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RECENZJA PRACY DOKTORSKIEJ PANI MGR EWELINY PERDAS
pt. ,Analiza kraZzgcych kwaséw nukleinowych w raku brodawkowatym tarczycy”
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promotor pomocniczy: dr n. med. Robert Stawski

Praca doktorska Pan mgr Eweliny Perdas, pt. ,,Analiza krgzacych kwaséw nukleinowych w
raku brodawkowatym tarczycy”, przedstawia wyniki oznaczania poziomu pozakomérkowego DNA
(cf-DNA), w tym DNA jadrowego (cf-nDNA) i mitochondrialnego (cf-mDNA) oraz poziomu
pigciu izoform let-7 mikro-RNA (miRNA) w osoczu pacjentéw z rakiem brodawkowym tarczycy
(PTC) w poréwnaniu do zdrowych oséb kontrolnych.

Doktorantka przedstawita rozprawe doktorska w formie czterech publikacji, w ktérych jest
pierwszym autorem i ktére ukazaty si¢ w latach 2016-20. Dwic z nich sg pracami oryginalnymi,
opublikowanymi w czasopismach Scientific Reports (TF=4,122) oraz Diagnostics (Basel)
(TF=2,489), dwie natomiast to prace przegladowe, kiore ukazaly sic w Current Drug Targets (IF=
2,642) oraz International Journal of Molecular Sciences (IF=3,226). Rozprawa zawiera takze
streszczenie w je¢zyku polskim i angielskim, wsigp literaturowy, opis celu badan, opis materiatow i
metod, wyniki, dyskusjg, wnioski i spis literatury, czyli posiada typowy uktad dla monografii
doktorskich. Ze wzgledéw formalnych zamieszczono tez zgode komisji bioetycznej na prowadzenie
badan i o§wiadczenia wspélautorow.

Uzasadnieniem dla podjecia badan przedstawionych w rozprawie byt fakt, ze diagnostyka
nowotwor6éw tarczycey, polegajaca na analizie biopsji cienkoigtowej, jest w ok. 25% przypadkéw
niejednoznaczna i, w zwigzku z tym, wykonuje si¢ czgsto niepotrzebnic zabiegi usuniecia tarczycy
u pacjentéw z fagodnymi zmianami. Tak wigc, znalezienie dodatkowych metod diagnostycznych
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PTC jest jak najbardziej wskazane. Z drugiej strony, wezeéniejsze badania innych zespotow
pokazaty, ze w réznych chorobach nowotworowych obserwuje sie zmiany w poziomie cf~DNA i
miRNA w osoczu, najczescie) polegajace na zwickszeniu ilogci ct:-DNA. co thumaczy sie m. in.
uwalnianiem kwasow nukleinowych przez uszkodzone komarki. Regulacja genow miRNA 2
.rodziny let-7 byla szeroko badana w wiclu rodzajach nowotwordéw i sugeruje si¢ przydatnosé
diagnostyczng oznaczania poziomu tych miRNA w plynnych biopsjach. Ponadto, monitorowanie
poziom6éw miRNA let-7 moze byé stosowane do prognozowania odpowiedzi na leki i nawrotow
chorob. Tak wiec, wykonanie analizy poziomu kwasow nukleinowych w osoczu pacjentéw z PTC
w poréwnaniu do zdrowych o0sob kontrolnych moglo okaza¢ si¢ pomocne w znalezieniu nowych
markeréw diagnostycznych. Tym samym uwazam wyb6r tematu pracy doktorskiej za zasadny.

Doktorantka oznaczyta stezenie cf-nDNA, cf-mDNA oraz miRNA (let-7a, let-7¢, let-7d,
let-7f 1 let7i) w osoczu pacjentow z potwierdzonym histopatologicznie rakiem tarczycy oraz u
zdrowych os6b kontrolnych. W tym miejscu cheialabym zadaé¢ Doktorantce pytanie, dlaczego nie
zdecydowata sie zbadaé poziomu kwasoéw nukleinowych u pacjentéw z lagodnymi zmianami
tarczycy, skoro problem diagnostyczny polega na trudnosci jednoznacznego rozrdznienia pomigdzy
rakiem a guzem tagodnym?

Pani mgr Perdas oznaczyta cf-DNA stosujac PCR w czasie rzeczywistym (q-PCR), u 32
pacjentdw z PTC i 30 os6b kontrolnych, i stwierdzita znaczacy statystycznie wzrost ilosci cf-
nDNA, przy czym istotnos¢ statystyczng obserwowano w grupie mezezyzn, nie bylo jej natomiast
w grupie kobiet. Nalezy tu odnotowac, ze grupa mezczyzn byta bardzo nieliczna (n=5) w
poréwnaniu do grupy kobiet, co, moim zdaniem, moglo wplyna¢ na wynik analizy statystycznej.
Wryniki te sg zasadniczo zgodne z badaniami innych autoréw, ktorzy takze zaobserwowali wzrost
poziomu cf-nDNA u pacjentow z PTC, Natomiast w przypadku cf-mDNA Doktorantka po raz
pierwszy opisala obnizenie poziomu w osoczu 0s6b z brodawkowatym rakiem tarczycy; wezesniej
spadek poziomu mtDNA stwierdzono dla innych nowotworéw. Dla cf-mDNA istotnos¢
statystyczng zaobserwowano jedynie w grupie kobiet. Dla obu rodzajéw DNA obliczona zostata
warto$é diagnostyczna i okazalo sig, ze specyficznodé dla cf-nDNA i cf-mDNA wynosita
odpowiednio 96% and 80%, natomiast czutos¢ - 50% and 62%. Tak niska czulos¢ nie pozwala
niestety na wiarygodne rozroznienie miedzy osobami z rakiem i zdrowymi. Ciekawa jestem opinii
Doktorantki na ten temat. Wyniki tej czgdci badan zostaty opublikowane w pracy: Perdas E,
Stawski R, Kaczka K, Nowak D, Zubrzycka M. Altered levels of circulating nuclear and
mitochondrial DNA in patients with Papillary Thyroid Cancer. Sci Rep. 2019 Oct 8;9(1):14438.
doi: 10.1038/s41598-019-51000-7. Jak wida¢ z kolejnosci Autorow oraz ich oswiadczeil,
Doktorantka posiada znaczacy (45%) udziat w tej pracy oraz byla autorem korespondujacym, co
bardzo dobrze $wiadczy o jej samodzielnosci i dojrzatosei naukowej. W zwigzku z ta publikacia
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mam pytanie: jaka moze by¢, zdaniem Doktorantki, przyczyna bardzo znacznego rozrzutu wynikéw
w zdrowej grupie kontrolnej?

W kolejnym etapie badaf Doklorantka oznaczyla poziom miRNA (let-7a, let-7c, let-7d, let-
7f i let7i) u 40 pacjentéw z PTC (w tym u 9 mezczyzn i 44 kobiet) oraz 21 oséb zdrowych metoda
emulsyjna, Droplet digital PCR (ddPCR). Metoda ta pozwala na dokladne ilosciowe oznaczenie
badanego DNA bez koniecznosci rownoleglego oznaczania DNA genu/genéw referencyjnych.

Analiza wynikéw pokazata, ze poziomy let-7a, let-7c, let-7d i let-7f byly statystycznie
istotnie wyzsze u pacjentéw w poréwnaniu do grupy zdrowej. Jest to wazne osiagniecie pani mgr
Perdas poniewaz dane odnosnie poziomu tych izoform let-7 miRNA w osoczu pacjentéw z PTC
nie byly wezesniej dostepne w literaturze. Co istotne, dla niektérych izoform (let-7a i let-7d)
czulosé metody byla powyzej 70%, co moze sugerowaé, ze oznaczenie ich poziomu u pacjentéw
moze mie¢ wartos¢ diagnostyczng, choé niewatpliwie nalezy wykonaé badania na wigkszej grupie
0s6b z PTC i 0s6b zdrowych. Wyniki tej czesci badan zostaty opublikowane w pracy: Perdas E,
Stawski R, Kaczka K, Zubrzycka M. Analysis of Let-7 Family miRNA in Plasma as Potential
Predictive Biomarkers of Diagnosis for Papillary Thyroid Cancer. Diagnostics (Basel). 2020 Feb
28;10(3):130. doi: 10.3390/diagnostics10030130 (IF=2,489). Kolejnosé Autoréw oraz ich
o$wiadczenia wskazujg, ze Doktorantka posiada zdecydowanie znaczacy (85%) udziat w tej pracy.

Podsumowujgc wszystkie wyniki eksperymentalne uzyskane w tej pracy uwazam, ze
wnoszg one szereg nowych i istotnych informacji dotyczacych ilosci pozakomérkowych kwasoéw
nukleinowych w osoczu 0s6b z rakiem brodawkowatym tarczycy. Moga tez stanowié wskazowke
dla dalszych badan majacych na celu ustalenie, czy poziom kwaséw nukleinowych w plynnych
biopsjach moze by¢ markerem wspomagajgcym diagnostyke lub tez czynnikiem prognostycznym.

Fakt opublikowania wynikéw w dobrze notowanych czasopismach o zasicgu
mig¢dzynarodowym dodatkowo podkresla istotnosé osiagnieé Doktorantki.

Na uwagg zashugujg dwie prace przegladowe stanowigce elementy rozprawy doktorskiej: 1.
Perdas E, Stawski R, Nowak D, Zubrzycka M. The Role of miRNA in Papillary Thyroid Cancer in
the Context of miRNA Let-7 Family. Int J Mol Sei. 2016 Jun 15;17(6):909. doi:
10.3390/ijms 17060909 (1F=3,226); 2. Perdas E, Stawski R, Nowak D, Zubrzycka M. Potential of
Liguid Biopsy in Papillary Thyroid Carcinoma in Context of miRNA, BRAF and p53 Mulation,
Curr Drug Targets. 2018;19(14):1721-1729. doi:10.2174/1389450119666180226124349. W obu
tych pracach Doktorantka byla autorem korespondujacym a jej udziat w ich przygotowaniu
zdecydowanie wiodacy (85% na podstawie oswiadczen Wspélautoréw), co dodatkowo wskazuje na
jej samodzielnosé i naukowa dojrzatosé.

W pierwszej z nich przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat miRNA z rodziny let-7 z
uwzglednieniem ich biologicznej roli w PTC i w rozwoju procesu nowotworowego. Wskazano na
mozliwos¢ zastosowania oznaczania poziomu tych miRNA w diagnostyce i prognostyce PTC.
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W drugiej z prac w skrocie przedstawiono role miRNA oraz mutacji w genach BRAF i p53
w rozwoju PTC i przedyskutowano perspektywy zastosowania defekcji mutacji BRAF oraz
poziomu miRNA w plynnych biopsjach w diagnostyce, terapii i monitorowaniu rozwoju PTC.

Obie te prace stanowia wyczerpujace i bardzo dobre wprowadzenie do czesei
eksperymentalnej niniejszej rozprawy.

Niezaleznie od oméwionych publikacji, pani mgr Perdas w sposéb skrotowy lecz catkowicie
wystarczajacy przedstawita swoje wyniki i ich dyskusje w monografii stanowiacej element
rozprawy. Rozdziat Dyskusja swiadczy o tym, ze Doktorantka bardzo dobrze rozumie znaczenie
wilasnych wynikdéw w kontekscie prac innych autoréw. Cytowana przez Doktorantke literatura to
okolo 50 pozycji, przy czym wickszo$¢ cytacji pochodzi z ostatnich 10 lat, co pokazuje. ze
problematyka pracy jest bardzo aktualna. Nalezy tez odnotowac, ze Doktorantka jest laureatka
grantu NCN Preludium.

0Od strony formalnej praca jest prawidiowa, znalaztam tez stosunkowo niewiele bledéw
edytorskich i nie bede ich wymieniaé, bo niczemu to nie stuzy. Niemniej musze zaznaczyé¢, ze nie
moge zaakceptowaé czesto uzywanego w rozprawie sformutowania: ,ekspresja ...miRNA w
osoczu” czy tez ,nadekspresja miRNA w osoczu”. Po pierwsze, ekspresji ulegajg geny, nie miRNA
a po drugie, geny nie ulegaja ekspresji w osoczu, Oznaczany byt poziom miRNA, podobnie jak cf-
DNA. Poziom ten jest efektem uwalniania kwasow nukleinowych syntetyzowanych w komérkach,
zalezy ponadto od tempa ich degradacji w ukladzie pozakomérkowym. Ponadto biednie podano
nazwe ,,gen mitochondrialnej syntazy ATP 8” powinno by¢ ,.gen podjednostki 8 mitochondrialne;
syntazy ATP”. Razi tez nazwa “kartridz” - jest to zargon laboratoryjny ale nalezy go unika¢ w
pismie. Bledy te nie umniejszajg jednak merytorycznej wartosci przedstawionej rozprawy.

Uwazam, ze omawiana tu praca w pelni odpowiada wymogom stawianym rozprawom
doktorskim i spetnia warunki okreslone w art.13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sziuki (Dz. U. 2 2014 r. poz.

1852 oraz z 2015 r. poz. 249 i 1767). Zatem wnioskuje o dopuszczenie Pani mgr Eweliny Perdas
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do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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