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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Weroniki Majer-Burman pt.
»Novel molecular disease monitoring tools for clear renal cell carcinoma

(ccRCC)”

Celem rozprawy doktorskiej Pani mgr Weroniki Majer-Burman bylo poszukiwanie
nowych biomarkerow, ktore moglyby zosta¢ wykorzystane w matoinwazyjnej lub
bezinwazyjnej diagnostyce jasnokomdrkowego raka nerki. Doktorantka stawia hipotezg, ze
badanie = wolnokrazacego DNA, tak zwanego cfDNA, za pomocg technik
wysokoprzepustowych w osoczu pacjentow jak réwniez badanie miRNA wyizolowanego z
guza nowotworowego moze uwidoczni¢ unikatowe zmiany genetyczne 1 tym samym
umozliwié¢ wczesne diagnozowanie pacjentow i prognozowanie przebiegu choroby.

Niewatpliwie stawiana hipoteza, jak i cata rozprawa doktorska, wpisuje si¢ tym
samym w bardzo obecnie popularny ale zarazem istotny nurt badan w obrebie genetyki
nowotworOw, mianowicie w poszukiwanie sposobu poprawy diagnostyki, stratyfikacji
pacjentow nowotworowych a co za tym idzie, terapii zindywidualizowanej. Obserwuje si¢
obecnie wysyp prac naukowych traktujgcych o roznych aspektach badania cfDNA czy
miRNA na przyktad poszukiwaniu markerowych mutacji, zmian metylacji DNA czy istotnych
statystycznie zmian w st¢zeniu cfDNA u pacjentdw w poréwnaniu z osobami zdrowymi.
Nalezy podkresli¢, ze tego typu badania nie tylko poszerzajg nasza wiedz¢ z dziedziny
genetyki cztowieka ale takze mogg dostarczy¢ nowych informacji o potencjalnym

zastosowaniu w praktyce klinicznej. Wybor przedmiotu badan jest tez niewatpliwie trafny z
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przyczyn epidemiologicznych. Choroby nowotworowe to druga po chorobach ukfadu
krazenia przyczyna zgonu Polakow, a rak nerki plasuje si¢ w pierwsze] dziesigtce
najczestszych nowotworéw w Polsce.

Przygotowana przez Paniag mgr Majer-Burman rozprawa doktorska ma klasyczny
uklad. Liczy 116 stron i jest podzielona na wstep, cel badan, materiaty i metody, wyniki oraz
dyskusje. Cato$¢ rozpoczynajg streszczenia przygotowane w jezyku polskim jak i angielskim
oraz spis tresci a konczy bibliografia zawierajaca 179 pozycji, spisy rycin i tabel, spis
stosowanych skrotow oraz suplement. Jesli chodzi o uklad pracy to zabraklo mi jedynie
wnioskow pracy w oddzielnych podpunktach korespondujacych z wyszczego6lnionymi celami,
co znacznie utatwiloby poréwnanie zatozonych celéw i otrzymanych wynikow.

Zanim przejde do omawiania kwestii merytorycznych chcialbym troch¢ miejsca
poswigci¢ aspektom redakcyjnym przedstawionej mi do recenzji rozprawy. Jestem zmuszony
stwierdzi¢, ze rozprawa pod wzgledem redakcyjnym jest przygotowana po prostu zle. Tekst
zawiera zdecydowanie ponadprzecigtng liczbe literowek, pominigtych odstepow,
niekonsekwencji w zapisie (np. zdanie rozpoczynane od stowa miRNA raz jest pisane z
wielkiej a raz z malej litery), wielkich liter w $rodku zdania, btedéw interpunkcyjnych itd.
Bledy tego typu znalazlem na prawie kazdej stronie rozprawy! Na wspomniane bledy
redakcyjne naktada sie dos¢ staba warstwa jezykowa. Doktorantka stosuje kalki z jezyka
polskiego np. ,,operacja” chirurgiczna to po angielsku ,,surgery” a nie ,,operation”, a np. szyk
zdania: ,,The first step of an analysis of cfDNA sequencing data was creating fastq files”
powinien po angielsku by¢ nastepujacy: ,,The first step of cfDNA sequencing data analysis
was the creation of fastq files”. Do tego w pracy znalez¢é mozna cale mnéstwo dziwnych
sformutowan takich jak: “imagining techniques” zamiast “imaging techniques” albo ,,For now
even with the access to drugs the main RCC treatment approach still is a biopsy” — biopsja nie
jest przeciez sposobem leczenia co sugeruje powyzsze stwierdzenie; albo ,treatment
personalized individually”; czy jeszcze gdzie indziej ,,Recently copy number variations are
widely tested as cancer biomarkers due to them being scattered through genome in cancer
cells” — mozna si¢ jedynie z trudem domysla¢ co Doktorantka chciala w tym zdaniu
powiedzie¢. Do tego dochodza skroty myslowe utrudniajace odbiér tekstu takie jak:
,,chromosomal aberrations analysis of cfDNA” — ¢cfDNA nie zawiera chromosoméw, chodzito
racze] o ,.chromosomal aberration analysis using, albo by the means of ¢cfDNA” albo:
“Microarrays are inexpensive, widely available and sensitive even for small amount of

miRNA. Unfortunately, the primer design can heavily influence the results”. Po pierwsze

Doktorantka powinna raczej stosowa¢ “low concentrations of miRNA” zamiast ,,small




amount of miRNA” a po drugie o jakich starterach jest tu mowa w kontekscie mikromacierzy?
Moge si¢ jedynie domyslaé, ze jest to nieumieje¢tny przeskok do dalej omawianej techniki
qPCR.

Podsumowujgc omawiane kwestie redakcyjne stwierdzam, ze jest dla mnie
niezrozumiate dlaczego tekst przygotowano w jezyku angielskim, ktéry w znacznym stopniu
utrudnit doktorantce napisanie dobrej rozprawy.

Przejde teraz do omdwienie poszczegdlnych czesci rozprawy.

Wstep. W dobry sposob uzasadnia on konieczno$¢ poszukiwania nowych markeréw
nowotworowych a tym samym zasadno$¢ badan prowadzonych w ramach rozprawy
doktorskiej. Doktorantka przytacza szereg doniesien literaturowych, gdzie wykazano, ze
cfDNA izolowane z osocza pacjentdow moze stanowi¢ dobry material diagnostyczny a tym
samym stanowi¢ podstawe maloinwazyjnej diagnostyki nowotworéw. Jest to zarazem zgodne
z obserwacjami poczynionymi w mojej grupie badawczej, gdzie opracowywany jest wlasnie
test diagnostyczny dla raka krtani oparty o charakterystyczne zmiany w poziomie metylacji
wolnokrazagcego DNA izolowanego z osocza. Zgadzam si¢ tym samym z doktorantka, ze
badanie ¢cfDNA moze by¢ nakierowane na wiele aspektow takich jak poszukiwanie mutacji,
zmian w metylacji DNA czy zmian w samym st¢zeniu cfDNA. Nie zgadzam si¢ natomiast z
konkluzjg mgr Majer-Burman z koncowki wstepu, ktora stwierdza, ze zanim biomarkery
oparte 0 miRNA wejdg do praktyki klinicznej konieczne bedzie poznanie ich funkcji.
Biologiczna funkcja biomarkera jest rzecza drugorzedng. Istotna jest natomiast jego czutos¢ i
swoisto$¢. Niemniej jednak stwierdzam, ze wstep rozprawy spelnia swoje funkcje i
pomingwszy ogrom btedéw redakcyjnych omoéwionych wezesniej czyta si¢ go dobrze. W tej
czesci rozprawy Doktorantka zawarta takze cele pracy, ktére jednak maja dla mnie bardziej
charakter kamieni milowych opisywanych badan anizeli poszczegdlnych celéw jakie

zamierza sie osiggna¢ realizujac prace badawcze.

Materiaty i metody. Zdecydowanie na uznanie w recenzowanej rozprawie doktorskiej

zasluguje wykorzystanie licznych zaawansowanych, wysokoprzepustowych technik
molekularnych takich jak Infinium assay czy NGS. Co wazne uzyte techniki sg dobrze
opisane a ponadto Doktorantka przygotowata bardzo czytelne ryciny (ryc. 5, 6, 7) obrazujace
kolejnos¢ i przebieg prowadzonych badan. Ryciny te w dobry sposoéb przedstawiaja dwie

zasadnicze czesci rozprawy, pierwszg dotyczacg analizy cfDNA w osoczu i moczu pacjentow

z rakiem nerki i drugg dotyczacg proby stworzenia panelu miRNA, ktérego badanie w




materiale pobranym z guza mogloby usprawni¢ diagnostyke podtypéw raka nerki. Zadbano
réwniez o uzyskanie wymaganej zgody Komisji Bioetyczne;j.

Natomiast kwestig budzacg moja watpliwos¢ jest fakt wykorzystania jedynie jednego
genu referencyjnego, U6, w analizach qPCR. Jest to moim zdaniem blagd w planowaniu
eksperymentu, ktory moze powodowaé otrzymanie niewiarygodnych wynikow w dalszej
czesci pracy. Wystarczy spojrze¢ na Good practice guide for the application of quantitative
PCR (gPCR), przygotowany przez brytyjski National Measurement System lub jakiekolwiek
inne opracowanie tego typu aby wyczyta¢, ze zalecane jest stosowanie kilku genow
referencyjnych lub dokfadna, eksperymentalna walidacja stabilnosci ekspresji stosowanego

genu referencyjnego, ktérej w ocenianej rozprawie nie przeprowadzono.

Wyniki. Badania przeprowadzone w ramach pierwszej czesci rozprawy dotyczacej
analizy ¢fDNA w osoczu i moczu pacjentéw z rakiem nerki przyniosty w wigkszosci wyniki
negatywne. Identyfikacja zmian liczby kopii DNA w genomie nowotworowym na podstawie
analizy ¢fDNA z moczu nie powiodla si¢ w ogdle. Troch¢ lepiej wypadto analogiczne
badanie z wykorzystaniem cfDNA z osocza pacjentdow gdzie w dwoch przypadkach
Doktorantka zaobserwowata utrate krotkiego ramienia chromosomu trzeciego w analizie
cfDNA. Niestety identyfikowano rowniez catle mndstwo wynikoéw falszywie pozytywnych co
w znacznym stopniu umniejsza wiarygodnos¢ zastosowanego podejscia eksperymentalnego.

Wyniki dotyczace drugiej czesci rozprawy sg bardziej obiecujgce. Doktorantka
wykonala ciekawg metaanalize, dzigki ktérej wyrdzniono panel genéw miRNA potencjalnie
umozliwiajgcych réznicowa diagnostyke podtypoéw raka nerki. Na uznanie zastuguje tez
dobrze przygotowana i bardzo informatywna rycina 20 obrazujaca wyniki przeprowadzone;j
metaanalizy. W dalszej czgsci rozprawy mgr Majer-Burman opisuje udang walidacje za
pomocg techniki qPCR niektdrych zaleznosci zaobserwowanych w metaanalizie co jest w
tadny sposob zobrazowane na rycinie numer 26 jako sugerowany panel miRNA do
diagnostyki raka nerki. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage, ze wyniki pPCR ze wzgledu na zbyt
malg liczbe gendéw kontrolnych sg mato wiarygodne. Ponadto Doktorantka powinna
wykorzystac regresje logistyczng do oceny przydatnosci potencjalnego testu diagnostycznego.
Tego typu panele gendw wymagajg rowniez potwierdzenia prawidlowego funkcjonowania na
niezaleznej i zdecydowanie bardziej licznej grupie chorych z rakiem nerki. Wymienione
elementy sg kluczowe aby mozna byto uzna¢ proponowany panel gendéw za wiarygodny test
genetyczny. Tym samym, otrzymany wynik jest jedynie wstepng ciekawostke, ktéra wymaga

jeszcze sporego naktadu pracy aby stata si¢ wiarygodnym wynikiem naukowym.

4




Niestety rowniez w tej czgsci uwidacznia si¢ wszechobecny batagan tej rozprawy.
Doktorantka myli numeracje rycin, ktéra jest inna w tekscie i inna w podpisach pod rycinami.
Dla ryciny numer 25 w og6le nie znalaztem odno$nika w tekscie. Szczytem jest juz natomiast
fakt, ze spis rycin, ktory jak sgdzitem pomoze mi odnalez¢ niektore z nich, rozpoczyna si¢ od
pozycji numer 27. Doktorantka zgubita opis wezesniejszych 26 rycin! Zadania nie ulatwia tez
spis tabel zamieszczony na koncu rozprawy ktéry jest niekompletny, brakuje opisu dla tabel
numer 9, 10 i 13 a pozostale tabele opisane sg nie po kolei.

W tej cze$ci rozprawy znalaztem takze szereg innych slabych punktow. Do
najwazniejszych zaliczam mato liczne grupy pacjentow, ktére w dalszych analizach sg jeszcze
dzielone na podgrupy. W konsekwencji niektore grupy sa jednoosobowe co uniemozliwia
wycigganie jakichkolwiek wiarygodnych wnioskéw z przeprowadzonych badan (str. 39 i 58).
W tej czeSci rozprawy pojawia si¢ takze batagan w okreslaniu liczebnosci grup. Np.
Doktorantka stwierdza na stronie 39 ze grupa pacjentow zawierata 19 0s6b w tym 9 kobiet i
11 mezczyzn. Dalej liczby pacjentdw przedstawionych na wykresach nie zgadzajg si¢ z
liczbami pacjentéw w podpisie pod rycing oraz danymi z tabel (np. rycina 11 i 12). Jeszcze
dalej Doktorantka w ogole zrezygnowata z podawania liczebnosci grup pod wykresami
(rycina 13). Razem tworzy to obraz duzego bataganu i potgguje wrazenie bardzo niechlujnie
przygotowanej rozprawy. Chciatbym rowniez podkresli¢, ze sam fakt opisywania liczebnosci
grup i charakteryzowania pacjentdow w czesci rozprawy poswigconej wynikom réwniez jest
niewlasciwa. Tego typu informacje winne znalez¢ si¢ w czesci poswigconej materialom i
metodom.

Mam tez watpliwosci co do wykresu na str. 40 przedstawiajacego stezenie cfDNA u
0s6b kontrolnych. Wykres ten jest zupelnie plaski a przeciez w tabeli zamieszczonej na
nastepnej stronie nie ma kontroli z zerowym stezeniem cfDNA? Jest to wigc wykres

przedstawiajgcy albo inna probke albo efekt nieprawidlowo przeprowadzonej analizy.

Dyskusja. Pani mgr Majer-Burman poprawnie dyskutuje otrzymane wyniki. Odnosi
si¢ do znacznej liczby dobrze opublikowanych prac naukowych. Doceni¢ nalezy réwniez
umiejetnos¢ krytycznego spojrzenia na wyniki wlasnych badan oraz zaproponowanie
potencjalnych wyjasnien ich niepowodzenia w oparciu o do§wiadczenia wlasne i doniesienia
literaturowe. Do gustu przypadl mi takze wyczerpujacy opis stanu wiedzy w obszarze badan
nad wykorzystaniem cfDNA w diagnostyce nowotworéw. Moja ocena tej czesci rozprawy

jest pozytywna, dopatrzytem si¢ jednak kilku drobnych bledéw i niescistosci. Doktorantka na

przemian stosuje poprawny zapis nazw gendw kursywa i niepoprawny, zwyktym tekstem (str,




76, 77, 82, 83). Nieprecyzyjny jest takze akapit poswigcony metylacji na stronie 74 gdzie
brakuje informacji czy chodzi o metylacj¢ DNA regionu okolopromotorowego genu SHOX?2
czy badany byt inny fragment genu. Nie mogg si¢ tez zgodzi¢ z konkluzjg zamieszczong na
stronie 79: ,,(...) our results showed that the analysis of chromosomal aberrations in ¢cfDNA
by using Wisecondor software are suitable for screening of ccRCC patients (...)”. Moim
zdaniem, co omowitem juz wczesniej, wyniki otrzymane w toku badan sa negatywne stad
wniosek plyngcy z tych badan jest zgola odwrotny. Nie zgadzam si¢ rowniez ze
stwierdzeniem padajacym na stronie 80: ,,(...) many of miRNAs have been described as
oncomirs, it is a definition of miRNAs that may be tumor suppressors or oncogenes”. Wydaje
mi si¢, ze duzo trafniejsze jest opisywanie miRNA o wlasciwosciach onkogennych jako
oncomiRs natomiast miRNA o dziataniu supresorowym jako tumor-supressor miRNAs. Dalej
na tej samej stronie pada stwierdzenie: ,,(...) deregulation of miRNA in cancer samples has
been reported, but still the causes of those deregulation events are mostly unknown”.
Pomijajac juz szeroko omawiane uprzednio bledy natury jezykowej w cytowanym zdaniu, nie
moge zgodzi¢ sie, ze nauka nie dostarczyta wyjasnienia mechanizméw deregulacji ekspresji
miRNA w nowotworach. Wiadomo przeciez, ze zmiany liczby kopii DNA, metylacja jak i
demetylacja DNA, mutacje w genach kodujacych biatka DICER i DROSCHA i wiele innych
mechanizméw odpowiada za ich zmieniong ekspresj¢. Mamy przeciez w Poznaniu pigkna
tradycje w badaniu miRNA rozpoczeta przez $p., wybitnego Profesora Wlodzimierza
Krzyzosiaka a kontynuowang chociazby przez Profesora Piotra Kozlowskiego czy dr Edyte

Koscianska. Naukowcy ci opublikowali szereg prac opisujacych wspomniane mechanizmy.

Podsumowujgc, Pani mgr Weronika Majer-Burman przygotowata Zle zredagowang
rozprawe doktorska oparta o badania przeprowadzone na relatywnie nielicznej grupie badane;j.
Nie ustrzegla si¢ tez szeregu btedow w projektowaniu eksperymentéw, opracowaniu wynikow
i dyskusji. Na korzys$¢ Doktorantki przemawia natomiast fakt, ze rozprawa traktuje o istotnym
i bardzo aktualnym zagadnieniu z obszaru genetyki nowotwordw oraz ze w badaniach
wykorzystano najnowoczesniejsze techniki molekularne, ktorymi niewatpliwie Doktorantka
sprawnie si¢ postuguje. Rozprawa dostarcza tez pewnych wnioskéw poznawczych, ktore
jednak wymagaja dalszego opracowania i walidacji.

Tym samym stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr Weroniki

Majer-Burman speinia minimalne ustawowe wymagania stawiane pracom doktorskim i

wnosze do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne, Uniwersytetu im. Adama




Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie mgr Majer-Burman do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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