywane jako biomarkery diagnostyczne w raku brodawkowatym tarczycy,
potwierdzajace koniecznoéé tyreoidektomii, gdy wyniki biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej
sg niejednoznaczne. W wyniku analizy ROC stwierdzono wysokg specyficznosé dia
pozakomorkowego jadrowego DNA i mitochondrialnego DNA, fi. odpowiednio 96% i 80%
oraz czutosé dla miRNA let-7a i miRNA let-7d, tj. odpowiednio 74% i 71 %.

Na szczegdlng uwage zstugujg wyniki  odno$nie do pozakomorkowego
mitochondrialnego DNA, tym bardziej, ze poziom pozakomorkowegdo mitochondrialnego
DNA w przypadku wielu nowotwordéw czesto nie wzrasta, ale maleje lub pozostaje
niezmieniony. Prositabym Doktorantke o przyblizenie mechanizmow mogacych lezet

u podstaw tego zréznicowanego uwalniania do krwioobiegu mitochondriainego DNA.

Ponadto w $wietle danych literaturowych i wynikow badan wtasnych dotyczacych

mezczyzn i kobiet prositabym réwniez o probe wyjasnienia obserwowanych réznic lub
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braku réznic w poziomie pozakomérkowych kwasoéw nukleinowych uwarunkowanych
plcig pacjentow, abstrahujac od stosunkowo matej liczby préb pochodzacych od
mezczyzn ze zdiagnozowanym rakiem brodawkowatym tarczycy. Czy w przypadku raka

brodawkowatego tarczycy obserwuje sie zaburzenia sygnalizacji estrogenowej ?

Dwie prace poglgdowe wchodzace w skiad cyklu stanowig przeglad dostepnej
literatury na temat udziatu mikroRNA, ze szczegoinym uwzglednieniem miRNA z rodziny
let-7 w raku brodawkowatym tarczycy. Bardzo wartoéciowe jest autorskie zestawienie
przedstawiajgce dane literaturowe dotyczace poziomu ekspresji réznych miRNA i statusu
genu BRAF uznawanego za najczesciej mutujacy gen w raku brodawkowatym tarczycy
(Tabela 1, Curr. Drug Targets 2018). Na podkreslenie zastuguje fakt, ze prace
przeglgdowe opublikowane zostaty w poczgtkowym etapie przewodu doktorskiego (/nt.
J. Mol Sci. 2016, Curr. Drug Targets 2018), co swiadczy o bardzo dobrym

przygotowaniu Doktorantki do podjecia badan wiasnych.

W przedstawionym autoreferecie  zwracajg uwage pewne niescistosci
terminologiczne i niezbyt fortunne okreslenia, na przyktad: zdrowa tkanka zamiast tkanka
prawidiowa (tkanka moze by¢ prawidiowa lub nieprawidiowa); tkanka nowotworowa, co
zapewne wynika z bezposredniego tlumaczenia z jezyka angielskiego, zamiast komorki
nowotworowe (tkanka to jest zesp6t komorek wyspecjalizowanych w petnieniu okreslonej
funkcji w organizmie, czego nowotworze nie mozna powiedziec); zdrowa grupa kontrolna
czy zdrowa kontrola zamiast grupa kontrolna (kontrole stanowig osoby, u ktérych nie

stwierdzono choroby nowotworows;j).

Whiosek koncowy

Podsumowujac stwierdzam, ze mgr Ewelina Perdas, na podstawie wynikéw logicznie
zaplanowanych i precyzyjnie przeprowadzonych prac badawczych przedstawita bardzo
wartosciows rozprawe doktorska. Whyniki sg nowatorskie i bez watpienia przyczyniajq sie
do poszerzenia naszej wiedzy odnosnie do potencjalnego znaczenia diagnostycznego
w raku brodawkowatym tarczycy krazacego we krwi pozakomorkowego DNA i mikroRNA.
Warto§é¢ naukowa rozprawy pozwala na w petni pozytywna oceng wiedzy i umiejetnosci
Doktorantki. Mgr Ewelina Perdas jest beneficjentem grantu NCN uzyskanego

w konkursie Preludium 15. Reasumujac stwierdzam, ze prezentowana rozprawa
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doktorska pt. ,Analiza krazacych kwas6éw nukleinowych w raku brodawkowatym
tarczycy’ spetnia warunki niezbedne do uzyskania stopnia naukowego doktora
okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku z pdzniejszymi zmianami
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. z 27 wrzesnia 2017, poz. 1789, tekst jednolity). Zwracam sie zatem do Wysokiej
Rady Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego W todzi o przyjgcie rozprawy
i dopuszczenie mgr Eweliny Perdas do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Potencjalnie aplikacyjne znaczenie przedstawionych w ramach rozprawy doktorskiej
oryginainych wynikéw i ich opublikowanie W miedzynarodowych, uznanych

czasopismach zastugujg na wyroznienie.
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