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Recenzja rozprawy doktorskiej lek.med. Martyny Borowczyk

Poszukiwanie genetycznych determinantéw zlosliwos$ci zmian pe¢cherzykowych tarczycy

metodg screeningu genomowego

Rozprawa przygotowana przez lek. med. Martyng Borowczyk powstata pod kierunkiem
Prof. dr hab. Eweliny Szczepanek-Parulskiej w Katedrze i Klinice Endokrynologii, Przemiany
Materii i Chorob Wewnetrznych w Poznaniu, jednym z wiodacych osrodkow tyreologicznych
w kraju.

Rozprawe doktorska stanowi cykl czterech prac oryginalnych, opublikowanych w
recenzowanych czasopismach o facznym wspétczynniku oddziatywania IF 16.101:
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Celem przedstawionego w rozprawie cyklu prac, zaprezentowanych powyzej, byla
ocena dostepnych komercyjnych metod opartych o badania molekularne w diagnostyce
przedoperacyjnej guzkéw tarczycy, optymalizacja procedury pozyskiwania materiatu DNA
z tkanek gruczolakéw i rakéw pecherzykowych tarczycy utrwalonych w formalinie oraz
z materialu pobranego drogg biopsji aspiracyjnej cienkoiglowej, przeprowadzenie analiz
molekularnych w oparciu o sekwencjonowanie nowej generacji (NGS) z zastosowaniem
poszerzonego panelu  mutacji, identyfikacje nowych, dotychczas nieopisywanych
molekularnych markeréw zlosliwodci zmian pecherzykowych tarczycy oraz poréwnanie
profilu molekularnego gruczolaka i raka pecherzykowego tarczycy w celu poszukiwania

zaleznosci pomiedzy cechami choroby, danymi z USG i badan molekularnych.

Pierwsza z publikacji to metaanaliza, ktéra ocenia dostepne komercyijnie testy
molekularne stosowane w uzupehieniu przedoperacyjnej diagnostyki tzw. guzkow
nieokreslonych tarczycy (ang. indeterminate thyroid nodules), w ktérych badanie cytologiczne
nie pozwala na jednoznaczne réznicowanie zmian fagodnych i zlosliwych. Klasyfikator
ekspresyjny Afirma (ang. gene expression classifier, GEC) jako pierwszy na $wiecie zostal
wprowadzony do rutynowej diagnostyki w USA. Test ten ocenia ekspresje 167 gendw i na tej
podstawie klasyfikuje badany guzek jako tagodny lub podejrzany. Natomiast Thyroseq v2
oparty jest o analiz¢ najczestszych mutacji metoda sekwencjonowania i w ten sposob réznicuje
zmiany lagodne i zlosliwe. Metaanaliza objela Iacznie 1086 guzkéw tarczycy poddanych
badaniu molekularnemu z zastosowaniem GEC oraz 459 guzkéw badanych przy pomocy testu
Thyroseq. Oszacowane zbiorcze (ang. pooled) wartoéci czutosci, swoistosci, PPV i NPV dla
GEC i Thyroseq wynosily odpowiednio 98%, 12%, 45% i 93% oraz 84%, 78%, 58% i 93%.
Poréwnujac oba testy Doktorantka podkresla wyzsza czutosé GEC oraz WYZSZ3 SWOIslo$é
i dokladnosé testu Thyroseq, a wyniki oceny jakosci diagnostycznej obydwu testow uznaje za

niewystarczajgce.



Chciatabym zwroci¢ uwage, ze obydwa testy molekularne majg rézny mechanizm
dzialania. GEC Afirma jest testem majgcym na celu wykluczenie ztosliwosci (ang. rule out),
natomiast Thyroseq jest testem nacelowanym na potwierdzenie nowotworu ztosliwego (ang.

rule in). Réznice te nalezy uwzgledni¢ w pordwnaniu obydwu metod.

Zgadzam si¢ z Doktorantka, ze obydwa testy nie rozstrzygaja jednoznacznie wszystkich
watpliwosci klinicznych i w dalszym ciggu konieczne sg badania, ktorych zadaniem jest
poszukiwanie bardziej wiarygodnych narzgdzi diagnostycznych. Nalezy jednak podkresli¢, ze
zastosowanie dostepnych testéw molekularnych w znaczacym stopniu zmniejszyto liczbe
guzkow tarczycy, wymagajacych operacji diagnostycznych dla ostatecznego postawienia
rozpoznania. Testy te sg nie tylko powszechnie stosowane w USA, ale réwniez refundowane
przez tamtejszy system ubezpieczeri. Brak doswiadczen europejskich wynika przede wszystkim

z ich wysokiej ceny.

Pragne doda¢, ze omdéwiona powyzej metaanaliza spotkala si¢ z pozytywng oceng
Prof. Laury Fugazzoli z Mediolanu, wybitnego tyreologa, ktéra przedstawiala jej wyniki
w trakcie wykladu podezas zjazdu Europejskiego Towarzystwa Endokrynologicznego

w Lyonie w 2019 roku.

Celem kolejnej publikacji byla identyfikacja roznic w profilu mutacji gruczolakow
(FTA) i rakéw pecherzykowych tarczycy (FTC). Do analizy wlaczono 35 probek FTA i 35
probek FTC pozyskanych z materiatu pooperacyjnego utrwalonego w parafinie. Analize
poréwnawcza przeprowadzono przy pomocy sekwencjonowania nowej generacji (NGS).
Potencjalnie patogenne mutacje stwierdzono w 40% FTA 169% FTC. Liczba mutacji w FTA
byfa znamiennie wyzsza niz w FTC., Somatyczne mutacje genéw SMAD4 i STK11 stwierdzono
Jedynie w komérkach FTA, natomiast mutacje w genach FBXW7, JAK3, KIT, NRAS, PIK3CA,
SMARCBI i TP53 tylko w komérkach FTC. Obecnos¢ mutacji w genie 7P53 wigzala sie
z prawie 30-krotnie wigkszym ryzykiem FTC. Mutacje¢ FLT3 w komérkach guza znamiennie
czesciej stwierdzano w FTC niz w FTA. Natomiast obecnogé mutacji w genach FLT3 i TP53,
bez mutacji RET zwickszala wykrywalno$é FTC o ponad 17%, natomiast brak mutacji FLT3 i
IP53  przy obecnosci mutacji RET zwigkszala  wykrywalno$¢ FTA o 5,7%.
Na podstawie powyzszych wynikéw Doktorantka proponuje model do oszacowania ryzyka

F'TA 1 FTC oparty o analize mutacji somatycznych w genach FLT3,TP531RET.

Rozpoznanie raka pecherzykowego tarczycy jest stawiane Jedynie w pooperacyjnym
badaniu  histopatologicznym,  ktére umozliwia  dokladng ocene  torebki guza

I obeeno$é nacieku nowotworowego w jej obrebie. Jednak, nawet wtedy, w wielu przypadkach



ostateczna diagnoza nie jest Jednoznaczna a rozgraniczenie miedzy rakiem a gruczolakiem
watpliwe Iub niemozliwe, migdzy innymi ze wzgledu na zmiany po biopsji, ktére mogg
sugerowac obecno$¢ nacieku torebki. Dlatego uzupehienie diagnostyki histopatologicznqj
0 badania molekularne Jest uzasadnione. Stanowi to obecnie bardzo aktualny obszar badan
0 czym swiadczy liczba publikacji pojawiajacych sie w ciggu ostatnich lat. Mimo to dotychczas
nie udato si¢ znales¢ markeréw molekularnych, ktére pozwolilyby na jednoznaczne
roznicowanie gruczolakéw i rakéw pecherzykowych. Interpretacja  wynikéw badan
molekularnych jest trudna z uwagi na wystepowanie szlakow wspblnych dla gruczolakéw j
rakow pecherzykowych oraz ze wzgledu na rzadkogé wystepowania raka pecherzykowego

tarczycy, co znacznie utrudnia zebranie liczby prébek odpowiedniej do przeprowadzenia badan

molekularnych.

Wobec powyzszego nalezy podkreslic duge znaczenie  prowadzonych przez
Doktorantke badai. Ciekawa i jednoczesnie zaskakujaca jest obecnog¢ mutacji RET,
obserwowana w znaczgcym odsetku zaréwno w FTA Jak i FTC (w obu grupach po 31,4%).
Nasuwa sie pytanie, gdzie s one zlokalizowane (kodon/ekson) i CZy mamy tu do czynienia
z mutacja, czy polimorfizmem pojedynczego nukleotydu? Poniewaz w praktyce przyjeta jest
walidacja uzyskanych wynikow na niezaleznym zbiorze probek, chcialabym zapytaé, czy

Doktorantka planuje takg analize?

Chciatabym réwniez zwrocié uwage na pewne nieprawidtowosci w stosowanej przez
Doktorantke terminologii. Badania genetyczne, czy tlo genetyczne dotycza chorob o podtozu
dziedzicznym, a DNA uzyskiwane jest z leukocytow  krwi obwodowej. Natomiast
W odniesieniu do analizy mutacji somatycznych w komérkach guza uzywa si¢ sformulowan
,,badania molekularne”, »diagnostyka molekularna”, »markery molekularne” itp. Podobnie,
sformulowanie »-mutacje stwierdzono u xx% pacjentow” jest nieprecyzyjne i moze by¢
zinterpretowane jako mutacje germinalne. Proponuje uzywag »mutacje stwierdzono w xx%

gruczolakow / rakéw”.

Trzecia publikacja z cyklu miafa na cely oceng podioza molekularnego tzyy.
nicokreslonych guzkow tarczycy dla identyfikacji szlakéw molekularnych wlaczonych
W patogeneze raka pecherzykowego tarczycy. DNA izolowano z rozmazu cytologicznego 16
zmian okreslonych jako Bethesda IIT i 9 zmian Bethesda IV, a badania molekularnc
prowadzono z zastosowaniem NGS. Stwierdzono, ze najczesciej obserwowane mutacjc
w zmianach ogniskowych BIII i BIV, w ktérych pooperacyjnie postawiono rozpoznanie raka

larczycy, dotyczyly genow KDR, RET i TP53. Natomiast w guzkach, w ktérych badanic

e



pooperacyjne potwierdzito zmiany lagodne, mutacje najczesciej dotyczyly genow: RET s P53,
FLT3, APC i PDGFRA. Mutacja genu KDR byla czgsciej obecna w rakach, ale réznice
pomiedzy rakami i zmianami tagodnymi nie byty znamienne statystycznie, co moze wynikaé z
malej liczebnosci analizowanych zmian. Calkowita liczba zmutowanych genéw byta
znamiennie wyzsza w zmianach tagodnych niz zlosliwych. Doktorantka wnioskuje, ze

zrdznicowanie molekularne nieokreslonych guzkow tarczycy odpowiada ich réznorodnogci

histopatologiczne;.

Przegladajac tabele 3 w zalgczonej kserokopii tej publikacji, zwrécit moja uwage fakt,
iz zmiany w genie RET, stwierdzane przez Doktorantke jako mutacje, sg polimorfizmami
pojedynczego nukleotydu (SNP), ktére w bazie ClinVar okreslone sg jako niepatogenne
(benign). Podobnie, opisywana zmiana w genie 7P53 wg ClinVar nie ma zwigzku
Z Wystgpowaniem nowotwordw ztosliwych (benign). Prosze o wyjasnienie w jaki spos6b wigze

si¢ ona z opornoscia na leczenie?

Ostatnia z cyklu publikacji omawia wyniki analizy, ktorej celem byla identyfikacja
markeréw molekularnych raka pecherzykowego tarczycy, takze o znaczeniu prognostycznym,
u chorych z zaawansowang postacig choroby oraz poszukiwanie potencjalnych molekularnych
celow terapeutycznych. W pierwszym etapie zdiagnozowano mutacje¢ genu FLT3 w komérkach
raka pecherzykowego tarczycy u 29-letniej kobiety rasy kaukaskiej, opornej na leczenie.
W dalszej kolejnosci poddano sekwencjonowaniu (NGS) DNA wyizolowane materiatu
histopatologicznego 35 rakéow pecherzykowych tarczycy. Mutacje (tacznie 26) w genie FLT3
stwierdzono w 69% probek FTC. Mutacje w domenie kinazy tyrozynowej (TKD) genu FLT3
obserwowano w 58% prébkach FLT3(+). Ich obecnosé wigzala si¢ z wyzszym

zaawansowaniem choroby .

Przedstawione przez Doktorantke wyniki w tej publikacji sg niezwykle ciekawe.
Zgadzam si¢ z Doktorantka, ze precyzyjna ocena roli mutacji genu FLT3 w patogenezie raka
pecherzykowego tarczycy, jak i Jako potencjalnego celu terapeutycznego wymaga dalszych
badan. Obecnos¢ dwoch mutacji genu FLT3: D835H i D835Y wigzala si¢ z opornoscig na
sorafenib u chorych, ktérzy otrzymywali ten lek z powodu ostrej biataczki limfatycznej.
Uwazam, ze zagadnienie, czy te mutacje prowadzg do opornosci na sorafenib u chorych na raka
pecherzykowego tarczycy wymaga potwierdzenia w badaniach klinicznych. Prosz¢ o
informacje, jaka byla odpowiedz (best response) na leczenie sorafenibem u pacjentki,

przedstawionej w tej publikacii. Pragne zwréci¢ uwage, ze w badaniu rejestracyjnym



sorafenibu najczestszym efektem leczenia byla stabilizacja choroby, sporadycznie czesciowa

regresja. Nie opisano przypadkow catkowitej remisji choroby.

Podsumowanie wynikow i sformulowane przez Doktorantke wnioski znajdujg
uzasadnienie w przedstawionych wynikach opublikowanych badan. Chciatabym jedynie
poprosi¢ o doprecyzowanie na czym polega udoskonalenie metody pozyskiwania materiatu do

badan molekularnych.

Rozprawa na stopien doktora nauk medycznych lek.med. Martyny Borowezyk zostata
przedstawiona do recenzji jako 117 stronicowy zeszyt zawierajagcy wykaz i kserokopie
publikacji stanowigcych przedmiot rozprawy doktorskiej, informacje o projektach badawczych,
w ramach ktérych te prace powstaly, krotkie omowienie podsumowujace zatozenia i cele pracy,
wyniki badan i wnioski, streszczenie W jezyku polskim i angielskim, kserokopie zgdd komisji

bioetycznej oraz o$wiadczenia wspolautorow.

Podsumowujac, przedstawiony mi do oceny cykl prac stanowi wartosciowy dorobek
naukowy, potwierdzajacy, iz Doktorantka potrafi formutowa¢ i realizowaé zalozone cele
badawcze. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze Doktorantka, lekarz, za cel pracy obrala sobie nie
analize kliniczna, a poszukiwanie markeréw molekularnych réznicujgcych raki i gruczolaki
pecherzykowe tarczycy oraz przedoperacyjnie zmiany lagodne i ztosliwe, dla ktérych biopsja
cienkoigtowa data wynik nieokreslony. Doktorantka jest pierwszym autorem wszystkich
omowionych powyzej prac. Kazda z nich zostata opublikowana w czasopi$mie o wysokim
wspolezynniku oddzialywania. Uwagi, przedstawione powyzej, nie umniejszajg wartosci
recenzowanej pracy. Dlatego wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskiej lek. Martyny

Borowczyk.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. |
ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pézn. Zm.). Wobec powyzszego wnioskuje
do Rady Naukowej Wydziatu Lekarskiego I Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu o dopuszczenie Doktorantki Martyny Borowczyk do dalszych

ctapow przewodu doktorskiego.
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