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Opinia o pracy doktorskiej p.t. ,,Zastosowanie metod
cytogenetyki i algorytmow do kalkulacji dawki w
przewidywaniu efektywnosci radioterapii” Pani mgr Kamili
Rawoj¢

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska Pani mgr Kamili Rawojé¢
zostata przygotowana pod kierunkiem promotora - Pani dr hab. n. med.
Anny Sowy-Staszczak oraz promotora pomocniczego - Pani dr Justyny
Miszczyk. Zgodnie z odpowiednimi przepisami, zostata ona przygotowana
w postaci cyklu powigzanych ze sobg tematycznie artykutdow, ktére
poprzedzone sa krotkim autoreferatem obejmujacym: liste publikacji
wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, listy pozostatych publikacji
stanowigcych dorobek naukowy oraz doniesien konferencyjnych,
streszczenie artykutdw wchodzacych w sktad rozprawy oraz same
artykuty, spis literatury pomocniczej oraz oswiadczenia wspotautoréw.

Zaczng od kwestii formalnych zwiazanych z recenzowang praca.
Wszystkie trzy publikacje wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej Mgr
Kamili Rawoj¢ opublikowane zostaly w czasopismach z listy JCR o
srednim wspotczynniku przebicia, a mianowicie: Nukleonika (IF: 0.585),
International Journal of Radiation Biology (IF: 2.266) oraz Acta Physica
Polonica A (IF: 0.857). Doktorantka jest pierwszym i korespondencyjnym
autorem w dwoch pierwszych pracach cyklu, w trzeciej jest drugim
autorem. Wspétautorem jednej pracy jest Promotor rozprawy, a dwoch -
Promotor pomocniczy. Wszystkie trzy prace sg pracami wieloautorskimi.
Dotaczono do nich os$wiadczenia wszystkich wspétautoréw, wedtug
ktorych samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia cze$¢ kazdej z nich
stanowi indywidualny wktad Mgr Kamili Rawoj¢ w opracowanie koncepcji
badan, wykonanie eksperymentéw oraz opracowanie i interpretacje
wynikow badan. Jednocze$nie wszyscy wspotautorzy wyrazili zgode na
przedtozenie artykutow jako czesci Jej rozprawy doktorskiej.
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Celem prowadzonych w ramach doktoratu Pani mgr Rawojé¢ badan byta
ocena uzytecznosci wybranych metod cytogenetyki i algorytméw
matematycznych obliczania dawki dla potrzeb lepszego przewidywania
skutecznosci radioterapii u konkretnego pacjenta, co wptynaé moze
znaczgaco na optymalizacje i indywidualizacje procesu terapeutycznego.
Badania Doktorantka prowadzita na limfocytach krwi obwodowej
cztowieka, ex vivo, a dobor takiego wtasnie modelu komdrkowego bardzo
dobrze wuzasadnita w autoreferacie. Sposérod dostepnych metod
cytogenetycznych wybrata dwie - test mikrojadrowy oraz test
przedwczesnej kondensacji chromatyny, obie uznane miedzynarodowo
jako skuteczne metody oceny skutkéw dziatania promieniowania
jonizujacego na komorki oraz dawki pochfonietej w biologicznej
dozymetrii retrospektywnej. Pierwsza metoda, skuteczna dla dawek
nizszych niz 4 Gy, polega na ocenie liczby mikrojader w komérkach
dwujadrzastych powstajacych na skutek dziatania blokujacej podziat
cytoplazmy, cytochalazyny B. Druga, polega na zliczaniu aberracji
chromosomowych -  fragmentow acentrycznych, chromosomodw
pierscieniowych w komorkach, przy uwzglednieniu fazy cyklu, w jakiej sie
znajdujy. Uzytecznos¢ obu metod cytogenetycznych weryfikowano
zarowno dla potrzeb dozymetrii biologicznej promieniowania fotonowego,
jak i protonowego.

W pierwszej pracy wchodzacej w skfad doktoratu Pani Kamili Rawoj¢,
podjeto prébe oceny wptywu liczby zliczanych komérek dwujadrzastych
na skutecznos¢ testu mikrojagdrowego w szacowaniu dawek od 60 MeV
promieniowania protonowego oraz 250 keV promieniowania X dla
zakresu dawek od 0,3 do 4 Gy. Uzyskane zaleznosci czestosci
wystgpowania mikrojader w komoérkach dwujadrzastych pozwolity
wyznaczy¢ krzywe dawka-skutek dla obu rodzajéw promieniowania. W
przypadku promieniowania fotonowego punkty eksperymentalne
dopasowano wielomianem drugiego stopnia i nie zaobserwowano wplywu
liczby analizowanych komoérek na ksztatt dopasowanej krzywej. Dla
protonow lepszy okazat sie wielomian trzeciego stopnia, a ksztatt krzywej
dawka-skutek wykazywatl zaleznos¢ od liczby badanych komoérek
dwujadrzastych. Mimo, iz ww. praca przeszta pozytywnie proces
ewaluacji w czasopismie, pozwole sobie jako recenzent zwréci¢ uwage na
pewne mankamenty i niescistosci, jakie pojawiajg sie w publikacji, a
mogq wptywac na wnioski zamieszczone zardwno w samej publikacji, jak
i autoreferacie.



Uwaga 1:

Na rysunkach 1 i 2 zamieszczono zaleznosci czestosci wystepowania
mikrojgder w funkcji dawki zaabsorbowanej uzyskane jako wartosci
srednie z pomiaréw przeprowadzonych przez 3-ch badaczy, a jako
niepewnos¢ czestosci zastosowano odchylenie standardowe $redniej. W
przypadku trzech pomiaréw srednia nie jest dobra miarg wartosci
oczekiwanej, a odchylenie standardowe dobrg miarg rozrzutu wynikow.
Jesli nawet uzyskane wyniki podlegajg rozkladowi normalnemu (a tego
nie wiemy), to do wyznaczenia niepewnosci tak matej proby nalezatoby
zastosowaC przynajmniej rozszerzenie o odpowiednio dobrany
wspotczynnik wynikajacy z testu t-Studenta. To jest uwaga raczej
techniczna bardziej kluczowe jest nazywanie niepewnosci na wykresie
btedem pomiarowym. Z pracy wynika, ze jest to raczej rozrzut wynikéw
uzyskanych przez niezaleznych badaczy.

Uwaga 2:

Zamieszczone w tabelach 1 i 2 tej pracy, ale rowniez w dwdch kolejnych
pracach z cyklu, wyniki pomiardw i niepewnosci wyznaczonych
parametrow prezentowane sg niezgodnie z ogélnie przyjetymi normami,
ze zbyt duza doktadnoscig.

Uwaga 3:

Aby porowna¢ wyniki testu mikrojadrowego dla réinej liczby
analizowanych  komoérek dwujadrzastych zastosowano w pracy
wspotczynniki - korelacji Pearsona. Bliska jednosci wartoéé tego
wspotczynnika oznacza wysoka korelacje uzyskanych wynikéw, ale nie
odpowiada na pytanie, czy liczba zliczanych mikrojader zalezy od liczby
analizowanych komérek dwujadrzastych. Podpowiadajac Doktorantce,
proponuje okreslic matematycznie zaleznos¢ czestosci mikrojader
zliczanych dla 1000 i 500 komorek.

Uwaga 4:

Zaskakujacy jest wynik zliczania mikrojader uzyskany przez jedynego
doswiadczonego badacza dla dawki 3 Gy od promieniowania
protonowego (rysunek 4). Skoro ten wynik tak bardzo odbiega od
pozostatych i silnie modyfikuje ostateczny ksztatt krzywej dawka-skutek
dla protonéw (rysunek 2), to czy nie rozsadne bytoby jego
zweryfikowanie przez dodatkowego niezaleznego czwartego badacza?

Uwaga 5:

Czy moc dawki od promieniowania fotonowego i protonéw moze mieé
wptyw na uzyskane wyniki, jesli tak to jaki?



W drugiej publikacji z cyklu, w podobnym schemacie eksperymentalnym,
oceniano wptyw liczby analizowanych komérek w fazie G2/M na
zaleznosci dawka-skutek otrzymane w oparciu o analize nadmiarowych
fragmentéw chromosoméw czyli metode przedwczesnej kondensacji
chromatyny. W tej pracy réwniez dokonano pordéwnania wynikéw
otrzymanych dla promieniowania fotonowego i protondw, ale tym razem
analizowano wptyw wysokich dawek - od 5 do 20 Gy. Bazujac na tescie
Fishera wykazano podobienstwo zaleznosci otrzymanych dla obu
rodzajow promieniowania. Dopasowanie danych doswiadczalnych
wielomianem drugiego stopnia pozwolito z dobrg doktadnosécia oszacowac
dawke pochtonieta dla nieznanych prébek. Co ciekawe zgodnosé
uzyskanych wynikow z rzeczywistaq dawka byta lepsza, gdy wzieto pod
uwage 75 a nie 150 komorek w fazie G2/M. I tu zndéw rolg mojg jako
recenzenta jest zwrdcenie uwagi na pewne uchybienia, mimo iz druga
publikacja z cyklu réwniez pozytywnie przeszta proces recenziji.

Zmieszczone powyzej uwagi 1-3 tycza sie rowniez drugiej publikacji.
Uwaga 6:

Doktorantka zamiennie stosuje nazwy: ,przedwczesna kondensacja
chromatyny” i ,przedwczesna kondensacja chromosomdw”, ktéra nazwa
metody jest poprawna.

Uwaga 7:

Na czym doktadnie polegata normalizacja niepewnosci przeprowadzona
wg wzoru (1). Czy przypadkiem nie jest to prawo przenoszenia
niepewnosci? Jesli tak, to czy na pewno uprawnione jest tu jego
stosowanie?

Uwaga 8:

Zamieszczone na rysunku 3 dane sa trudne do interpretacji. Na rysunku
nie opisano osi wartosci funkcji. Takiego opisu nie znalaztam réwniez w
tekscie dotyczacym wykresu. Czy na osi pionowej znajduje sie
bezwzgledna liczba nadmiarowych fragmentéw chromosomoéw zliczonych
dla 150 lub 75 komérek w fazie G2/M? Na rysunku identycznym
symbolem oznaczono dane uzyskane dla protonéw przy zliczaniu
prowadzonym dla 75 i 150 komoédrek, co dodatkowo utrudnia
interpretacje rysunku.

Uwaga 9:

Nie do konca wiadomo jak interpretowaé, przedstawione w tabelach 1 i
2, wspotczynniki A, B i C. Nie podano w artykule postaci dopasowywanej
funkcji, czy jest taka sama jak w pierwszym artykule z cyklu?



Uwaga 10:

Zarowno liczba nadmiarowych fragmentéw chromosoméw, jak i jej
niepewnos¢ powinny byc¢ zaokraglone co najmniej do jednosci (w
zaleznosci od wartosci niepewnosci). Liczba nadmiarowych fragmentéw
chromosomow jest bowiem liczbg catkowitg, a utamek wynika jedynie z
usredniania wynikéw uzyskanych przez kilku badaczy.

Uwaga 11:

Nie jest dla mnie jasne jak uzyskano krzywe zaprezentowane na
rysunkach 4a i 4b. Jaki model tu zastosowano? Czy byt on wiasciwy,
skoro na pierwszy rzut oka wida¢, ze jakos¢ dopasowania w wielu
przypadkach jest bardzo staba?

W  trzeciej, ostatniej, publikacji poréwnano uzytecznos¢ dwoch
algorytméw obliczania dawki w systemie planowania leczenia, a
mianowicie standardowo stosowanego szybkiego algorytmu PBC (pencil
beam convolution) oraz jego rozszerzenia algorytmu AAA (analytical
anisotropic algoritm). Nalezy zaznaczy¢, Zze wykorzystujacy symulacje
Monte Carlo algorytm AAA stanowi rozszerzenie na 3 wymiary algorytmu
PBC. Dlatego tez nie dziwi uzyskana dla niego lepsza zgodno$é¢ dawki z
wartoscig wyznaczong eksperymentalnie. W mojej opinii jest to
najstabsza publikacja z cyklu, ktérej wyniki byty do$¢ tatwe do
przewidzenia z gory. W publikacji pojawiajg sie uchybienia podobne do
tych, ktore opisatam wczesniej, brak réwniez krytycznej dyskus;i
wynikow w kontekscie aktualnej literatury.

Podsumowanie:

Niezaleznie od przedstawionych  powyzej uwag  krytycznych,
przedstawione w ramach pracy wyniki wskazuja na duza wiedze
Doktorantki w zakresie realizowanego tematu, a takze predyspozycje do
pracy w interdyscyplinarnym zespole i dobre przygotowanie w zakresie
stosowanych metod eksperymentalnych. Nalezy podkresli¢, dodatkowo,
ze stanowigce doktorat artykuly stanowig jedynie niewielka czesé
dorobku Pani Rawoj¢, ktdéra jest osoba bardzo aktywna naukowo, co
potwierdza Jej uczestnictwo w licznych konferencjach krajowych i
zagranicznych. Co wiecej, uzyskane w ramach doktoratu rezultaty,
zwlaszcza optymalizacja protokotdéw testu mikrojadrowego oraz testu
przedwczesnej kondensacji chromosoméw, majace na celu maksymalne
skrocenie czasu trwania badan, moga wnies¢ wkiad w rozwdj dozymetrii
biologicznej prowadzonej z ich uzyciem, a tym samych dyscypliny
naukowej, jaka reprezentuje Pani mgr Rawoj¢. Dlatego, stwierdzam, ze
rozprawa spetnia zwyczajowe i formalne warunki stawiane rozprawom
doktorskim w ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
stopniach naukowych w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku z



pozZniejszymi zmianami. Tym samym wnioskuje do Rady Wydziatu
Lekarskiego Collegium Medicum UJ o dopuszczenie Pani mgr Kamili

Rawoj¢ do publicznej obrony pracy doktorskiej oraz dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.
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