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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Marty Kaczmarek-Ry$ zatytulowanej: ,,Analiza
mutacji i polimorfizméw w genie RET u chorych z dziedzicznym i sporadycznym rakiem
rdzeniastym tarczycy”.

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska zostala wykonana w ramach realizacji projektu
badawczego finansowanego przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, zatytulowanego
»Analiza asocjacji polimorfizmoéw wybranych gendéw z ryzykiem wystgpienia nowotworu
tarczycy, jego klinicznym przebiegiem i odpowiedzig na leczenie”, ktorego mgr Kaczmarek-Rys
byta kierownikiem. Zarowno projekt jak i praca doktorska zostaly zrealizowane w ramach
wspotpracy trzech jednostek naukowych: Instytutu Genetyki Cztowieka PAN, Katedry Biochemii
i Biotechnologii Uniwersytetu Przyrodniczego oraz Katedry i Kliniki Endokrynologii, Przemiany
Materii i Chorob Wewnetrznych Uniwersytetu w Poznaniu, a praca kierowali: prof. dr hab.
Ryszard Stomski oraz dr hab. Katarzyna Ziemnicka, prof UM.

Gléwnym celem pracy byta analiza mutacji germinalnych w genie RET i ich rozktad w populacji
polskiej. Analizy wykonano u 267 0sob, zarowno pacjentow, jak i cztonkow rodzin z rzadkim
nowotworem neuroendokrennym tarczycy, wywodzacym si¢ z komorek okotopgcherzykowych C
- rakiem rdzeniastym, a nastepnie skorelowano obecno$¢ mutacji z obrazem klinicznym
pacjentow. Badania te umozliwily identyfikacj¢ mutacji i polimorfizmow specyficznych dla
pacjentow z populacji polskiej, wykonanie analizy nosicielstwa w rodzinach pacjentow
i opracowanie testow pozwalajacych na wykrycie najczgstszych mutacji w genie RET.
Doswiadczenia wykonane zostaly z wykorzystaniem metod pyrosekwencjonowania — oraz
wysokorozdzielczej analizy topnienia fragmentow DNA (HRMA).

W wynikach pracy Kandydatka opisuje, ze najczgstsza mutacja obserwowang u pacjentow
z regionu Wielkopolski z dziedziczng formg nowotworu jest mutacja w kodonie 634 eksonu 11
i wystepuje ona u 70,6% pacjentow z RTT. U o0sob z pozornie sporadycznym RRT mutacje
w eksonach 13 i 14 byly identyfikowane najczgsciej, z mutacja Y719F jako gldwna zmiang
w tych eksonach. Natomiast mutacje w eksonie 10, czgste w innych populacjach, byty
w populacji polskiej rzadkie i obserwowano je tylko u 2% badanych pacjentow. Badania te
podkreslaja, jak wazne jest przeprowadzanie testow genetycznych wsroéd cztonkow rodzin
pacjentow z RRT, gdyz analiza genu RET umozliwita identyfikacj¢ osob z mutacjami w tym
genie przed wystgpieniem objawdw choroby (15 o0séb) i podjecie dziatan profilaktycznych oraz
wezesne wykrycie choroby (6 0séb).

Jesli chodzi o polimorfizmy typu SNP, w genie RET oznaczono siedem najczesciej
raportowanych w literaturze wariantow: w eksonach: 2 (rs1800858), 7 (rs1800860), 11
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(rs1799939), 13 (rs1800861), 14 (rs1800862) i 15 (rs1800863) oraz intronie 1| tego genu
(rs2435357). Jedynie czgstos¢ jednego wariantu — SNP znajdujacego si¢ w eksonie 7 (rs1800860)
odbiegata od czgstosci sugerowanej w bazie danych 1000 Genomes Project, a byta podobna do
czestosci w populacji czeskiej. Analiza haplotypdw sugeruje, iz w sporadycznym RRT wystepuja
dwie specyficzne kombinacje alleli, ktore sa nieobecne w locus pacjentéw z rodzinng forma
nowotworu, natomiast trzy haplotypy charakteryzuja grup¢ z rodzinng formg RRT, nalezy jednak
pamigtac, ze wyniki te nie uzyskaly istotnosci statystycznej, co z resztg Autorka sama zaznacza
w opisie wynikow.

Musze przyznaé, ze po raz pierwszy przy ocenie pracy doktorskiej nie mam komentarzy
dotyczace] apektdw edytorskich. Mogtabym si¢ tylko przyczepi¢ do uzycia stowa allel — a
wilasciwie jego odmiany w paru zdaniach w tekscie, ale to jest juz szukanie igly w stogu siana.
Praca zostata przygotowana z ogromna uwaga jesli chodzi o grafike i uktad tekstu. Zalaczone
ryciny 1 tabele przedstawione sa przejrzyscie, z doktadnymi opisami, a ich uktad i forma sa
bardzo dobrze dobrane i ulatwiajg czytajacemu zrozumienie tekstu. Wprowadzenie literaturowe
jest szczegotowe, napisane dostepnym jezykiem i obejmuje wszystkie informacje potrzebne do
interpretacji danych w dalszych rozdziatach doktoratu. 7Z przyjemnoscig czytalam takze
Dyskusje, ktora jest zarowno obszerna jak i rzeczowa, co ukazuje, iz Autorka bardzo dobrze
orientuje sie w dostepnej literaturze i stanowi Swiadectwo dojrzatosci naukowej.

Biorac pod uwage zalozone cele, po przeczytaniu pracy i przeanalizowaniu wykonanych
doswiadczen nasunely mi si¢ uwagi oraz pytania i prositabym, aby Kandydatka odniosta sie do
nich w czasie obrony pracy doktorskiej.

I. W tekscie doktoratu Kandydatka wspomina o laczeniu kilku produktéow PCR
i jednoczesnej analizie kilku sekwencji oraz problemach zwigzanych z zaprojektowaniem
takiego testu z uzyciem metody HRMA dla eksonu 11 genu RET - czy biorgc pod uwage
rozwoj technologii sekwencjonowania w ostatnich latach Kandydatka zdecydowataby sie
na uzycie takich samych technik w dniu dzisiejszym?

2. W opisie wynikéw Autorka nadmienia, iz tylko u pacjentki 8408 wraz z mutacjg Y791F
wspotistniata mutacja C634R w eksonie 11 genu RET. Czy czgsto obserwuje sie wigcej
niz jedng mutacj¢ w tym genie u pacjentow z RRT (na podstawie doniesien
literaturowych)? Rozumiem, ze w badanej grupie byt to jedyny taki przypadek?

3. W opisie analizy haplotypéw zamieszczona jest uwaga ,, nie wykonano analizy w grupie
populacyjnej, poniewaz korzystano z roznych probek”. Co Autorka ma na mysli?

4. Chciatabym si¢ takze zapyta¢, co zdaniem Kandydatki jest powodem rozbieznosci
w czestosci wystepowania mutacji w genie RET w roznych osrodkach w Polsce. Ilu
pacjentdow obejmowaty badania w Warszawie i Gliwicach?

5. W dyskusji nadmieniono, iz analizy statystyczne korelacji mutacji i obrazem klinicznym
RRT przeprowadzone =zostaly na stosunkowo nielicznej grupie chorych, co



w konsekwencji wigze si¢ z niewielka liczba parametréw isotnych statystycznie
uzyskanych w ramach tych analiz. Czy istniejg dane literaturowe sugerujgce korelacje
mutacji w genie RET z danymi klinicznymi? W jaki sposdb sugerowalaby Pani
przeprowadzenie takich analiz?

6. Czy przeprowadzono badania majace na celu analiz¢ interakcji polimorfizmow/mutacji
w réznych genach w RRT?

Po przeczytaniu przedtozonej pracy doktorskiej uznaj¢, iz przedtozona praca spetnia wymogi
stawiane pracom doktorskim i zwracam si¢ zatem do Rady Naukowej Instytutu Genetyki
Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu o dopuszczenie mgr inz. Marty Kaczmarek-Ry$
do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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