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1. WYKAZ PUBLIKACJI STANOWIĄCYCH ROZPRAWĘ 

DOKTORSKĄ 
 

Praca przeglądowa: 
 

1. Mariusz Rogucki, Angelika Buczyńska, Adam Jacek Krętowski, 
Anna Popławska-Kita 
The Importance of miRNA in the Diagnosis and Prognosis 
of Papillary Thyroid Cancer 
Journal of Clinical Medicine, 2021, 
10(20), 4738. Doi: 
10.3390/jcm10204738 
IF = 4.242; MNiSW = 140 

Prace oryginalne: 
 

1. Mariusz Rogucki, Iwona Sidorkiewicz, Magdalena Niemira, Janusz 
Bogdan Dzięcioł, Angelika Buczyńska, Agnieszka Adamska, 
Katarzyna Siewko, Maria Kościuszko, Katarzyna Maliszewska, 
Anna Wójcicka, Jakub Supronik, Małgorzata Szelachowska, Joanna 
Reszeć, Adam Jacek Krętowski, Anna Popławska-Kita 
Expression Profile and Diagnostic Significance of MicroRNAs 
in Papillary Thyroid Cancer 
Cancers, 2022, 14(11), 2679. Doi:  
10.3390/cancers14112679 
IF = 6,639; MNiSW = 140 
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2. ZESTAWIENIE PUBLIKACJI WCHODZĄCYCH W SKŁAD 
ROZPRAWY DOKTORSKIEJ 

 
 
 
 

Rodzaj publikacji Liczba Impact 

Factor 

Punktacja 

MNiSW 

Prace włączone do 

rozprawy 

doktorskiej 

 
2 

 
10,88 

 
 

 
280 

Streszczenia 

zjazdowe 
3 0 0 

Razem 5 10,88 280 

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

 
 



	 6	

 
3. WYKAZ SKRÓTÓW 

 
 
RBT   – rak brodawkowaty tarczycy 
RT     –  rak tarczycy 
miRNA - microRNA 
AUC  – ang.  Area Under Curve – pole pod krzywą charakterystyki 
ROC  – ang. Receiver Operating Characteristic 
PCR   – ang. Polymerase Chain Reaction – reakcja łańcuchowa polimerazy 
TNM  – ang. Tumor-Nodus-Metastases – klasyfikacja stopnia zaawansowania nowotworu	
FC      – ang. Fold Change – stopień wielkości zmiany między pomiarami	
BACC – biopsja aspiracyjna cienkoingłowa celowana 
PPI    – ang. Protein-Protein Interaction – sieć oddziaływań miedzy białkami	
FDR  – ang. False Discovery Rate – wskaźnik fałszywych odkryć	
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4. WSTĘP DOTYCZĄCY TEMATYKI ROZPRAWY DOKTORSKIEJ 

 
 W ostatnich latach obserwuje się wzrost zachorowalności na raka tarczycy (RT) [1], 

który jest najczęstszym nowotworem złośliwym wśród guzów endokrynnych [2]. Szacowana 

zdiagnozowana ilość przypadków raka tarczycy w 2020 na całym wynoiosła 586 000 [3]. 

Zgodnie z danymi Krajowego Rejestru Nowotworów, w Polsce w 2019 roku odnotowano 

ogólnie 4248 przypadków nowotworów złośliwych tarczycy. Na podstawie zmian 

demograficznych w zakresie zachorowalności i umieralności oczekuje się, że RT zastąpi raka 

jelita grubego jako czwarty najczęstszy nowotwór rozpoznawany w USA w 2030 roku [4]. Rak 

brodawkowaty tarczycy (RBT) stanowi 80-85% wszystkich nowotworów złośliwych tego 

narządu [5]. Wzrost wykrywalności RBT w ostatnich latach powiązany jest w szczególności z 

poprawą diagnostyki małych zmian ogniskowych uwidocznionych w badaniach obrazowych 

[6]. RBT jest nowotworem o dobrym rokowaniu [7], jednak nawet w około 30-80% przebiega z 

przerzutami do lokalnych węzłów chłonnych szyjnych [8], a około 10% pacjentów może mieć 

stwierdzone przerzuty do narządów odległych [9]. Jednocześnie należy podkreślić, że koło 30% 

pacjentów doświadcza nawrotu RBT po przebytym leczeniu radykalnym [10].   

 Jedną z podstawowych, powszechnie stosowanych procedur w screeningu RBT jest 

badanie ultrasonograficzne. Zmiany ogniskowe uwidacznia się u około 68% pacjentów, u 

których wykonano USG tarczycy [11]. Złotym standardem w wykrywaniu RBT pozostaje 

jednak biopsja aspiracyjna cienkoigłowa celowana (BACC) pod kontrolą USG [12]. BACC 

charakteryzuje się niskim ryzykiem powikłań, wysoką czułością i swoistością, jest procedurą 

stosunkowo niedrogą oraz małoinwazyjną [13]. Jednak, w zależności od doświadczenia 

ośrodka, nawet 10% przeprowadzonych BACC jest niediagnostycznych [14]. Ponadto BACC 

nie dostarcza pełnych informacji o klinicznym charakterze guza, takich jak np. obecność  

angioinwazji czy naciekania torebki, które mogą mieć wpływ na prognozę i dalsze 

postępowanie z chorym [15]. Z tego powodu postuluje się poszukiwanie nowych molekularnych 

biomarkerów RBT, których wczesna identyfikacja będzie miała wpływ na podejmowanie 

adekwatnych spersonalizowanych decyzji terapeutycznych [16,17,18].  

 miRNA są małymi, niekodującymi cząsteczkami RNA, które składają się z około 21-

23 nukleotydów [19]. Cząsteczki MiRNA występują powszechnie w świecie roślin oraz 

zwierząt [20] i są zaangażowane w regulację transkrypcyjnej ekspresji genów [21].  Dojrzałe 

miRNA odgrywają ważną rolę w procesie powstawania nowotworów i rozwijają się jako 

onkogeny lub supresory nowotworów [22]. Ekspresja miRNA jest skorelowana z proliferacją 

komórek, ich różnicowaniem, inwazyjnością oraz ma wpływ na proces apoptozy oraz 
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przerzutowanie do węzłów chłonnych i narządów odległych [23]. Ważną cechą miRNA jest 

jego trwałość w materiale biologicznym. Może być z powodzeniem izolowane z 

archiwizowanych parafinowych bloczków [24], jak również z osocza [25] oraz surowicy [26]. 

miRNA może być oznaczane przy użyciu techniki Sekwencjonowania Nowej Generacji, przy 

pomocy mikromacierzy miRNA, metody Northern Blot oraz RT-PCR [27]. Oznaczenie 

dysregulowanych miRNA może służyć jako nowe klinicznie znaczący biomarker 

diagnostyczny i prognostyczny dla różnych typów nowotworów [18]. 

 Dotychczas opisano wiele miRNA, których ekspresja jest zaburzona w RBT. Jednymi 

z najlepiej poznanymi miRNA są: miR-221, miR-222, miR-146b, miR-21, miR-181b [28]. 

Dostępne dane literaturowe wskazują na istnienie związku między ekspresją różnych miRNA, 

a ostateczną klasyfikacją TNM [29]. miR-146a oraz miR-146b mają modulujący wpływ na 

układ immunologiczny oraz zmniejszają posttranskrypcyjną ekspresję genów [30]. W RBT 

ekspresja miR-146b może być prawie 30 razy większa w porównaniu do tkanek nieobjętych 

procesem nowotworowym [31]. miR-221 i miR-222 są w wysokim stopniu homologiczne, ich 

nadekspresja została wykazana również w wielu innych nowotworach [32]. Nasilona ekspresja 

miR-221 i miR-222 wiąże się ze zwiększonymi rozmiarami guza nowotworowego, większą 

skłonnością do naciekania naczyń krwionośnych, tkanek otaczających oraz przerzutowania do 

węzłów chłonnych i narządów odległych [33]. Z kolei zmniejszenie ekspresji miR-181b hamuje 

podział komórek, a jego nadekspresja znacząco zwiększa ryzyko nawrotu choroby 

nowotworowej oraz przerzutów do węzłów chłonnych [34]. W jednym z badań wykazano, że 

nadekspresja miR-21 i wspomnianego wcześniej miR-141b jest spowodowana brakiem 

metylacji DNA, co przekłada się na zaburzenie procesów transkrypcji i w efekcie promowanie 

proliferacji komórek nowotworowych [35]. Przeprowadzono wiele badań mających na celu 

znalezienie miRNA, które mogłyby zwiększyć czułość i swoistość BACC. W jednym z badań 

wykazano użyteczność panelu miRNA składającego się łącznie z miR-146b, miR-221, miR-

222 w diagnozowaniu PTC przy pomocy aspiracyjnej BACC [36]. Z kolei Mahmoudian-Sani 

i wsp. wykazali, że miR-181b w połączeniu z miR-146b mogą być użytecznie w różnicowaniu 

zmian łagodnych oraz złośliwych [37].  

 Dotychczas przeprowadzone badania proponują określone zestawy miRNA, które 

mogłyby być użyteczne w procesie diagnostycznym RBT. Jednak istnieją niespójności, które 

wynikają z małej ilości tkanek włączonych do badania, niejednorodnych cech choroby oraz 

różnych metod przetwarzania danych. Włączenie panelu miRNA w proces diagnostyczny RBT 

wpisuje się w trend medycyny spersonalizowanej. Może również pozwolić na podejmowanie  
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bardziej adekwatnych decyzji diagnostycznych oraz terapeutycznych w wątpliwych  

przypadkach. 

 

5. OMÓWIENIE PRAC SKŁADAJĄCYCH SIĘ NA ROZPRAWĘ DOKTROSKĄ 

5.1. Cele pracy 

 Celem mojej pracy jest identyfikacja molekularnego panelu diagnostycznego opartego 

o badanie genetyczne, który może być użyteczny w procesie diagnostycznym raka 

brodawkowatego tarczycy. 

 

1. Przeprowadzenie analizy bioinformatycznej w celu identyfikacji genów 

zaangażowanych w patogenezę raka brodawkowatego tarczycy. 

2. Ocena przydatności poszczególnych miRNA w diagnostyce RBT. 

 

5.2 Praca przeglądowa podsumowująca tematykę rozprawy doktorskiej 

• „The Importance of miRNA in the Diagnosis and Prognosis of Papillary Thyroid 

Cancer” 

5.2.1 Materiał i metody 

 Pracę przeglądową  napisano w oparciu o 79 pozycji literaturowych, opublikowanych 

w latach 2007-2021. Do wyszukiwania artykułów użyto bazy PubMed oraz Scopus. W 

szczególności uwzględniono publikacje, które poruszały tematykę znaczenia miRNA w 

diagnostyce RBT. W tym celu, aby ocenić przydatność diagnostyczną potencjalnych 

biomarkerów RBT, wzięto pod uwagę wartości pola pod krzywą (AUC) na podstawie krzywych 

charakterystyki (ROC).	

  5.2.2. Wnioski 

 miRNA ma szansę stać się nowym biomarkerem zarówno diagnostycznym, jak 

i prognozującym przebieg RBT. W ostatnich latach obserwuje się wzrost ilości badań nad 

znaczeniem poszczególnych miRNA w rozwoju nowotworów złośliwych tarczycy, ale też 

innych narządów. Występowanie miRNA w tkankach, osoczu i surowicy daje szansę na 

powszechniejsze stosowanie badań molekularnych w chorobach rozrostowych.  Dokładniejsze 

poznanie patomechanizmów działania miRNA w RBT może pozwolić na opracowanie nowych 

skuteczniejszych metod diagnostyki i leczenia, szczególnie nowotworów o agresywnym 

przebiegu. Dostępne dane literaturowe wskazują, że ocena ekspresji miRNA na duży potencjał 

w diagnostyce RBT. Jednak małe grupy chorych biorących udział w przeprowadzanych 

badaniach, często niejednorodne cechy choroby powodują, że jest potrzeba wykonania 
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dalszych badań mających na celu zidentyfikowanie potencjalnego panelu diagnostycznego 

miRNA w RBT. W przyszłości wprowadzenie oznaczenia ekspresji miRNA do procedur 

diagnostycznych RBT poprawi różnicowanie między zmianami łagodnymi, potencjalnie 

złośliwymi i złośliwymi. Jednym z ograniczeń zastosowania pomiarów miRNA w rutynowym 

i codziennym postępowaniu klinicznym jest ich kosztochłonność; jednocześnie jednak ceny 

tych oznaczeń stale spadają wraz z rozwojem medycyny genetycznej. Oznaczenie miRNA w 

procedurach postępowania klinicznego będą w przyszłości personalizować strategie 

terapeutyczne.	

  

5.3. Publikacje oryginalne 

• „Expression Profile and Diagnostic Significance of MicroRNAs in Papillary Thyroid 

Cancer” 

  

  5.3.1 Zgoda Komisji Bioetycznej  

 Badania wchodzące w skład rozprawy doktorskiej uzyskały zgodę Komisji Bioetycznej 

UMB o numerze R-I-002/491/2019. 

 

  5.3.2.1. Materiał badany 

Próbki do badań uzyskano z pooperacyjnych bloczków utrwalonych w formalinie. 

Materiał został pobrany od pacjentów w różnym stopniami zaawansowania nowotworu zgodnie 

z klasyfikacją TNM; obecność raka brodawkowaty tarczycy w badanych skrawkach została 

potwierdzona niezależnie przez dwóch patomorfologów. Grupa kontrolna składała się z próbek 

pobranych od tych samych pacjentów z prawidłowej tkanki tarczycy bez cech nowotworzenia. 

Tkanki kontrolne zostały potwierdzone przez dwóch patomorfologów i nie zawierały komórek 

RBT ani innych zmian patologicznych. Ze względu na szybką progresję nowotworu nie było 

możliwości uzyskania tkanek nienowotworowych od 2 pacjentów z RBT. Z badania 

wykluczono pacjentów bez rozpoznania RBT w pooperacyjnym badaniu histopatologicznym 

oraz pacjentów z obecnymi przerzutami w węzłach chłonnych. Dodatkowe kryteria 

wykluczenia obejmowały inne choroby współistniejące, stany przewlekłe, leczenie 

immunosupresyjne i palenie papierosów. W związku z tym do badania włączyliśmy 80 

preparatów tkankowych (41 tkanek RBT i 39 tkanek kontrolnych bez zmian nowotworowych 

uzyskanych od tych samych pacjentów). 
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5.3.2.2 Oznaczenia laboratoryjne 

  miRNA zostało wyizolowane z 3 kolejnych skrawków o grubości 10 μm, które zostały 

uzyskane z odparafinowanych bloczków zawierających badane tkanki. W przypadku RBT 

identyfikowano obszary tkanki, które zawierały najwięcej komórek nowotworowych, aby 

zminimalizować ryzyko wyników fałszywie ujemnych. Całkowite RNA, w tym frakcję 

miRNA, wyizolowano przy użyciu roztworu do deparafinizacji i zestawu do ekstrakcji 

miRNeasy FFPE zgodnie z protokołem producenta (Qiagen, Hilden, Niemcy). Oceniono 

stężenie miRNA za pomocą fluorometru Qubit (Invitrogen, Carlsbad, USA). Próbki do 

profilowania ekspresji miRNA metodą Nanostring nCounter przygotowano zgodnie z 

zaleceniami producenta (Nanostring Technologies, Seattle, WA, USA). W efekcie 

przygotowano 100 ng miRNA poprzez ligację specyficznego znacznika miR na końcu 3' 

każdego dojrzałego miRNA, a następnie przeprowadzono całonocną hybrydyzację w 

temperaturze 65°C, z zestawem sond reporterowych i wychwytujących. W dalszych krokach 

próbki zostały umieszczone w nCounter Prep Station w celu automatycznego oczyszczania. 

Następnie w celu zebrania danych każda próbka została zeskanowana przy użyciu analizatora 

cyfrowego nCounter. Dane Nanostring zostały zdeponowane w bazie Gene Expression 

Omnibus (GEO) (GSE191117).	

 W celu walidacji wyników użyto zestawu miRCURY LNA RT (Qiagen), zgodnie z 

protokołem producenta przeprowadzono odwrotną transkrypcję próbek miRNA (41 próbek 

PTC i 39 kontrolnych tkanek tarczycy) w termocyklerze BioRad S1000 (Mississauga, ON, 

Kanada). Następnie istotnie zmienione miRNA oznaczono ilościowo metodą qRT-PCR przy 

użyciu specyficznych starterów i zestawu miRCURY LNA SYBR Green PCR (Qiagen). 

Przebadano próbki w dwóch duplikatach w systemie LightCycler 480 Real-Time PCR (Roche, 

Basel, Szwajcaria). Jako endogennej kontroli użyto miR-103a-3p i U6 snRNA, a do obliczenia 

ich stabilności zastosowano algorytm NormFinder (Department of Molecular Medicine 

(MOMA), Aarhus University Hospital, Aarhus N, Dania). Względną ekspresję miRNA 

obliczono przy użyciu qBase MSExcel VBA na podstawie wielu próbek i wielu referencyjnych 

miRNA. Wartości zmiany krotności (FC) zostały obliczone za pomocą Centrum Analizy 

Danych GeneGlobe (Qiagen; geneglobe.qiagen.com). 

 

  5.3.2.3 Analiza statystyczna 

 Do analizy danych użyto oprogramowania nSolver 4.0 (Nanostring), które 

wykorzystano również do normalizacji, przy użyciu średniej geometrycznej 100 miRNA o 

najwyższej ekspresji. Zastosowano korektę wskaźnika fałszywych odkryć (FDR) dla 
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wielokrotnych porównań, ograniczoną do 0,5, aby zmniejszyć ryzyko fałszywie dodatnich 

istotności statystycznych. Wartość progowa bezwzględnej zmiany krotności (Fold Change – 

FC) ekspresji istotnie zmienionych miRNA wynosiła ponad 1,5. 

Analizy statystyczne przeprowadzono za pomocą programu GraphPad PRISM (wersja 

9.1.1.; GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Wstępna analiza statystyczna (test Shapiro–

Wilka) wykazała, że badane parametry nie miały rozkładu normalnego. Z tego względu 

przeprowadzono testy nieparametryczne między grupami badaną oraz kontrolną. Dla istotnie 

zmienionych miRNA obliczono pola powierzchni (AUC) pod krzywymi oceny jakości 

klasyfikatora (ROC). 

 Przeprowadzono również analizę ontologii genów targetowych RBT. W tym celu użyto 

narzędzia MIENTURNET, które zostało zaprojektowane w celu uzyskania docelowych genów 

z baz TargetScan oraz miRTarBase. Aby uzyskać wgląd w znaczenie biomolekularne 

zidentyfikowanych genów docelowych dla istotnie zmienionych miRNA, przeprowadzono 

analizę ontologiczną z użyciem narzędzi: DAVID, GOrilla, Profiler, Metascape. Aby dokładniej 

zbadać interakcje białko-białko (ang. PPI) docelowych genów targetowych, zastosowano 

oprogramowanie Cytoscape oraz użyto algorytmu Maximal Clique Centrality (MCC). W 

wyniku przeprowadzonej analizy zidentyfikowano 10 genów centralnych w sieci PPI.	

Użyto modelu regresji logistycznej łącząc ze sobą istotnie zmienione miRNA z 

wykorzystaniem oprogramowania WEKA (Weka, wersja 3.8.5, Hamilton, Nowa Zelandia). 

Utworzono modele oparte na regresji logistycznej, naiwnym modelu Bayesa i algorytmach 

wykorzystujących strukturę drzewa decyzyjnego - J48. Dla każdej kombinacji przygotowano 

tablice w celu oceny modelu. Zmierzono wydajność klasyfikatorów multi-miRNA za pomocą 

precyzji klasyfikacji i AUC. 

 

   5.3.3 Wyniki                                                                                         

 Przy użyciu platformy Nanostring Technology zostało wykonane profilowanie ekspresji 

798 miRNA. Między badanymi grupami wykryto różnicę w ekspresji 10 miRNA (Tabela nr 1). 

Ekspresja 8 miRNA była wyższa, a 2 niższa w RBT w porównaniu  

z grupą kontrolną. Zastosowano progi FDR <0,05 oraz |fold change (FC)| ≥ 1,5. 
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Tabela nr 1. Istotna statystycznie różnica w ekspresji miRNA między RBT a grupą kontrolną  

(FDR <0,05 i |FC| ≥ 1,5. 

 

 Przeprowadzono również analizę ontologii genów targetowych RBT. W tym celu użyto 

narzędzia MIENTURNET, które zostało zaprojektowane w celu uzyskania docelowych genów 

z TargetScan oraz miRTarBase. Wyniki wskazały 725 przypuszczalnych genów docelowych 

dla miRNA w oparciu o minimalny próg dwóch interakcji miRNA-cel. Baza danych STRING 

została wykorzystana do wizualizacji relacji między białkami (Rycina nr 1). 
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Rycina nr 1. Połączenia między docelowymi genami istotnie zmienionych miRNA ukazane 

przy użyciu bazy danych STRING. Przedstawiono wyłącznie połączone węzły. Pokazane są 

tylko interakcje z wysokimi wynikami interakcji (> 0,9). Przewidywana wartość PPI wyniosła 

8,44e-15. 

 

 Analiza ontologii genów targetowych istotnie zmienionych miRNA wykazała 

dominującą rolę następujących kategorii: „rozwój układu nerwowego”, „neurogeneza” i 

„regulacja procesu metabolicznego związków azotowych”. Dokładny wynik analizy 

ontologicznej przedstawia Rycina nr 2.	
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Rycina nr 2. Analiza ontologiczna genów docelowych istotnie zmienionych miRNA, które są 

zaangażowane w patogenezę RBT. 

 

 W wyniku przeprowadzonej analizy zidentyfikowano 10 kluczowych genów 

centralnych w sieci PPI (Rycina nr 3).  

 
Rycina nr 3. Sieć PPI zawierająca 10 kluczowych genów zaangażowanych w rozwój RBT. 

 

 Przy użyciu AUC oceniono wartość diagnostyczną istotnie zmienionych miRNA jako 

kandydujących biomarkerów RBT. Wszystkie istotnie zmienione miRNA wykazywały istotnie 
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wyższe AUC w porównaniu z AUC=0,500, z wyłączeniem miR-31-5p (p>0,05). Najwyższe 

AUC, wskazujące na możliwą przydatność kliniczną w diagnostyce RBT, zaobserwowano dla 

miR-146-5p (AUC=0,770), miR-551-3p (AUC=0,740) i miR-222-3p (AUC=0,720) (Rycina nr 

4).	

 
Rycina nr 4. Wyniki analizy ROC przeprowadzonej w celu oceny wartości wybranych miRNA jako 

diagnostycznych biomarkerów RBT: (A) miR-146-5p; (B) miR-152-3p; (C) miR-15a-5p; (D) miR-

221-3p; (E) miR-221-5p; (F) miR-222-3p; (G) miR-31-5p; (H) miR-34a-5p; (I) miR-551b-3p; (J) 

miR-7-5p. 

 

 Następnie używając modelu regresji logistycznej dla panelu składającego się miR-152-

3p, miR-221-3p, miR-551-3p, miR-7-5p uzyskano AUC wynoszące 0,841. Podsumowanie 

danych modelu regresji liniowej przedstawia Tabela nr 2. Wyróżniona stała regresji oraz 

współczynniki są częścią modelu – stała regresji to logarytm szans, gdy zmienna wynosi 0, co 

oznacza brak RBT. Współczynniki opisują, jak bardzo zmienia się logarytm szans w obecności 

RBT. Wartości prawdziwie dodatnie, fałszywie dodatnie, precyzja i AUC opisują przydatność 

diagnostyczną modelu.	

Podczas analizy wybrano cztery istotnie zmienione miRNA o najwyższych wartościach 

diagnostycznych i skonstruowano model regresji logistycznej. Wartość AUC uzyskana dla 
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kombinacji miR-152-3p + miR-221-3p + miR-551b-3p + miR-7- 5p (AUC=0,841) miała 

wyższą wartość diagnostyczną niż najwyższa wartość AUC dla miRNA użytego oddzielnie — 

miR-146-5p (AUC=0,770) (Tabela nr 2).	

 
Tabela nr 2. Zestawienie podstawowych parametrów modelu regresji liniowej. PD – prawdziwie 

dodatnie, FU – fałszywie ujemne 

 Wyniki uzyskane metodą Nanostring potwierdzono z użyciem RT-PCR (****, 

p<0,0001) (Rycina nr 5). 

 

 
Rycina nr 5. Względna ekspresja istotnie zmienionych miRNA zawartych w modelu regresji 

logistycznej w próbkach kontrolnych (N=39) i RBT(N=41): (A) miR-152-3p (zmiana 

krotności (FC)=0,37); (B) miR-221-3p (FC=5,78); (C) miR-551b-3p (FC=5,68); (D) miR-7-

5p (FC=0,18). Każdy słupek przedstawia średnią geometryczną ± błąd standardowy średniej 

stosunku ekspresji miRNA i miRNA referencyjnego (miR-103a-3p i U6 snRNA) obliczonego 

przy użyciu qBase MSExcel VBA na podstawie wielu próbek i wielu referencyjnych miRNA. 

Gwiazdki wskazują poziomy istotności różnic (**** p< 0,0001).  

 

   5.3.4 Omówienie wyników 

  

 W przeprowadzonym badaniu zidentyfikowano dziesięć miRNA (miR-146b-5p, miR-

221-3p, miR-221-5p, miR-34-5p, miR-551b-3p, miR-152-3p, miR-15a-5p, miR-31-5p i miR-

7-5p), których ekspresja była istotnie różna w RBT w porównaniu z prawidłową tkanką 

tarczycy. Zgodnie z dostępną literaturą, wszystkie istotnie zmienione miRNA uwzględnione w 
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badaniu są zaangażowane w rozwój RBT lub progresję raka, co wskazuje na spójność 

uzyskanych wyników z dotychczasowymi badaniami. Dodatkowo zidentyfikowano kluczowe 

geny docelowe istotnie zmienionych miRNA, przeprowadzono analizę funkcjonalną oraz 

skonstruowano sieć PPI. Poprzez analizę KEGG zidentyfikowano najbardziej istotne szlaki w 

patogenezie RBT. Uzyskana analiza może również pozwolić na opracowanie nowych opcji 

terapeutycznych w leczeniu RBT. Wszystkie istotnie zmienione miRNA wykazały wysoką 

wartość diagnostyczną (z wyjątkiem miR-31-5p). Największą możliwą przydatność kliniczną 

w diagnostyce RBT zaobserwowano dla miR-146-5p (AUC=0,770), miR-551-3p 

(AUC=0,740) i miR-222-3p (AUC=0,720). W szczególności ekspresja miR-146-5p 

(AUC=0,770) wykazała najwyższą użyteczność diagnostyczną. Aby zwiększyć dokładność 

diagnostyczną stosowania miRNA, oceniono kombinację czterech miRNA (miR-152-3p, miR-

221-3p, miR-551b-3p i miR-7-5p) z obliczonym AUC wynoszącym 0,841. Taka wartość AUC 

pozwala na możliwość wprowadzenia zaproponowanego połączenia 4 miRNA jako panelu 

diagnostycznego RBT.	

 Należy również podkreślić, że wartości AUC uzyskane w trakcie badań są 

porównywalne z wcześniej publikowanymi w piśmiennictwie [28,29]. Wprowadzenie panelu 

diagnostycznego miRNA w RBT może skutkować dokładniejszą diagnozą w trudnych i 

wątpliwych przypadkach, umożliwić bardziej trafne decyzje terapeutyczne, pomóc w 

identyfikacji pacjentów wymagających niestandardowego postępowania klinicznego lub 

bardziej agresywnego leczenia oraz być częścią bardziej spersonalizowanego podejścia. Z 

powodu niejednorodności RBT preferowane byłoby wprowadzenie panelu diagnostycznego, a 

nie ocenę ekspresji pojedynczych miRNA, co pokazuje zwiększona wartość AUC kombinacji 

różnych miRNA w porównaniu z oznaczeniem ekspresji pojedynczego miRNA.	

Wyniki przeprowadzonego badania są zgodne z aktualną wiedzą na temat miRNA w 

patogenezie RBT oraz wykazały ich potencjał prognostyczny w RBT. Co więcej, 

dotychczasowe badania nad rolą miRNA w RBT miały na celu ustanowienie nowych 

nieinwazyjnych paneli diagnostycznych, ale wyniki były niewystarczające. Dlatego 

zaproponowano panel diagnostyczny miRNA RBT składający się z miR-152-3p, miR-221-3p, 

miR-551b-3p i miR-7-5p. Szeroka gama badanych miRNA oraz walidacja wyników 

uzyskanych za pomocą testów PCR zwiększają wartość przeprowadzonego badania. Jednak ze 

względu na ograniczoną liczebność grupy eksperymentalnej wymagana jest dalsza ocena i 

walidacja danych przy użyciu większej kohorty, aby potwierdzić przydatność diagnostyczną 

proponowanego panelu miRNA. 

 Podsumowując, wykonana analiza wskazuje na  przydatność oceny wzorców ekspresji 
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miRNA w diagnostyce RBT. Ponadto jako panel diagnostyczny u pacjentów z RBT można 

wprowadzić kombinację czterech miRNA – miR-152-3p, miR-221-3p, miR-551b-3p i miR-7-

5p. Również charakterystyka sieci regulacyjnej istotnie zmienionych miRNA i ich genów 

docelowych jest istotna dla badania szlaków prowadzących do progresji choroby. Niemniej 

jednak konieczne są dodatkowe badania, aby zrozumieć rolę rozregulowanych miRNA w 

mechanizmach molekularnych leżących u podstaw patogenezy RBT. 

 

5.3.5 Wniosek 

 

 Analiza ekspresji miR-152-3p, miR-221-3p, miR-551b-3p oraz miR-7-5p 

(AUC=0,841) może stanowić molekularny panel diagnostyczny, użyteczny w procesie 

diagnostycznym raka brodawkowatego tarczycy.	

	

 

6. KOPIE PUBLIKACJI WCHODZĄCYCH W SKŁAD ROZPRAWY 

DOKTROSKIEJ 
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7. STRESZCZENIE W JĘZYKU POLSKIM 

 

Celem rozprawy doktorskiej była identyfikacja panelu diagnostycznego raka 

brodawkowatego tarczycy opartego na badaniu genetycznym. W ostatnich latach obserwuje się 

narastającą zachorowalność na ten nowotwór, zarówno na świecie, jak i w Polsce. Rak 

brodawkowaty tarczycy jest najczęstszym nowotworem złośliwym tego narządu. Również od 

kilku lat rośnie zainteresowanie w poszukiwaniach molekularnego biomarkera raka 

brodawkowatego tarczycy. Tym biomarkerem może być miRNA. 

W skład rozprawy doktorskiej wchodzi praca poglądowa oraz praca oryginalna. W 

pracy poglądowej dokonano przeglądu dotychczasowej literatury dotyczącej znaczenia miRNA 

w diagnostyce raka brodawkowatego tarczycy. Dotychczas wielu autorów starało się 

zidentyfikować konkretne miRNA, które mogą wspomóc proces diagnostyczny. Jednak mała 

liczebność badanych grup, różne zastosowane metody badawcze oraz niejednorodne cechy 

choroby skłaniają do przeprowadzenia dalszych badań w zakresie omawianego tematu. 

W toku prac nad publikacją oryginalną podjęto próbę identyfikacji panelu 

diagnostycznego raka brodawkowatego tarczycy przy użyciu badań genetycznych. W tym celu 

zgromadzono 41 bloczków parafinowych zawierających komórki nowotworowe oraz 39 

bloczków ze zdrowymi tkankami, które pochodziły od tych samych pacjentów. W badanym 

materiale oznaczono profil ekspresji miRNA. Zaobserwowano istotnie zwiększoną ekspresję 8 

miRNA: miR-146b-5p, miR-221-3p, miR-221-5p, miR-222-3p, miR-34a-5p, miR-551b-3p, 

miR-15a-5p, miR-31-5p. Z kolei ekspresja miR-152-3p oraz miR-7-5p była istotnie 

zmniejszona. Przeprowadzono również analizę ontologii genów targetowych oraz 

zidentyfikowano kluczowe geny zaangażowane w rozwój raka brodawkowatego tarczycy. 

Następnie oceniono wartość diagnostyczną istotnie zmienionych miRNA jako biomarkerów 

raka brodawkowatego tarczycy przy użyciu AUC. Najwyższe AUC, wskazujące na możliwoą 

przydatność kliniczną w diagnostyce raka brodawkowatego tarczycy, zaobserwowano dla miR-

146-5p (AUC=0,770), miR-551-3p (AUC=0,740), miR-222-3p (AUC=0,720). Używając 

modelu regresji liniowej dla panelu składającego się z miR-152-3p + miR-221-3p + miR-551-

3p + miR-7-5p uzyskano AUC=0,841. W celu zwiększenia wiarygodności pracy uzyskane 

wyniki potwierdzono z użyciem RT-PCR. 

Podsumowując analiza ekspresji panelu miR-152-3p, miR-221-3p, miR-551b-3p oraz 

miR-7-5p (AUC=0,841) może stanowić molekularny panel diagnostyczny, użyteczny w 

procesie diagnostycznym raka brodawkowatego tarczycy.	
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8. STRESZCZENIE W JĘZYKU ANGIELSKIM 

 

 The aim of the doctoral dissertation was to identify a diagnostic panel for papillary 

thyroid cancer based on genetic testing. In recent years, an increasing incidence of this cancer 

has been observed, both worldwide and in Poland. Papillary thyroid cancer is the most common 

malignant tumor of this organ. Also for several years the interest in the research of a molecular 

biomarker of papillary thyroid cancer has been growing. This biomarker may be miRNA. 

The doctoral dissertation consists of a review paper and an original paper. The review 

paper includes a revision of previous literature on the importance of miRNAs in the diagnosis 

of papillary thyroid cancer. To date, many authors have attempted to identify specific miRNAs 

that can assist in the diagnostic process. However, the small size of the study groups, the 

different research methods used, and the heterogeneous features of the disease prompt further 

research on the subject at hand. 

In the process of preparing the original publication, an attempt was made to identify the 

diagnostic panel of papillary thyroid cancer using genetic testing. For this study, 41 paraffin 

blocks containing tumor cells and 39 blocks with healthy tissues were collected from the same 

patients. The miRNA expression profile was determined in the studied material. A significantly 

increased expression of 8 miRNAs was observed: miR-146b-5p, miR-221-3p, miR-221-5p, 

miR-222-3p, miR-34a-5p, miR-551b-3p, miR-15a-5p, miR-31-5p. In contrast, the expression 

of miR-152-3p and miR-7-5p was significantly decreased. Target gene ontology analysis was 

also performed and key genes involved in papillary thyroid cancer development were identified. 

The diagnostic value of significantly altered miRNAs as biomarkers of papillary thyroid cancer 

was then evaluated using AUC. The highest AUCs, indicating possible clinical utility in the 

diagnosis of papillary thyroid cancer, were observed for miR-146-5p (AUC=0.770), miR-551-

3p (AUC=0.740), miR-222-3p (AUC=0.720). Using a linear regression model for the panel 

consisting of miR-152-3p + miR-221-3p + miR-551-3p + miR-7-5p, the AUC=0.841 was 

obtained. To enhance the reliability of the work, the results were confirmed using RT-PCR. 

In conclusion, the expression analysis of miR-152-3p, miR-221-3p, miR-551b-3p and 

miR-7-5p panel (AUC=0.841) may provide a molecular diagnostic panel useful in the 

diagnostic process of papillary thyroid cancer. 
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