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1. Wprowadzenie

Guzki tarczycy s czesto obserwowane u pacjentdw, szczegdlnie w badaniach
ultrasonograficznych. Czestos¢ ich wystepowania u ludzi waha sie w przedziale 4-76%, w zaleznosci
od badanej populacji (American Association of Clinical Endocrinologists/Associazione Medici
Endocrinologi Task Force on Thyroid Nodules, Gharib et al. 2010). Wsréd guzkdéw tarczycy tylko 5%
(Hegediis 2004) nalezy do grupy ztosliwych, to znaczy mogacych wykazywac inwazyjny wzrost i
predyspozycje do przerzutéw. Najczesciej spotykanym ztosliwym nowotworem tarczycy jest rak
brodawkowaty bedacy stosunkowo tatwym w diagnostyce przedoperacyjnej. Drugim najczesciej
diagnozowanym ztosliwym guzem tarczycy jest rak pecherzykowy (FTC), diagnozowany w 10-20%
przypadkéw raka tarczycy, w zaleznosci od badanej populacji (Handkiewicz-Junak et al. 2010).
Nowotwoér ten byt przedmiotem wielu badan naukowych ze wzgledu na jego znaczne cytologiczne,
patomorfologiczne i biologiczne podobienstwo do tagodnego gruczolaka pecherzykowego tarczycy
(FA). W praktyce, niski stopien réznic pomiedzy tymi nowotworami zmusza klinicystéw do operacji
tarczycy u kazdego pacjenta z guzem pecherzykowym, niezaleznie czy jest on fagodny czy ztosliwy.
Praktyka ta prowadzi do co najmniej 50% niepotrzebnych operacji tarczycy. Obecnie, problem
rozréznienia guzow pecherzykowych tarczycy stat sie pierwszym z trzech najwazniejszych celéw
Europejskiego Stowarzyszenia Tarczycy (Zjazd European Thyroid Association w Pizie, Wiochy 2012).

W zwigzku ze stosunkowo rzadkim wystepowaniem omawianej choroby oraz ograniczonym
dostepem do materiatu klinicznego guzéw pecherzykowych tarczycy konieczna jest miedzynarodowa
wspotpraca majgca na celu rozwigzanie problemu. Jedynie wspdlne badania wielu osrodkéw
pozwalajg na uzyskanie statystycznie znamiennych grup préobek do badan genetycznych.

Obecnie pojawita sie tendencja do poszukiwan réznic pomiedzy FTC i FA opartych o biopsje
cienkoigtowa tarczycy (FNAC), wykonywang przedoperacyjnie (Ferraz et al. 2011). Alternatywne
badania wykonywane sg na podstawie materiatu pochodzgcego z operacji, zarébwno w materiale
mrozonym jak i umieszczanym w blokach parafinowych (FFPE) (Borup et al. 2010; Ferraz et al. 2012).
Opradcz réznych metod pozyskiwania materiatu klinicznego, znane sg takze rézne metody klasyfikacji
nowotworéw, w zaleznosci od regionu swiata.

Na chwile obecng spotecznosé¢ miedzynarodowa wigze duze nadzieje z zastosowaniem badan
genetycznych najnowszej generacji w celu poprawy doktadnosci klasyfikacji omawianych
nowotworéw (Rossing 2013). Ograniczona obecnie mozliwos¢ diagnostyki moze zostac zastgpiona
medycyng personalizowang, utatwiajacg zastosowanie odpowiednich srodkéw zaradczych dla
podtypu choroby. Bedzie to jednak mozliwe jedynie dzieki pracy s$rodowisk medycznych,
biologicznych i informatycznych, tworzacych konsorcjum badawcze dziatajgce nad wspdlnym
projektem.

Szczegdlne perspektywy dla poprawy diagnostyki dajg badania nad krétkimi sekwencjami
nukleotydowymi (miRNA). Badanie poziomu ekspresji tych stabilnych (nie ulegajacych degradacji
niezaleznie od metody pobrania materiatu) sekwencji o sredniej dtugosci 22 zasad (Bartel 2004) daje
mozliwosci rozréznienia rakow pecherzykowych i gruczolakéw pecherzykowych tarczycy (Rossing
2013; Reddi et al. 2011; Lassalle et al. 2011; Nikiforova et al. 2008; Dettmer et al. 2013; Shen et al.
2012). Niestety, wyniki prac naukowych w tym temacie nie sg zgodne (Stokowy et al., praca
zgtoszona do czasopisma Journal of the Clinical Endocrinology and Metabolism). Moze to wynikaé z



faktu, ze liczba prébek pecherzykowych guzéw tarczycy w tych badaniach byta stosunkowo niska
(maksimum 38 (Dettmer et al. 2013)) oraz z obserwacji, ze liczba réznicujgcych miRNA jest
stosunkowo niska (szacunkowo 10-20) w stosunku do liczby wszystkich znanych ludzkich miRNA
(obecnie ponad 2000 (Kozomara and Griffiths-Jones 2011; Griffiths-Jones et al. 2008)).
Podsumowujac, konieczna jest wyzsza moc statystyczna badan, oparta o wiekszg liczbe prébek i czutg
metode detekcji ekspresji miRNA aby w racjonalny sposdb wskazaé¢ a nastepnie potwierdzi¢ na
niezaleznym zbiorze danych markery ztosliwosci nowotwordw pecherzykowych tarczycy.

Dzieki wspotpracy Politechniki Slgskiej w Gliwicach, Instytutu Onkologii Oddziat w Gliwicach
oraz Uniwersytetu w Lipsku (Niemcy) udato sie zebra¢ znaczne ilosci prébek do badan genetycznych
(N > 200), pozyska¢ wczesniej opublikowane zbiory préobek danych z réinych guzéw tarczycy (N >
400) oraz zaplanowaé, przeprowadzi¢ i przeanalizowaé¢ 50 prébek FTC i FA metods gtebokiego
sekwencjonowania (sekwencjonowania nowej generacji - HTS). Szczegdty dotyczace materiatu i
platform badania ekspresji miRNA ujete zostaty w rozdziale ,Metodologia badawcza”.

Przeprowadzone badania genetyczne daty w wyniku olbrzymie ilosci informacji, ktérych
analiza jest przedmiotem rozprawy doktorskiej. Rolg badan informatycznych w projekcie jest
powtdrna analiza wczesniej opublikowanych danych a takze nowatorska, dedykowana analiza danych
uzyskanych z gtebokiego sekwencjonowania miRNA. Tego typu praca badawcza jest jedng z
pierwszych wykonanych w Polsce i pierwszg opartg o technologie sekwencjonowania
Illumina/Solexa. Technologia gtebokiego sekwencjonowania pozwala na precyzyjny odczyt sekwencji
z doktadnoscig wyziszg niz 99.9% dla pojedynczej zasady, nie osiggalny dla zadnej innej metody
laboratoryjnej. Tak doktadny wynik pozwala nie tylko na analize ekspresji samych miRNA, ale takze na
ocene ilosci poszczegdlnych izoform i wariantéw miRNA (nalezacych do tej samej rodziny).

Analiza danych profilu miRNA wymaga zastosowania narzedzi statystycznych oraz algorytméw
sztucznej inteligencji w celu mozliwie precyzyjnej klasyfikacji badanych nowotworéw. Dodatkowym
aspektem w pracy jest fakt, ze gtdwnym celem jest precyzyjne wskazywanie nowotwordéw fagodnych
(FA) w celu unikniecia operacji, a nie jak w wiekszosci prac tego typu — wskazanie nowotworu
ztosliwego. Aby zrealizowac tak przedstawione zadanie konieczna jest maksymalizacja specyficznosci
klasyfikatora i jego negatywnej wartosci predykcyjnej (NPV) przy jednoczesnej minimalizacji liczby
wskazanych markeréow (aspekt praktyki klinicznej i mozliwosci wdrozenia). Ze wzgledu na ztozonosc i
brak dostepnego oprogramowania dedykowanego to podobnych analiz catos$¢ pracy opierana jest o
oprogramowanie samodzielnie zaimplementowane przez autora pracy w jezykach R/Bioconductor,
Perl i Unix Shell. Do wykonania analiz postuzyt klaster obliczeniowy ,,Ziemowit” zakupiony w ramach
projektu Slaska BIO-FARMA. Zastosowanie technik obliczer réwnolegtych pozwolito na wykonanie
projektu w terminie i wykonanie wielu symulacji, zaréwno ujetych jak i nie opisanych w rozprawie
doktorskiej.



2. Cele pracy

Gtéwnym celem pracy jest selekcja markeréw miRNA rdznicujacych pomiedzy rakiem

pecherzykowym tarczycy (FTC) i gruczolakiem pecherzykowym tarczycy (FA). Dodatkowo, konieczna

jest ocena wybranych markeréw pod katem mozliwosci klasyfikacji probek pochodzacych z biopsji

cienkoigtowych guzéw tarczycy.

Cel pracy zostat osiggniety w wyniku realizacji zadan czastkowych:

1.

Zweryfikowa¢ dotychczas opublikowane markery. Dane wielkoskalowe badajace
ekspresje miRNA dostepne w publicznych repozytoriach powinny by¢ przedmiotem
ponownej analizy oraz integracji z witasnym zbiorem danych 1z glebokiego
sekwencjonowania.

Wybraé¢ markery ztosliwosci nowotwordw tak, aby klasyfikowaty prébki pochodzace z
biopsji cienkoigtowych pecherzykowych guzéw tarczycy. Utworzony klasyfikator badz
lista markeréw ekspresyjnych miRNA powinna by¢é mozliwie stabilnym i specyficznym
narzedziem do rozrézniania ztoSliwego raka pecherzykowego tarczycy od tagodnych
gruczolakéw pecherzykowych tarczycy.

Zminimalizowac liczbe markeréw przy zatozeniu, zeby posiadata ona wystarczajaca
diagnostycznie specyficznos$¢ i negatywng wartos¢ predykcyjng (NPV) pozwalajacg na jej
kliniczne zastosowanie.

Oceni¢ wptyw izoform miRNA na dziatanie klasyfikatora na podstawie analizy danych
pochodzacych z gtebokiego sekwencjonowania.

Zadania 2, 3 i 4 zostaty zrealizowane poprzez zastosowanie samodzielnie zaprojektowanego i

zaimplementowanego oprogramowania, poniewaz dotychczas opublikowane podejscia

algorytmiczne nie byty stosowne dla problemu rozréznienia FTC i FA.



3. Metodologia badawcza

W eksperymentach opisanych w pracy przeprowadzono analize prébek pochodzacych z 8
osrodkéw badawczych z Polski, Niemiec, Turcji, Stanéw Zjednoczonych, Francji i Danii. Prébki zostaty
w wiekszosci uzyskane na zasadach wymiany naukowej materiatu lub wymiany wynikow
eksperymentalnych. Dokfadny opis probek wraz z technologiami analizy biologicznej i opisem

I"

histopatologicznym zostat zamieszczony w rozprawie doktorskiej w rozdziale ,,Material”. Opis ogdlny

z liczbami prébek i planem eksperymentu przedstawiono na schemacie (Rysunek 1).

Przygotowanie metodologii badawczej:
-20 prébek FTCi FA materiatu mrozonego z Polski i Niemiec przeanalizowanego
gtebokim sekwencjonowaniem
-Trzy rozne, niezalezne Sciezki analizy
- potwierdzenie wynikow metodg gPCR
- Manuskrypt ,,Analysis options for high-throughput sequencing in miRNA expression
profiling” zgtoszony do czasopisma PLOS Computational Biology (Stokowy et al.)

Y

Meta-analiza wczesniej opublikowanych danych:
- 404 proébki rakow i guzkow tarczycy tarczycy z 8 osrodkéw badawczych za pomocyg
roznych technologii mikromacierzowych
- Prosta, ujednolicona dla wszystkich mikromacierzy sciezka analizy
- krzyzowe potwierdzenie wynikow pomiedzy réznymi platformami
- Manuskrypt ,,miRNAs with the potential to distinguish follicular thyroid carcinomas
from benign follicular thyroid tumors — results of a meta analysis” zgtoszony do
czasopisma Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism (Stokowy et al.)

A 4

Gtowny eksperyment:
- 50 prébek raka pecherzykowego tarczycy i gruczolaka pecherzykowego tarczycy z
Polski, Niemiec i Turcji
- Analiza oparta o przygotowang metodologie badawczg
- Planowana walidacja w zbiorze prébek pochodzgcych z biopsji cienkoigtowych
(N>100)
- udana walidacja w zbiorze 78 niezaleznych prébek umieszczonych w blokach
parafinowych
- Manuskrypt w przygotowaniu

Rysunek 1. Ogdlne zestawienie metodologii badawczej i plan eksperymentu.



Gtéwng czescig projektu byta analiza probek z gtebokiego sekwencjonowania miRNA.
Zastosowane sekwencjonowanie lllumina/Solexa, zwane tez sekwencjonowanie drugiej generacji jest
obecnie najczesciej stosowang wielkoskalowg metodg badania sekwencji nukleotydowych. Pozwala
na pomiar ilosciowy i jako$ciowy przy wysokiej precyzji odczytu, przekraczajacej 99,9% dla
pojedynczej zasady.

Gtebokie sekwencjonowanie lllumina polega na odczycie miliondw krétkich sekwencji
(zazwyczaj o dtugosciach 36, 50, 72 lub 101 zasad, w zaleznosci od eksperymentu) i zdeponowaniu
ich na serwerze akwizycyjnym. Eksperyment biologiczny przebiega w oparciu o przygotowanie
biblioteki sekwencji dla prébek, namnozenie klastrow na ptytce i ich odczyt w oparciu o system
wizyjny z systemem laserow. Catosé eksperymentéw wykonywana byta zgodnie z zaleceniami
producenta. Szczegétowe informacje dotyczagce metodologii sekwencjonowania mozna znalezé w
formie dokumentdéw w serwisie www.illumina.com, oraz w formie filméw instruktazowych w serwisie
www.youtube.com pod hastem , lllumina sequencing”.

W eksperymencie réznicowania FTC i FA analizowano sekwencje miRNA o s$redniej dtugosci
22 nukleotydéw za pomocg 50 cykli sekwencjonowania (odczytu 50 zasad). W celu uzupetnienia
sekwencji miRNA biologicznie przytgczane byty adaptery, ktére nastepnie w pierwszym etapie analizy
byty obcinane przy wykorzystaniu oprogramowania cutadapt (Martin 2011). Po obcieciu adapteréw
przeprowadzono kontrole jakosci odczytéw za pomocg FastQC (Simon Andrews, Babraham
Bioinformatics Institute, http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/,
oprogramowanie nie opublikowane). Pozytywne wyniki kontroli jakosci pozwolity przejs¢ do etapu
normalizacji Reads Per Milion (RPM)(Motameny et al. 2010), ktéry podobnie jak w przypadku
normalizacji danych mikromacierzowych ma na celu umozliwienie wiarygodnego poréwnywania
ekspresji pomiedzy prébkami. W dalszym etapie dane transformowano funkcjg logarytmu o
podstawie 2 aby zredukowaé efekt skosnosci rozktadu ekspresji (podobnie jak w standardach analiz
danych mikromacierzowych). Szczegdtowy opis algorytmdéw i narzedzi przetwarzania wstepnego
przedstawiono w rozprawie doktorskiej.

Dalszy etap analizy, majacy na celu wskazanie markerdw miRNA zostat oparty o samodzielnie
zaimplementowane oprogramowanie. Wykorzystano w niej metody analizy nienadzorowanej, takie
jak analiza gtéwnych sktadowych (PCA), klasteryzacja hierarchiczna, czy metoda nienadzorowane;j
analizy Random Forests (Shi et al. 2005). W analizie nadzorowanej wykorzystane zostaty metody
statystycznego testowania — test t Studenta z poprawka na krotnos¢ powtorzen (False Discovery Rate
— FDR) oraz ocena krotnosci zmian oparta o mediany (w celu minimalizacji wptywu prébek
odstajgcych na otrzymany wynik).

W ramach analizy nadzorowanej wykorzystano takie szereg algorytmdéw sztucznej
inteligencji, takich jak drzewa decyzyjne i metoda nadzorowana Random Forests (Breiman 2001).
Zaproponowano takze wtasny klasyfikator, przygotowany w oparciu o algorytm drzew decyzyjnych.
Charakter klasyfikatora jest dedykowany do separacji guzéw tagodnych przy wykorzystaniu jak
najmniejszej liczby cech (sekwencji miRNA). Koncepcja klasyfikatora oparta zostata o wiedze
ekspercka, wykorzystujgcg powszechnie znane w srodowisku medycznym fakty:

o wiekszo$¢ rakdw pecherzykowych tarczycy ma ekspresje wiekszosci miRNA zdecydowanie
nizszg niz gruczolakach pecherzykowych tarczycy



e w populacji ludzkiej gruczolak pecherzykowy tarczycy jest diagnozowany czesciej niz rak
pecherzykowy tarczycy

e metoda walidacyjna (qPCR) nie sprawdza sie dla sekwencji miRNA o niskiej ekspresji (na
przyktad znaczgco obnizonej na skutek procesu nowotworowego)

Koncepcje zaproponowanego klasyfikatora przedstawiono na schemacie (Rysunek 2). Nalezy
podkresli¢, ze konstrukcja klasyfikatora nie zostata oparta lub dopasowana do zbioru danych. Na
kazdym kroku analizy separowano etapy uczenia i testowania aby unikng¢ wyciekania informacji
(tzw. information leakage). Podobnie w iteracyjnych procedurach testowania jakosci klasyfikatora
statystyczna selekcja markerdéw przebiegata w kazdej iteracji uczenia niezaleznie.

Wszystkie probki

Marker miRNA

Prébki niepewne Pewne gruczolaki

Rysunek 2. Schemat zaproponowanego klasyfikatora

Do realizacji celéw pracy oraz watkdow pobocznych opisanych w pracy zaimplementowano
trzy pakiety oprogramowania. Pierwszy Sequence counter.pl stuzy do obliczeniowo efektywnego
zliczania poszczegdlnych sekwencji (izoform miRNA) w surowych danych z eksperymentéw. Drugi
pakiet — Seed sequencing.R stuzy do normalizacji danych i uwzglednienia regionu wigzania miRNA
(lub inaczej — jadra wigzania zwanego z jezyka angielskiego seed) bedgcego najwazniejszg czescia
sekwencji, wigzaca sie do transkryptow gendow i wptywajgca na ich regulacje. Trzecim samodzielnie
zaimplementowanym narzedziem jest Family_members_generator.R wskazujgcy izoformy mogace
potencjalnie wptywa¢ na wyniki walidacji qPCR ze wzgledu na podobieAstwo do sekwencji
docelowych. Wszystkie pakiety sg szczegdétowo opisane w rozprawie doktorskiej i dostepne do
pobrania z internetu. Praca opisujgca ich dziatanie zostata zgtoszona do czasopisma PLOS
Computational Biology.



4. Wyniki

Celem pracy jest selekcja markeréw réznicujgcych dla nowotwordw pecherzykowych
tarczycy, dlatego sekcja wynikéw zawiera metody zaprojektowane przez autora rozprawy. Aspekty
biologiczne i medyczne wynikéw sg przedstawione réwnolegle z walidacjg eksperymentalng na
niezaleznym zbiorze prébek.

Wyniki analizy zostaty oparte o 4,7 + 1,5 miliona surowych sekwencji na prébke (podane w
formie $rednia * odchylenie standardowe) pozyskanych z sekwencjonowania lllumina. W sumie,
wykryto 48939 réznych sekwencji (gtéwnie izoform miRNA) obecnych w co najmniej potowie z 50
badanych prébek. Sekwencje odpowiadaty 450 + 70 wykrytym (na probke) w tkance tarczycy miRNA,
wskazanym wsrdod wszystkich 2042 zdeponowanych w bazie miRBase v19 (Kozomara and Griffiths-
Jones 2011; Griffiths-Jones et al. 2008).

Nienadzorowana analiza sekwencji potwierdzita istnienie problemu histopatologicznego w
danych profilu miRNA (brak separowalnosci liniowej prébek, Rysunek 3 i Rysunek 4). W analizie PCA
zauwazono klaster gruczolakéw pecherzykowych, widoczny po lewej stronie wykresu (Rysunek 3).
Wynik potwierdzita analiza metoda klasteryzacji hierarchicznej (Rysunek 4) oraz metoda
nienadzorowanych laséw losowych (wynik przedstawiony w rozprawie doktorskiej).

Wyniki powtdrnej analizy dotychczas opublikowanych prac naukowych i danych w nich
zawartych wspierajg rezultaty gtebokiego sekwencjonowania. Mozna z nich wnioskowac¢ ze liczba
miRNA réznicujgcych pomiedzy FTC i FA jest stosunkowo niska (10-20), a globalne réznice pomiedzy
badanymi klasami prébek nie sg wyrazne (Stokowy et al., manuskrypt zgtoszony do czasopisma
Journal of the Clinical Endocrinology and Metabolism).

W oparciu o zbiér 50 probek wybrano 12 sekwencji miRNA rdznicujgcych pomiedzy FTC i FA
(kryteria wyboru szczegétowo przedstawione w rozprawie doktorskiej). Stopien zmian ekspresji
pomiedzy klasami prébek przedstawiony zostat na wykresach pudetkowych, wskazujacych mediane
(linia), pierwszy i trzeci kwartyl (pudetko), wartos¢ srednig w klasie (czarny kwadrat), 1.5 przedziatu
pomiedzy kwartylami (wasy) oraz ekspresje miRNA w préobkach (punkty)(Rysunek 5).



1st and 2nd Principal Component: FTC-FA analysis
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Rysunek 3. Wynik nienadzorowanej analizy gtéwnych sktadowych wykonanej na catym zbiorze miRNA.

FTC-FA dendrogram, Ward clustering method
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Rysunek 4. Wynik klasteryzacji hierarchicznej na catym zbiorze danych pochodzacych z gtebokiego sekwencjonowania.
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Rysunek 5. Réznice w profilu ekspresji dla 12 wybranych miRNA réznicujgcych FTCi FA



Wsrdd 12 wybranych markeréw szczegdlng uwage zwrdéci¢ nalezy na hsa-miR-151a-5p oraz
hsa-miR-139-5p. Te dwa miRNA pozwolity na stosunkowo precyzyjng klasyfikacje guzéw
pecherzykowych tarczycy na podstawie danych z glebokiego sekwencjonowania (Rysunek 6,
szczegoty w rozprawie doktorskiej).

im

miR139
6
1

FTC . Uncertain FA

rrew

miR151

Rysunek 6. Rozréznienie FTC i FA za pomoca ekspresji hsa-miR-151a-5p i hsa-miR-139-5p.

Nalezy dodatkowo podkresli¢ fakt, ze zaprojektowany klasyfikator (rozdziat ,,Metodologia
badawcza”) pomimo niezaleznego wyboru cech w petlach walidacji krzyzowej wykorzystywat
najczesciej wiasnie te dwie cechy. Liczba cech nie byta narzucana z gory, jednak w kazdej iteracji 2
miRNA wystarczyty aby w procesie uczenia rozdzieli¢ prébki na klasy FTC i FA. Ocena klasyfikatora w
walidacji krzyzowe] leave-one-out dafta wynik dokfadnosci 0.82, specyficznosci 0.94 i negatywnej
wartosci predykcyjnej réwnej 0.67.

Walidacja trzech miRNA: hsa-miR-151a-5p, hsa-miR-139-5p oraz hsa-miR-7-5p pozwolita na
potwierdzenie dwéch markeréw (hsa-miR-139-5p i hsa-miR-7-5p) w niezaleznym zbiorze 78 prébek
(Rysunek 7). hsa-miR-151a-5p nie zostat potwierdzony ze wzgledu na wplyw izoform, ktére
potencjalnie mogty zaburzyé proces walidacji gPCR. W zwigzku z laboratoryjnym potwierdzeniem
istnienia izoform negatywnie wptywajacych na badanie profilu hsa-miR-151a-5p metoda gPCR dalsze
badania nad tym zjawiskiem beda prowadzone w przysztosci.
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Rysunek 7. Wyniki walidacji qPCR dla trzech markeréw miRNA w zbiorze niezaleznych 78 prébek



5. Wnioski

Cele pracy zostaty wykonane poprzez zbidér zintegrowanych bioinformatycznych,

biologicznych i medycznych eksperymentéw. Nastepujgca lista wnioskdw jest wynikiem pracy

wykonanej przez autora rozprawy:

1.

Zbiér 12 markeréw zostat zaproponowany do walidacji na niezaleznym zbiorze préobek w
oparciu o analize danych z gtebokiego sekwencjonowania miRNA (HTS). Liczba markeréw jest
wystarczajgco niska aby umozliwi¢ walidacje na prébkach biopsji cienkoigtowej tarczycy i
wprowadzi¢ wyniki do praktyki klinicznej.

hsa-miR-151a-5p i hsa-miR-139-5p s3g najistotniejszymi markerami ztosliwosci guzéw
pecherzykowych tarczycy na podstawie danych pochodzacych z gtebokiego
sekwencjonowania. Wspdlnie z hsa-miR-7-5p i hsa-miR-486-5p (pozytywnie walidowanymi
we wczesniej opublikowanych danych) tworzg liste miRNA znamiennie obnizonych w utkaniu
raka pecherzykowego tarczycy.

Wskazane markery sg stabilnymi sekwencjami nukleotyddw, ktére mozna potwierdzi¢ w
innych zbiorach, niezaleznie od typu materiatu biologicznego.

hsa-miR-151a-5p jest celem dalszych badan i ponownej oceny technika reakcji tancuchowej
polimerazy w czasie rzeczywistym (gPCR), poniewaz profil tego miRNA wymaga walidacji
specyficznej dla poszczegdlnych izoform.

Gtebokie sekwencjonowanie wprowadza wyzszg precyzje do wszystkich eksperymentow
RNA. taczy w sobie zalety klasycznego sekwencjonowania Sangera, metody gPCR i
mikromacierzy ekspresyjnych w jednym eksperymencie. W niektérych przypadkach
technologia HTS jest bardziej specyficzna dla poszczegélnych izoform niz metoda qPCR.

FTC i FA nie s3 jednorodnymi grupami nowotwordéw. Dalsze badania nad prébkami o
niepewnej klasyfikacji guza, podtypem oksyfilnym raka tarczycy lub tagodnymi guzkami
tarczycy sg konieczne dla petnego zrozumienia molekularnego profilu i zréznicowania guzéw
tarczycy.

Wyniki i wnioski pracy prowadzg do optymistycznych oczekiwan, ze zaproponowane markery

miRNA poprawig mozliwosci diagnostyczne i zostang wprowadzone w praktyce klinicznej. Praca

doktorska przygotowana zostata w jezyku angielskim aby przedstawié¢ wyniki wykonanej pracy

spotecznosci wspdtpracujgcych naukowcdw z réznych krajéw.
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