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Osiggniecia z ostatnich lat pokazaly, ze analiza genetyczna staje si¢ istotnym
elementem rozwazan nad etiologig zmian karcinogennych, jak réwniez nieodzowng czescia
diagnostyki chorob nowotworowych. Jedng z przyczyn tego zjawiska jest z pewnoscig
gwaltowny rozwdj technik molekularnych umozliwiajacych nowoczesng diagnostyke i
leczenie. Ustalenie podloza molekularnego danego nowotworu daje szans¢ na znalezienie
substancji aktywnej dzialajacej na okreslony rodzaj komoérek nowotworowych. Z drugiej
strony analiza genetyczna pozwala na charakterystyke nowych markeréw chorédb
nowotworowych, co daje potencjalng mozliwo$¢ doboru optymalnego sposobu leczenia.
Przede wszystkim jednak nalezy podkresli¢ wage diagnostyki molekularnej w dziedzicznych
chorobach nowotworowych. Umozliwia ona identyfikacj¢ osob obcigzonych wysokim
ryzykiem nowotworu na dlugo przed rozwojem choroby, pozwalajac tym samym na

wdrozenie odpowiedniej profilaktyki.

Rak rdzeniasty tarczycy jest nowotworem neuroendokrynnym wywodzacym si¢ z
okotopecherzykowych komorek C tarczycy. Jego rozwdj jest zwigzany z mutacjami
protoonkogenu RET, ktore sa wykrywane u wigkszosei pacjentow z rodzinnym typem
wystepowania tej choroby. Fenotypowa heterogenno$¢ przebiegu klinicznego raka
rdzeniastego tarczycy powigzano z rdzng lokalizacjg substytucji aminokwaséw w lancuchu
biatlka RET. Jednak w zaleznosci od badanej populacji doniesienia dotyczace wplywu
wariantow genetycznych genu RET na zwigkszone ryzyko rozwoju raka rdzeniastego tarczycy
pozostajg sprzeczne. /}
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Przedstawiona mi do oceny dysertacja ma uklad typowy, na ktéry kolejno skladaja si¢
rozdzialy: Wykaz stosowanych skrotow, Streszczenie w j. polskim 1 angielskim, Wstep, Cel
pracy, Materiat i metody, Wyniki, Dyskusja, Whioski, Pismiennictwo oraz Spis Tabel i Rycin.
Dodatkowo rozprawe doktorska uzupelniono o 3 dodatki i 2 zalgczniki oraz Wykaz osiggnigé
naukowych uzyskanych przez doktorantke w trakcie realizacji pracy doktorskiej 1 w pracy

zawodowej. W calo$ci rozprawa zawarta jest na 157 stronach.

We Wstepie Autorka rozprawy doktorskiej przedstawila charakterystyke gruczohu
tarczowego, hormonodw tarczycy, raka rdzeniastego tarczycy. Szczegolowo omowiona zostala
epidemiologia, klasyfikacja, diagnostyka kliniczna i obrazowa, a takze stosowane w tej
chorobie metody terapeutyczne. Z medycznego punktu widzenia daje to szeroki obraz
omawianego problemu, a takze podkresla zasadnos$¢ przeprowadzonych przez Autorke badan.

W dalszej czes$ci Wstepu bardzo wnikliwie opisano gen RET. Wszystkie informacje sa
poparte licznymi cytowaniami z aktualnej literatury oraz czgsciowo zobrazowane poprzez
starannie wykonane ryciny.

Cele pracy sformutowano poprawnie, wskazujgc na molekularng 1 kliniczng
charakterystyke grupy 142 chorych z rakiem rdzeniastym tarczycy z regionu Wielkopolski oraz
ich rodzin. Istotnym celem pracy jest opracowanie testow dla szybkiego i taniego wykrywania
najczestszych mutacji genu RET. Nie mniej waznym celem jest analiza zaleznosci pomigdzy
genotypem a fenotypem w badanej grupie pacjentow. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze w pracy
zbadano siedem wybranych polimorfizméw w genie RET, zaréwno w grupie badanej chorych z

rakiem rdzeniastym tarczycy, jak rbwniez w populacji polskiej.

Rozdzial Material i metodyka zawiera informacje dotyczace charakterystyki grupy
badanej i populacyjnej oraz zastosowanych w pracy metod badawezych. Watpliwos¢ wzbudza
natomiast bardzo lakoniczny opis pacjentow zakwalifikowanych do analizy. Autorka
rozprawy doktorskiej podala w zasadzie jedynie dane dotyczace liczebnosci pacjentow w
poszezegolnych podgrupach. Imponujgcy jest natomiast szczegdlowy i swiadezacy o duzej
znajomosci tematu opis metod badawczych. Kolejno scharakteryzowano izolacje DNA
metoda z izotiocyjanianem guanidyny, oczyszczanie preparatdw DNA do analizy HRM,
ocene ilosciowa i jako$ciowa preparatow DNA, amplifikacje eksonow genu RET do
pirosekwencjonowania, sekwencjonowanie w czasie rzeczywistym, wykrywanie zmian
punktowych DNA technika PCR-HRMA, amplifikacj¢ fragmentow genu RET do
sekwencjonowania oraz sekwencjonowanie produktow PCR przy uzyciu sekwenatora

MegaBACE. Metody statystyczne zastosowane w pracy zostaly dobrane prawidtowo. —
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Fragment dotyczacy Wynikéw przeprowadzonych przez Autorke badan zashuguje na
ogromne uznanie i $wiadczy o dojrzatosci naukowej mgr inz. Kaczmarek-Rys. Zwraca uwage
bardzo czytelne przedstawienie otrzymanych wynikow. Duza zaleta tego fragmentu
recenzowanej rozprawy doktorskiej jest prezentacja wynikow w postaci licznych, starannie
wykonanych tabel oraz rycin. W mojej ocenie Wyniki stanowig bardzo dobry i merytorycznie
poprawny fragment dysertacji. Kolejno opisano rezultaty pirosekwencjonowania, oméwiono
optymalizacje metody, przedstawiono wyniki analiz HRM, analiz¢ fragmentow genu RET, w
ktorych najczesciej wystepujg mutacje przy zastosowaniu pirosekwencjonowania i techniki
HRMA. Przedstawiono analize sekwencji kodujgcej genu RET u chorych z rakiem
rdzeniastym tarczycy, u ktorych nie zidentyfikowano mutacji w eksonach: 8, 10, 11, 13-16,
analize wybranych wariantow polimorficznych genu RET oraz analize czg¢stosci
wystepowania rozpatrywanych wariantow polimorficznych w badanych grupach. Bardzo
interesujace z punktu widzenia klinicysty sa podrozdzialy dotyczace korelacji genotypow
polimorficznych loci z klinicznym obrazem choroby u chorych ze zidentyfikowang mutacjg w
genie RET oraz u pacjentow ze sporadycznym rakiem rdzeniastym tarczycy. Dodatkowo
przeprowadzono takze analize haplotypow. Ponownie chciatabym podkresli¢ ogromny wklad

pracy, ktory zapewne wlozono w wykonanie szczegétowych tabel w tej czgsci dysertacji.

Znaczna cze$¢é Dyskusji skupia si¢ na umiejgtnym omowieniu otrzymanych wynikéw
oraz poréownaniu ich do doniesien innych autorow. Bardzo istotny wydaje si¢ fragment
dotyczacy efektywnosci przyjetej w analizie metodyki badan. W dalszej kolejnosci
przedstawiono rozklad mutacji genu RET w badanej grupie i innych populacjach, a takze
znaczenie wariantow polimorficznych tego genu. Wielu informacji, ktére znajduja
odzwierciedlenie w praktyce klinicznej dostarcza podrozdziatl dotyczacy rodzaju mutacji w
genie RET i obrazu klinicznego raka rdzeniastego tarczycy. Rozwazania zawarte w tym
fragmencie potwierdzajg zasadnos$¢ przeprowadzonych badan. Co wigcej wykazano tutaj, ze
informacje uzyskane z badan molekularnych, analizy biochemicznej oraz oceny klinicznej sa
niezbedne dla zapewnienia wlasciwego prowadzenia terapii u pacjentow z wczesnym lub
zaawansowanym rakiem rdzeniastym tarczycy. Sposob napisania przez Autorke Dyskusji
potwierdza Jej zdolno$¢ do prawidtowej, rzetelnej pod wzglgdem merytorycznym analizy

otrzymanych wynikow.
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Whioski w liczbie 9 odpowiadajg na postawione wczedniej cele pracy. Whioski te
czg$ciowo maja charakter kliniczny i sa bardzo dobrym przyktadem efektywnego polaczenia
badan klinicznych z naukami podstawowymi. Ciekawym spostrzezeniem jest odmienne
spektrum mutacji w badanej grupie pacjentdw od opisanych w innych populacjach i
wynikajagca z tego potrzeba charakterystyki odrebnych populacji z uwagi na czgsto
wystepujace roznice. Wnioski wskazuja na czgstsze wystepowanie mutacji w eksonach 13 i
14 genu RET u chorych bez obcigzonego wywiadu rodzinnego, a takze na technik¢ HRMA
(analiza eksonu 13 i fragmentu eksonu 14 w jednej reakcji multipleks) jako optymalnego
testu dla wykrywania mutacji genu RET u pacjentow z pozornie sporadycznym rakiem
rdzeniastym tarczycy z regionu Wielkopolski. Bardzo istotny jest wniosek dotyczacy korelacji
genotypu z fenotypem wskazujacy na wczesniejsze  wystepowanie choroby i jej
wieloogniskowy charakter u pacjentow ze zidentyfikowang mutacjg genu RET, nizszy wiek
pacjentow w momencie wystapienia choroby i zwigkszone ryzyko wystgpowania guzow
chromochlonnych nadnerczy w przypadku obecnosci mutacji p.C634R, jak rowniez pozny
rozwéj choroby przy obecnosci mutacji p.Y791F. Odnotowano takze czestsze wystgpowanie
sporadycznego raka rdzeniastego tarczycy u kobiet, a takze zwiekszong sktonnos¢ do rozwoju
kamicy zolciowej u pacjentow z tym typem nowotworu. Sa to informacje, ktore z
powodzeniem mozna wykorzysta¢ w praktyce, optymalizujac leczenie i odpowiednie je
planujac.

Pismiennictwo zostalo podane poprawnie, w ogdlnie przyjety sposob. Zebrane
pozycje w pelni wiaza si¢ z omawianym w rozprawie doktorskiej tematem i co istotne, w
wickszosci pochodza z ostatnich kilku lat. Streszezenie w jezyku polskim i angielskim w

catosci odpowiada tresci pracy.

W podsumowaniu podkre$li¢ nalezy, ze praca stanowi znakomite potgczenie nauk
klinicznych i zdobyczy nowoczesnej biologii molekularnej. Podjeto tutaj wazny i niezmiernie
ciekawy problem z pogranicza medycyny oraz analizy genetycznej, a badania poparto
wiasciwymi przestankami naukowymi. W przedstawionej dysertacji Autorka udowodnita, ze
dysponuje rozlegla wiedza w temacie podjetych badan, jak rowniez, ze opanowala szereg
metod najnowszej generacji w zakresie biologii molekularnej. Wilasciwie przeprowadzone
wnioskowanie $wiadczy natomiast, ze Autorka swobodnie potrafi przejsc od analizy do
syntezy. Akuratnie dobrana literatura przedmiotu wskazuje na rozlegle studia Doktorantki w

wybranym przez siebie temacie badan. W calosci rozprawy doktorskiej nalezy uwypukli¢
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bardzo staranne opracowanie oraz jej przejrzysty uktad poprzez przedstawienie wynikow w
licznych rycinach i tabelach.

W $wietle powyzszych uwag zwracam si¢ do Wysokiej Rady Instytutu Genetyki
Czlowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu z wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr inz.
Marty Kaczmarek-Ry$ do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ze wzglgdu na umiejetne
polaczenie materiatu klinicznego pozyskanego od reprezentatywnej liczebnie grupy pacjentow
populacji polskiej ze starannie zaplanowanymi badaniami genetycznymi, zastosowang
nowoczesng metodyke i wlasciwe, wnioskowanie o charakterze wybitnie klinicznym wnoszg

rowniez o wyrdznienie powyzszej rozprawy doktorskiej.
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