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RYDYGIERA W BYDGOSZCZY POD KIERUNKIEM PROMOTOR DR HAB. BARBARY CIASTEK

1. Podstawa formalno-prawna opracowania recenzji

Przedmiotem recenzji jest dysertacja doktorska pani mgr Katarzyny Kwiatkowskiej zatytutowana
»,O0cena .przydatnoéci oznaczenia wybranych markeréw wydzielanych przez komorki srodbtonka
naczyniowego oraz tkanke tfuszczowa jako czynnikdw prognostycznych w grupie pacjentek z pierwotnym
rakiem piersi” wykonana pod kierunkiem dr hab. Barbary Ciastek. Podstawg formalng opracowania
recenzji jest pismo z dnia 11 lipca 2024 (nr LADL.5201.1655.2024) od Przewodniczacego Rady Dyscypliny
Nauki Medyczne prof. dr hab. Dariusza Grzanki, w sprawie powierzenia mi oceny rozprawy. Recenzja ma
na celu ustalenie, czy rozprawa spetnia wymogi okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku

Prawo o szkolnictwie wyzZszym i nauce (Dz. U. z 2021 poz. 478 ze zm.).

2. Formalna ocena pracy

Przedstawiona do oceny praca ma forme przewidziang w ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo
o szkolnictwie wyiszym i nauce art. 187 ust. 3., czyli stanowi (poprzedzony wstepem) ,zbior
opublikowanych i powigzanych tematycznie artykutéw naukowych”. W skiad przedstawionego do oceny
zbioru prac wchodzg trzy publikacje oryginalne. Do kazdej z prac dotgczono zestaw oswiadczen autoréw
publikacji, w ktdrych kazdy z nich przedstawit swoj wktad w powstanie pracy. Z oSwiadczen wynika, ze
udziat Doktorantki w przygotowaniu tych publikacji byt duzy i wynosit 40% dla publikacji 1, oraz po 75%
dla publikacjinr 2 i 3.

3. Ocena merytoryczna wstepu
Wstep do rozprawy jest obszerny i liczy 48 stron. Zawiera on podstawowe informacje na temf‘
patogenezy, epidemiologii diagnostyki oraz leczenia nowotworow piersi. W dalszych czesciach wstep‘u
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Nalezy podkresli¢, ze czytanie wstepu jest utatwione bardzo starannie przygotowanymi ilustracjami.
Sposéb przygotowania wstepu sugeruje, ze treécig rozprawy beda biologiczne aspekty interakcji miedzy
guzami piersi, a Srodbtonkiem naczyniowym, uktadem krzepniecia i tkankg ttuszczowa.

Wstep zostat przygotowany dosc starannie, nalezy jednak zwrocié uwage na kilka istotnych
btedéw. W ostatnim zdaniu na stronie 11 Autorka podaje, ze jedna na osiem obecnie zyjacych kobiet
rozwinie w ciggu swojego zycia ten typ nowotworu (nowotwdr piersi). Autorka powotuje sie w tym zdaniu
na publikacje nr 10 ze spisu pismiennictwa, opublikowang w 2022 roku, zatytutowang Breast Cancer
Statistics. Nastgpnie na stronie 12, Autorka pisze, ze ,zachorowania na raka piersi siegajg az 99% kobiet”,
co stoi w sprzecznosci ze zdaniem z poprzedniej strony. W tym miejscu Autorka powotuje sie na
publikacjg nr 14 ze spisu pismiennictwa, zatytutowana Breast Cancer-Epidemiology, Classification,
Pathogenesis and Treatment (Review of Literature). W publikacji tej w rozdziale Sex napisano “The vast
majority of cases of breast cancer, reaching 99%, occur in women”. Znaczenie tego zdania w cytowane;j
pracy jest odmienne od sposobu w jaki zinterpretowata je Autorka rozprawy doktorskiej.

Na stronie 28 w opisie leku Trastuzumab (Herceptin), Autorka btednie napisafa, ze lek ten
(przeciwciato) wigze sie z domeng kinazowg receptora (doktadnie napisano ,,domeng receptora kinazy
tyrozynowej”). Autorka powotuje sie w tym miejscu na publikacje 65, zatytutowana Chemotherapeutic
agents for the treatment of metastatic breast cancer: An update. Tymczasem w pracy tej, w opisie leku
napisano ,herceptyna wigze si zdomeng przybtonowa receptora kinazy tyrozynowej wystepujacg w HER
2" (,Herceptin binds to the juxtamembrane domain of the tyrosine kinase receptor found in HER 2”).
Domena przybtonowa jest na zewnatrz komorki, przez co jest dostepna dla przeciwciata. Natomiast
domena kinazowa jest wewnatrz komarki, przez co przeciwciato nie moze sie z nig zwigzac.

W tabeli 1 na stronie 19 niektére dane zostaty oznaczone gwiazdkami, nie wyjaéniono nigdzie co
te gwiazdki oznaczajg. Ponadto wstep nie jest wolny od bfedéw gramatycznych, ktérych szczegélne

nagromadzenie jest na stronie 36.

4. Ocena merytoryczna publikacji wchodzacych w sktad rozprawy

Na stronie 58 wstepu przedstawiono cel rozprawy. Byta nim ,ocena stezen markeréw
produkowanych przez komérki srédbtonka naczyniowego ... oraz tkanke ttuszczowsg ... w grupie pacjentek
z pierwotnym, jednostronnym rakiem piersi bez przerzutow odlegtych”. Wydaje sie, 7e w tym zdaniu
powinno sie raczej uzy¢ sformutowania ,pomiar stezeri”, a nie ,ocena stezen”. Dalej napisano, ze
~kolejnym celem pracy byto okredlenie zwigzkéw miedzy tymi parametrami a rodzajem zastosowanego
leczenia w przypadku markeréw poréwnywanych przed i po leczeniu. Ponadto, celem pracy byta rowniez

ocena przydatnosci tych parametrow w przewidywaniu wystepowania choroby i jej nawrotéw...”.



Na stronach 60-61 Autorka przedstawita swoj wktad w powstanie trzech publikacji, ktére sktadaja
sig na rozprawe. Z jej deklaracji wynika, ze jej udziat w pracy polegat w kazdym przypadku na
przeprowadzeniu analizy statystycznej, interpretacji wynikéw tej analizy, a nastepnie na zredagowaniu
tekstow publikacji. Z deklaracji tej wynika, ze w istocie jest to rozprawa doktorska ze statystyki, a nie jak
sugerowat wstep do rozprawy, z biologii nowotwordéw. Z oéwiadczeri pozostatych Autoréw publikacji
wynika, ze klasyfikacja i leczeniem pacjentek oraz wykonaniem pomiaréw zajmowaty sie inne osoby.
Osoby te swoj udziat w powstaniu prac ocenity jako bardzo skromny, wiec zdecydowana wiekszos¢

odpowiedzialnosci za tresc prac spada na Autorke rozprawy doktorskiej.

Publikacja 1

Publikacja 1 zostafa ogtoszona w 2020 roku w czasopismie Neoplasma. W tej pracy Autorka
rozprawy doktorskiej jest drugim autorem, podczas gdy pierwszym autorem jest Pani Promotor rozprawy
doktorskiej. Jak wynika z oswiadczenia, udziat Pani Promotor w powstaniu publikacji polegat na
sformutowaniu koncepcji badania i hipotezy badawczej oraz na koricowe] akceptacji manuskryptu.
Tymczasem Autorka rozprawy doktorskiej przeprowadzita przeglad piémiennictwa, analize statystyczna,
zinterpretowata wyniki, sformutowata wnioski z badan oraz brata udziat w redagowaniu manuskryptu.
Wydaje sig wigc, e za sposdb przeprowadzenia analizy statystycznej odpowiada Autorka rozprawy
doktorskiej.

Badanie opisane w publikacji polegalo na starannym wyselekcjonowaniu pacjentek
z nowotworami piersi na wczesnym etapie choroby, réwnie starannym wybraniu grupy kontrolnej,
wykonaniu petnej diagnostyki zwigzanej z oceng zaawansowania nowotwordw, oraz dodatkowo na
wykonaniu pomiaréw BMI, oraz oznaczeniu stezed tkankowego aktywatora plazminogenu (t-PA)
i inhibitora aktywacji plazminogenu typu 1 (PAI-1). Nastepnie pacjentki byty leczone zgodnie z aktualnymi
wytycznymi. Po operacji wynik leczenia obserwowano przez 28 do 40 miesiecy. Zgodnie z oéwiadczeniami
za catg tg czg$¢ badania odpowiadali dr n. med. Piotr Rhone oraz mgr Sylwia Bielawska.

Juz w streszczeniu publikacji napisano, ze celem pracy byta ocena przydatnosci czterech
parametrow do przewidywania dalszego postepu choroby. Te parametry to stezenia w surowicy krwi
obwodowej t-PA i PAI-1 oraz dwa wspdtczynniki t-PA/PAI-1 oraz PAI-1/t-PA. Powéd dla ktorego analizuje
sig oba te wspétczynniki, zamiast wybraé jeden z nich, jest zagadkowy, poniewaz (t-PA/PAI-1) réwne jest
(PAI-1/t-PA)™. Jezeli jeden z nich bytby przydatny prognostycznie, to drugi sita rzeczy tez musiatby taki
byc.

Poczgtkowo poréwnywane byty cztery wspomniane powyzej pa rametry miedzy grupami chorych
i zdrowych. Z tabeli 3 wynika, ze jeden z parametréw, stezenie PAI-1 w surowicy, byt istotnie wyzszy
u pacjentek niz u zdrowych, przy czym warto$¢ prawdopodobierstwa dotyczacego hipotezy zerowej dla

tego poréwnania (p) réwna jest 0,0494. W tabeli 3 pojawia sie wartoé¢ 33,91 ng/ml PAI-1. Jest to warto$¢



srodkowa (median) w grupie kobiet zdrowych. Ta sama warto$¢ wymieniona jest w publikacji jeszcze kilka
razy. W streszczeniu zamieszczono nastgpujace zdanie: ,stezenie PAI-1 ma najdoktadniejsza wartosé
prognostyczng z punktem odcigcia na poziomie 33,91 ng/ml, z 90% czutoécig i 36% swoistoscia, co
pozwala na rozroznienie pomiedzy grupg kontrolng i chorych na raka” (,the PAI-1 concentration
demonstrates the most accurate prognostic value with the cut-off point at 33.91 ng/ml, with 90%
sensitivity and 36% specificity, which discriminates between controls and cancer patients”). Na stronie
1150 napisano: “Korzystajgc z wartosci odciecia Indeksu Youdena, zidentyfikowalismy stezenie PAI-1
w osoczu wynoszace 33,91 ng/ml o czutosci 90% i swoistosci 36% jako najlepsza graniczng wartosc,
wedtug ktorej mozna rozroznic zdrowe osoby od chorych na raka piersi (rys. 1)” (,,Using the Youden index
cut-off value, we identified a plasma PAI-1 concentration of 33.91 ng/ml with a sensitivity of 90% and
a specificity of 36% as the best cut-off value to discriminate between healthy individuals from breast
cancer cases (Figure 1)"). W dyskusji ta warto$¢ pojawia sie w takim samym kontekscie, jak w streszczeniu
publikacji. Jest oczywiste, ze wartos¢ srodkowa zmierzona wsréd oséb zdrowych, nie powinna by¢
jednoczesnie wartoscig graniczng rozrézniajgcg osoby zdrowe od oséb chorych, poniewaz potowa
zdrowych os6b bedzie zakwalifikowana jako chore. Swoistos¢ takiego testu bedzie wynosi¢ 50%, nie za$
jak btednie stwierdzono w artykule 36%. Nie potrafig stwierdzi¢, gdzie zostat popetniony btad, jednak
btad ten jest powielany zaréwno w publikacji, jak i we wnioskach z rozprawy doktorskie;.

Nastepnie przeanalizowano rozktad badanych parametréw w grupie pacjentek w zaleznoéci od
wieku (<55 lat oraz 255lat), a wyniki przedstawiono w tabeli 4. Okazato sie, 7e pacjentki starsze maja
istotnie wyzszy poziom PAI-1 w surowicy, niz mtodsze. To odkrycie ma znaczenie jedynie informacyjne,
gdyz wiek pacjentek da sie tatwo okreéli¢ bez badania krwi. Przedstawiono tez rozktad badanych
parametréw w zaleznoéci od BMI pacjentek, mimo Ze rozktad ten okazat sie réwnomierny.

W kolejnym etapie te same parametry (stezenia w surowicy krwi obwodowej t-PA i PAI-1 oraz
dwa wspétczynniki t-PA/PAI-1 oraz PAI-1/t-PA) analizowano juz tylko u chorych, w zaleznoéci od
rozmaitych cech nowotworéw (tabela 6). Poréwnywano je w zaleznosci od (1) rozmiaru guza, (2) stopnia
zaawansowania choroby wg WHO, (3) strony ciata w ktdrej znajdowat sie guz, (4) stopnia zaawansowania
wg Elston-Ellis; (5) zajecia weztdéw chtonnych przez guz, (6) typu histologicznego, (7) typu molekularnego
oraz (8) poziomu wystgpowania antygenu Ki-67. Mamy tu 8 testéw wykonanych na tym samym doktadnie
zbiorze danych. W takiej sytuacji wystepuje w analizie statystycznej problem poréwnan wielokrotnych,
wobec czego nalezy zastosowac jakie$ narzedzie przeciwdziatajgce temu problemowi. Czesto stosowana
jest w takich przypadkach poprawka Bonferroniego, polegajgca na zmniejszeniu przyjetego a priori
poziomu istotnosci kazdego z powigzanych testow wprost proporcjonalnie do ich liczby. W tym
przypadku zamiast p<0,05, za istotny mozna uznac dopiero poziom p<0,00625. Taki poziom istotnosci
nie zostat osiggnigty w zadnym z poréwnan. Tymczasem Autorzy twierdzg, ze ,wyiszy potencjat

fibrynolityczny (t-PA/PAI-1, przyp. rec.) zaobserwowano w nowotworach w stopniu T2 i IIA+IIB, a wyzszy



profil antyfibrynolityczny (PAI-1/t-PA, przyp. rec.) w guzach w stopniu T1 i 1A+IB (odpowiednio p=0,0171,
p=0,0189)" (,higher fibrinolytic potential in T2 and lIA+lIB cancers was observed but a higher anti-
fibrinolytic profile in T1 and IA+/B tumors was noted (p=0.0171, p=0.0189, respectively)”). Jak mozna sie
spodziewat, skoro jeden z tych wspotczynnikow jest zdefiniowany jako odwrotno$¢ drugiego, gdy jeden
z nich jest istotnie wyzszy w danej grupie, to ten drugi jest istotnie nizszy, przy czym p oczywiscie jest
identyczne. Niestety, Autorzy nie zauwazyli te] prawidtowosci.

Warto zastanowic sie nad okresleniami, ktorych Autorzy artykutu uzyli dla opisu wspotczynnikow
t-PA/PAI-1 oraz PAI-1/t-PA. Wspotczynnik t-PA/PAI-1 zostat nazwany ,potencjatem fibrynolitycznym”,
podczas gdy PAI-1/t-PA ,profilem antyfibrynolitycznym”. Zgodnie z przyjeta w literaturze naukowe]
nomenklaturg symbolem ,t-PA/PAI-1" okresla sig kompleksy t-PA/PAI-1 (t-PA/PAI-1 complex, np.
https://doi.org/10.1161/01.STR.31.1.26). W zapisie tym ,/” nie jest zatem symbolem dzielenia.
Tworzenie przez biatka t-PA oraz PAI-1 kompleksow zmniejsza pulg wolnego i aktywnego t-PA
w organizmie. Poniewaz t-PA jest enzymem przeksztatcajagcym plazminogen do plazminy i w ten sposob
aktywujgcym fibrynolize, moina by sig zgodzi¢, ze stgzenie wolnego t-PA éwiadczy o ,potencjale
fibrynolitycznym”, a stgzenie komplekséw t-PA/PAI-1 o potencjale ,antyfibrynolitycznym” badanej
osoby. Natomiast podzielone przez siebie wartoéci stezen wolnych t-PA oraz PAI-1, tak czy na wspak, nie
éwiadcza o zadnym z tych potencjatow.

Nastepnie w pracy opisano jej najwazniejsza cze$é, czyli oceng wartosci prognostycznej badanych
czterech parametréw. Do tego celu postuzono sie krzywymi charakterystyki operacyjnej odbiornika
(receiver operating characteristic curves; ROC). Krzywe ROC s3 stosowane w celu okre$lania jakosci testu
przewidujacego przynalezno$¢ obiektu do jednej z dwdch klas, w zaleznosci od kolejnych wartosci
progowych (thresholds). Krzywe wykreséla sie w kwadracie o boka ch 1 w sposéb nastepujgcy: dla kazdej
wartoéci progowej na wykresie umieszcza sie punkt o wspotrzednych (x,y) gdzie y jest frakcjg wynikow
prawdziwie pozytywnych (czyli czutoécia testu), za$ x jest frakcja wynikow fatszywie pozytywnych
(1 minus swoisto$¢) przy tej wartosci progowej. Nastepnie oblicza sig pole pod wykreslong krzywg (area
under the curve; AUC). Dla testu idealnego AUC rowna sig 1, a dla testu, w ktorym zamiast
przeprowadzenia pomiaréw, wynik sig losuje AUC wynosi 0,5 (wykres dla testu losowego jest przekatng
kwadratu miedzy punktami 0,01 1,1). Kazdy test, dla ktérego AUC<0,5 jest gorszy niz losowe przydzielanie
do jednej z dwdch kategorii.

W publikacji 1 zamieszczono dwie krzywe ROC, na rysunkach 1i 2. Z opisu w tekscie na stronach
1150 i 1154 wynika, ze rysunek 1 przedstawia wykres przydatnosci badania czterech badanych
parametréow do oceny ¢miertelnodci choroby, tymczasem w legendzie rysunku napisano, ze ocenie
podlegata uzytecznos¢ testow do odrézniania zdrowych od chorych. Nie wiadomo, ktdre z tych
stwierdzen jest prawdziwe. Na rysunku 2 przedstawiono krzywe ROC dla oceny przydatnosci badanych

parametréw w przewidywaniu nawrotow choroby.



Autorzy pokazuja, ze o ile wyznaczanie parametru t-PA/PAI-1 dla oceny $miertelnoéci choroby
(lub odrézniania zdrowych od chorych) jest nieco lepsze od losowania, to wyznaczanie PAI-1/t-PA daje
juz wyniki gorsze niz losowanie. Z jakiego$ powodu dla oceny nawrotéw choroby jest odwrotnie.
Z konstrukcji ROC dla wspétczynnikéw t-PA/PAI-1 i PAI-1/t-PA oraz przyjetego przez Autoréw zatozenia,
Ze warto$ci wyzsze niz progowa oznaczaja zte rokowanie, a wartoéci nizsze niz progowa dobre rokowanie,
wynika ze krzywe musza by¢ symetryczne wzgledem $rodka kwadratu, a suma ich AUC bedzie zawsze
rowna 1. Poniewaz jak wykazano powyzej, odpowiednio zastosowane oba wspétczynniki powinny mie¢
identyczng moc predykcyjng, wyniki uzyskane przez Autordw sg rezultatem nieprzemyslanego
wprowadzenia danych do programu statystycznego. O ile mozna sie pomyli¢ podczas wprowadzania
danych do tabeli, to po uzyskaniu absurdalnego wyniku, powinno sie przeprowadzi¢ refleksje nad tym,
do czego ma stuzy¢ proponowany test. Niestety nic takiego nie nastgpito w przypadku tej pracy.

Kolejne rysunki przedstawiajg estymatory Kaplana-Meiera czasu wolnego od progresji choroby,
dla progéw 5 ng/ml t-PA (rysunek 3), 30 ng/ml PAI-1 (rysunek 4) oraz 7.5 wspdtczynnika PAI-1/t-PA
(rysunek 5). Na wykresach tych osie odcigtych opisano jako czas od randomizacji (Time of randomization),
czyli losowego przydzielania pacjentek do grup mimo, ze w opisanych badaniach nie wystepowata
w ogole randomizacja. Prawdopodobnie powinno by¢ tam napisane ,czas od diagnozy”, lub ,czas od
leczenia” w zaleznosci od tego jaki czas faktyczne byt brany pod uwage. Wykresy na rysunkach 3 oraz 5
sg identyczne, jest to mozliwe przy odpowiednio dobranych progach.

W dyskusji pracy Autorzy stwierdzaja, ze ,nasze badanie wskazuje, ze bazowe stezenia t-PA i PAI-
1, moga byc¢ stosowane jako wiasciwe, fatwe do zastosowania wskaZniki prognostyczne obok takich
parametréw nowotworu, jak $rednica guza, stopieri zaawansowania TNM, lub status weztéw chfonnych”.
(,our study indicates that the baseline concentration of t-PA and PAI-1 may be used as appropriate, easy-
applicable prognostic indicators next to tumor-related determinants such as tumor diameter, TNM

staging system, or nodal status”). Przedstawione wyniki nie upowazniajg do takiego stwierdzenia.

Publikacja 2

Publikacja 2 ukazata si¢ w roku 2022 w czasopi$mie Life. Na stronie 78 rozprawy, we
wprowadzeniu do tej publikacji, napisano e jej celem byfo zbadanie wartosci prognostycznej stezeri
adiponektyny oraz leptyny w surowicy krwi przed i po leczeniu pacjentek z nowotworami piersi.
W badaniu wzigto udziat 70 pacjentek ze zdiagnozowanym luminalnym rakiem piersi, na wczesnym etapie
rozwoju. Wszystkie pacjentki leczono chirurgiczne, a nastepnie radioterapia, brachyterapia,
chemioterapia, terapia hormonalng lub przeciwciatami. Przed terapig oraz po zakoriczone] terapii
oznaczano w surowicy krwi pacjentek stezenia leptyny i adiponektyny. Nastepnie (przez okres do 6 lat)
obserwowano, czy pacjentki pozostawaly zdrowe, czy tez wystapity nawroty choroby nowotworowej,

w tym metastazy lub Smierc.



W badaniu analizowano stezenia leptyny u pacjentek podzielonych na grupy pod wzgledem 16
parametrow (tabela 2). Mamy tutaj znowu do Czynienia z problemem poréwnan wielokrotnych, co
oznacza, ze w tym przypadku zamiast p<0,05, za istotny mozna uzna¢ dopiero poziom p<0,003125, czego
Autorzy nie wzieli pod uwage. Taki poziom istotnoéci zostat osiggniety dla niektdrych z przedstawionych
poréwnan. Z przedstawionych danych wynika, ze stezenie leptyny w surowicy krwi pacjentek byto
z reguly wyzsze po zakoriczeniu terapii, niz przed jej rozpoczeciem. Wyisze byio tes u pacjentek z BMI>25
niz u tych z BMI<25. To badanie nie ma jednak znaczenia prognostycznego, poniewaz zaréwno BMI, jak
i fakt przebycia terapii mozna ustali¢ w prosty sposéb, bez pomiaru stezenia leptyny.

W tabelach 3 oraz 4 przedstawiono stgzenia leptyny w grupach pacjentek podzielonych
w zaleznosci od terapii, ktorg przebyty. Rozktad stezeri leptyny w tych grupach byt réwnomierny. W tabeli
5 przedstawiono rozkiady stezen adiponektyny, z podziatem analogicznym do tabeli 2 oraz
z analogicznym btedem metodologicznym zwigzanym z poréwnaniami wielokrotnymi. Ta analiza
wykazata, ze najczesciej stezenia adiponektyny sg wyzsze przed terapig, niz po. Zastanawiajace jest, ze
o ile tabele ze stezeniami leptyny przedstawiajg wartosci $rodkowe (median), to tabela ze stezeniami
adiponektyny przedstawia wartoéci $rednie (mean). W opisie wynikéw, ani w opisie metod
statystycznych nie zostat wyjasniony taki wybér prezentacji danych. Na rysunkach 2 oraz 3 przedstawiono
tzw. heatmapy (heatmaps) korelacji migdzy stezeniami leptyny i adiponektyny, a parametrami wedtug
ktorych dzielono pacjentki na grupy wraz z wspotczynnikami korelacji rang Spearmana. 53 to podobne
wyniki do tych pokazanych w tabelach 2 i 5.

W rozdziale 3.5 zaczyna sie najistotniejsza czes$c¢ pracy, czyli analiza prognostycznej przydatnosci
badania stezen leptyny i adiponektyny. W pierwszym zdaniu napisano, ze na rysunku 4 krzywe ROC
zostaty wykreslone w celu oceny przydatnosci badania stezeri adipokin (leptyny i adiponektyny) przed
terapig do przewidywania catkowitego przezycia (overall survival; 0S) i czasu wolnego od progresji
choroby (progression free survival; PFS). Nalezato sie wiec spodziewa¢ czterech krzywych ROC (0S-
leptyna; OS-adiponektyna; PFS-leptyna; PFS-adiponektyna). Tymczasem na rysunku 4 przedstawiono
dwie krzywe. Legenda pod rysunkiem jest bardzo lakoniczna i nie pozwala stwierdzi¢ ktdra wartosé, 0S
czy PFS, prébowano przewidzieé badajac stezenia leptyny i adiponektyny. Dodatkowo w tym rozdziale
przedstawiono tabele 6. Z nagléwka tabeli wynika, ze powinny sie w niej znalez¢ wartosci stezen
mianowane w ng/ml. Tymczasem z pierwszej kolumny wynika, ze podane wartosci sg albo procentowe,
albo niemianowane, jedynie wartoé¢ odciecia powinna by¢ mianowana w ng/ml. Te warto$¢ wyznaczono
Za pomocy indeksu Youdena. Indeks Youdena to maksimum funkcji okreslonej réwnaniem
J=czufosc+swoistosc-1. Ponadto, w nagidwku napisano, ze stezenia leptyny i adiponektyny to
destymulanty, co oznacza cechy statystyczne ujemnie skorelowane ze zmienng objasniang. Wyglada na

to, ze Autorzy réwniez w tym miejscu opisali tabelg bez zrozumienia uzywanych sformutowar.



W rozdziale 3.6 przedstawiono estymatory Kaplana-Meiera dla odpowiednio OS i stezenia
leptyny (rysunek 5A), PFS i stezenia leptyny (5B) przy wartosci odcigcia 12,38 ng/ml; OS i stezenia leptyny
(rysunek 5C), PFS i stezenia leptyny (5D) przy wartoéci odcigcia 16,92 ng/ml; OS i stezenia adiponektyny
(rysunek 6A), PFS i stezenia adiponektyny (6B) przy wartoéci odcigcia 27,2 ng/ml; OS i steienia
adiponektyny (rysunek 6C), PFS i stezenia adiponektyny (6D) przy wartosci odciecia 28,49 ng/ml. Na
wykresach tych osie odcietych opisano jako czas od randomizacji (Time of randomization) mimo, ze
w opisanych badaniach nie wystepowata randomizacja. Wartoéci 12,38 ng/mloraz 27,2 ng/ml to wartosci
srodkowe (median) uzyskane z pomiaréw leptyny i adiponektyny przed terapia, natomiast wartoéci
odcigcia 16,92 ng/ml dla leptyny i 28,49 ng/ml adiponektyny ustalono za pomocg indeksu Youdena.
Zaden z analizowanych testéw nie okazat sie mie¢ wartosci predykcyjne;.

Rozdziaty 3.7 oraz 3.8 zawierajg analizy analogiczne do rozdziatéw 3.5 i 3.6, tyle Zze w odniesieniu
do stezen adipokin w surowicy krwi pacjentek po zakoriczeniu terapii. Wszystkie btedy z rozdziatéw 3.5
i 3.6 zostaty powtdrzone w rozdziatach 3.7 oraz 3.8. Natomiast w tych rozdziatach Autorzy podaja, ze
badanie stezenia leptyny po zakoriczeniu terapii, przy wartoéci progowej 23,66 ng/ml lub 26,88 ng/ml
moze stuzy¢ do przewidywania dalszego przebiegu choroby. Nie jest jednak jasne, po co Autorzy
zastosowali te dwa progi, skoro ich zastosowanie dzielifo pacjentki na dwie identyczne grupy. Autorzy
najwyrazniej nie zauwazyli, ze pary wykreséw 8A i 8C oraz 8B i 8D sg takie same.

Na koniec w rozdziale 3.9 zostaly przedstawione cztery modele regresji liniowej w ktérych
badano korelacje badanych stezen z czasem wolnym od choroby (disease free survival; DFS). Kazdy model
regresji liniowej to tak naprawde wykres funkcji, w ktorej zmienne modyfikowane s przez przyjete
wartosci parametréow. Autorzy stwierdzili, ze ,,Modele 1, 2 i 3 niezaleznie od skorygowanych parametrow
wykazaty, ze wyzsze stezenie leptyny po leczeniu korelowato z krétszym czasem wolnym od choroby
(p=0,0078; p=0,0031, p=0,0324, odpowiednio)” (“Model 1, 2 and 3 independently of adjusted factors
showed that the higher post-treatment leptin concentration was correlated with a shorter disease-free
survival (p=0.0078; p=0.0031, p=0.0324, respectively)”). Te wartoéci p s3 istotne nawet po skorygowaniu
ich poprawka Bonferroniego, gdyz s3 mniejsze niz 0.05/4 czyli 0.0125. Niestety funkcje dopasowujace
modele do otrzymanych danych nie zostaty pokazane w publikacji. Jezeli publikuje sie informacje, ze jakié
model moze stuzy¢ do oceny przebiegu choroby, to model ten musi by¢ ujawniony, aby inni badacze
mogli z niego skorzystac i go zweryfikowac.

Warto jeszcze wspomnie¢, ze we wprowadzeniu do publikacji 2 Autorka rozprawy doktorskiej
stwierdzita (pogrubionym drukiem), ze ,steienie leptyny wyisze niz 26,88 ng/ml zwieksza
prawdopodobieristwo nawrotu i $miertelnoéé chorobowg w tej grupie” (pacjentek z nowotworem
piersi). W zdaniu tym widaé¢ dosy¢ czeste niestety pomylenie korelacji ze zwigzkiem przyczynowo-
skutkowym. O ile taka pomytka moze by¢ irytujaca np. u dziennikarzy, to u naukowca postugujacego sie

statystykg jest powaznym btedem.



Publikacja 3

Publikacja 3 ukazafa sie w roku 2023 w czasopismie Biomedicines. We wstepie do publikaciji, na
stronie 106 rozprawy Autorka napisata, ze ,celem badania byla ocena wptywu markeréw
srodbtonkowych przed i po leczeniu [...] na LAR (oceniany réwniez przed i po leczeniu)”. Taka ocena
wptywu biatek produkowanych przez $rédbionek naczyniowy na inne biatka produkowane przez
organizm (LAR to stosunek stezen leptyny do adiponektyny) byfaby trudna do wykonania. Wymagataby
bardzo starannego losowego przydziatu pacjentek do grup eksperymentalnych, nastepnie u pacjentek
w poszczegolnych grupach blokowania produkcji lub uwalniania poszczegdinych biatek produkowanych
przez srodbtonek i po potwierdzeniu, Zze zablokowanie byto skuteczne, wykonania pomiaréw potrzebnych
do okreslenia LAR. Opublikowana praca nie zawierafa takich badan. Streszczenie pracy zawiera
stwierdzenie, ze ,Celem niniejszego badania byta ocena zwigzku markeréw $rédbtonka (tj. sP-selektyny,
sE-selektyny i czynnika von Willebranda) ze stosunkiem leptyny do adiponektyny (LAR)” (“The aim of the
present study was to assess the association of endothelial markers (i.e., sP-selectin, sE-selectin and von
Willebrand factor) with the leptin-to-adiponectin ratio (LAR)"). Ocena korelacji jest znacznie fatwiejsza do
wykonania i to wtasnie zostato opisane w publikacji 3. Niestety juz we wstepie publikacji, pomytka zostata
powtdrzona, pojawito sig tam bowiem zdanie ,zatem celem niniejszego badania byta ocena wpltywu
markeréw $rédbionkowych przed i po leczeniu (tj. sP-selektyna, sE-selektyna i VWF) na LAR (réwniez
oceniane przed i po leczeniu” (,thus, the aim of the present study was to assess the effect of endothelial
markers before and after treatment (i.e., sP-selectin, sE-selectin and vWF) on the LAR (also assessed
before and after treatment)”).

Grupe badang w tej pracy stanowifo 70 pacjentek z inwazyjnymi nowotworami piersi, we
wczesnym stadium choroby, z przerzutami najwyzej do weziéw chtonnych. U wszystkich pacjentek
przeprowadzono leczenie operacyjne, a u 68 zastosowano dodatkowe leczenie, zgodnie z aktualnymi
wytycznymi. U wszystkich pacjentek, przed i po zakofczonym leczeniu badano steienia leptyny,
adiponektyny, rozpuszczalnej P-selektyny (sP-selectin), rozpuszczalnej E-selektyny (sE-sefectin) oraz
czynnika von Willebranda (vWF). Dodatkowo wprowadzono wspétczynnik LAR (leptin-to-adiponectin
ratio), ktérego miarg byt stosunek stezenia leptyny do stezenia adiponektyny).

Tabele 2 w tej publikacji zatytutowano: ,,Charakterystyka leczenia pacjentek w odniesieniu do
LAR" (, Treatment characteristics of patients in respect of LAR”). Tytut ten sugeruje, ze pacjentki byty
leczone w zaleznosci od zmierzonego wspéfczynnika LAR. Jednak z zawartosci tabeli wynika, ze
pordwnywano wspdtczynniki LAR przed i po leczeniu, jednakie nie w grupie wszystkich pacjentek,
a u pacjentek podzielonych wedtug trzech réznych kryteriow. W legendzie napisano, ze ,uznano, ze
wartosci p<0,05 wskazujg na istotnos¢ statystyczng” (,p-values < 0.05 were considered to indicate
statistical significance”). Oznacza to, ze ponownie nie uwzgledniono problemu poréwnan wielokrotnych.

Tym razem na tym samym zestawie danych wykonano ich trzy, przez co za istotne statystycznie nalezy



uznac dopiero p<0,0167. Dla czterech poréwnan takie wartosci p zostaty uzyskane, tymczasem w tabeli
grubym drukiem wskazujacym na istotnos¢ statystyczng, zaznaczono siedem poréwnan, w tym takie dla
ktorego p=0,4652.

Tabele 3, 4 oraz 5 zawieratly analogiczne poréwnania, tyle ze byly w nich zamieszczone stezenia
sE-selektyny (tabela 3), sP-selektyny (tabela 4) oraz vVWF (tabela 5). Podobnie jak w tabeli 2 tytuty sg
mylgce i podobnie jak w tabeli 2 nie uwzgledniono problemu poréwnan wielokrotnych. Mozna wyciggnaé
z tych tabel generalny wniosek, ze po leczeniu wartosci LAR oraz stezenia sE-selektyny, sP-selektyny
i VWF rosng, w stosunku do pomiardw sprzed leczenia.

W rozdziatach 3.6, 3.7, 3.8 przedstawiono wyniki analiz, ktére o$miele sie nazwac ,,polowaniem
na korelacje”. Prébowano np. korelowac¢ stezenia kazdego ze zmierzonych biatek produkowanych przez
srodbtonek ze wspatczynnikami LAR (w podziale na trzy grupy) przed (tabela 6) lub po (tabela 7) leczeniu.
Zadne z tych poréwnar nie wykazato istnienia korelacji. Nie jest tez jasne, jakie miatoby by¢ ich
biologiczne znaczenie. Podobne wyniki przedstawiono za pomocg heatmapy na rysunku 2. Kolejna proba,
zostata przedstawiona w tabeli 8. Osiem mierzonych parametréw prébowano za pomocg modeli regresji
liniowej, modyfikowanych przez rézne zestawy parametréw takich jak wiek, BMI, liczba potomstwa, oraz
stan przed lub po menopauzie dopasowa¢ do wynikéw, jakimi byty czasy wolne od choroby (DFS). Mimo,
ze zaden model nie pasowat do uzyskanych wynikdw, to przedstawiono je w tabeli, ponownie nie
ujawniajac jakie funkcje stojg za tymi modelami. W legendzie tej tabeli (podobnie jak w wielu innych
miejscach publikacji) umieszczano stwierdzenie: ,podkreslone wartoéci p reprezentuja bliskos¢ istotnosci
statystycznej” (,underlined p-values represent closeness to statistical significance”). Podkreslone
wartosci p to 0,0504 oraz 0,0583. Tymczasem dla tej tabeli, z powodu zastosowania czterech modeli, za
istotne statystycznie mozna uznaé¢ wyniki dla ktérych p<0,0125, czyli bardzo odlegfe od tych
podkreslonych.

Dalej na rysunkach 3, 4, 5 i 6 pokazano estymatory Kaplana-Meiera dla odpowiednio: OS
i stezenia sP-selektyny przed leczeniem (rysunek 3A), PFS i stezenia sP-selektyny przed leczeniem (3B)
przy wartosci odciecia 265,05 ng/ml; OS i stezenia sP-selektyny przed leczeniem (rysunek 3C), PFS
i stezenia sP-selektyny przed leczeniem (3D) przy wartosci odciecia 247,40 ng/ml; OS i stezenia vVWF przed
leczeniem (rysunek 4A), PFSi steien'ia vWEF przed leczeniem (4B) przy wartosci odciecia 569,90 ng/ml; OS
i stezenia vWF przed leczeniem (rysunek 4C), PFS i stezenia vVWF przed leczeniem (4D) przy wartosci
odciecia 600 ng/ml; OS i LAR po leczeniu (rysunek 5A), PFS i LAR po leczeniu (5B) przy wartosci odciecia
0,82; OS i LAR po leczeniu (rysunek 5C), PFS i LAR po leczeniu (5D) przy wartosci odciecia 0,83; 0S
i stezenia sP-selektyny po leczeniu (rysunek 6A), PFS i stezenia sP-selektyny po leczeniu (6B) przy wartosci
odcigcia 1738,76 ng/ml; OS i stezenia sP-selektyny po leczeniu (rysunek 6C), PFS i stezenia sP-selektyny
po leczeniu (6D) przy wartosci odciecia 2224,44 ng/ml. Na wykresach ponownie osie odcietych opisano

jako czas od randomizacji (Time of randomization) mimo, ze i w tych badaniach nie wystepowata
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randomizacja. Ponownie tez pokazywanie tak wielu wykreséw dla bardzo podobnych wartosci odcigcia
jest niezrozumiate. Znowu Autorzy nie zauwazyli, ze pary wykreséw 5A i 5C oraz 5B i 5D sg identyczne.

Nalezy zauwazyc, ze przypadku wykresow z rysunku 5A i 5C przyjete wartosci LAR (niemal
identyczne) dosé dobrze rozdzielaty pacjentki z dobrg i ztg prognoza. Gdyby przyjac jedng z tych wartosci
odciecia dla LAR i pokaza¢ jedynie estymatory Kaplana-Meiera dla jednej z tych wartosci, bytby to ciekawy
wynik.

W tabeli 9 przedstawiono kolejne proby dopasowania regresji liniowej, tym razem wykonane
z uzyciem modelu Cox’a. Model Cox’a jest rodzajem modelu regresji zaprojektowanym specjalnie do
analizy przezycia, wiec w zasadzie to ten model powinien by¢ wykorzystany, a nie modele dla ktorych
wyniki pokazano w tabeli 8. Tym razem wykorzystano ten model do ustalenia regresji modyfikowanej
wieloczynnikowo (multivariate) lub jednoczynnikowo (univariate). Czynniki wykorzystane do modyfikacji
wieloczynnikowej to ,,BMI, wiek w chwili rozpoznania, palenie tytoniu, stopieri zaawansowania, typ
molekularny, typ histologiczny, przerzuty do weztéw chtonnych i wielkosc guza” (,BMI, age at the time
of diagnosis, smoking status, staging, molecular type, histological type, nodal metastasis, and tumor
size”). Poniewaz wykorzystano do analizy tych danych dwa modele, to za wyniki istotne statystycznie
mozna uznaé te, dla ktorych p<0,025, tymczasem w tabeli jako istotne oznaczono wartosci 0,0274 oraz
0,0477. Znowu dla kazdego mierzonego u pacjentek parametru zastosowano w tym modelu dwie
wartosci odciecia i ponownie podano po dwa identyczne zestawy wartosci dla wspdétczynnika LAR
zmierzonego po zakonczeniu terapii.

W dyskusji publikacji znalazto sie kilka zdan, w ktérych najwyrazniej brakuje fragmentow, przez
co sg pozbawione sensu. Na przykfad, na stronie 19 znalazly sie nastepujgce zdania:

- ,Do dodatkowej analizy wykorzystano krzywe ROC (odpowiednio mediana i punkt odciecia ROC) majg
10,32-krotnie wieksze ryzyko nawrotu choroby.” (,,ROC curves were used for additional analysis (median
and ROC cut-off, respectively) have a 10.32-fold higher risk of disease relapse.”);

- ,Zatem pacjentki ze stezeniem LAR przed leczeniem wyzszym niz 0,46 wydajg sie miec ryzyko nawrotu
choroby 11,32 razy wyzsze; takze pacjentki z stezeniem LAR po leczeniu wyzszym niz 0,821 0,83.” (“Thus,
subjects with a pre-treatment LAR concentration higher than 0.46 appear to have a 11.32-fold higher risk
of disease recurrence; also, patients with post-treatment LAR concentrations higher than 0.82 and 0.83.”).
Warto zauwazy¢, ze LAR to nie jest stezenie, tylko wynik dzielenia dwoch stezen przez siebie.

W dyskusji pojawiaja sie tez stwierdzenia, ktére nie majg uzasadnienia w prezentowanych
wynikach. Do takich nalezy na przykfad: ,co wiecej, nizsze stezenie vVWF przed leczeniem jest czynnikiem
prognostycznym wysokiego ryzyka wznowy raka piersi. Wynik ten potwierdzajg krzywe Kaplana—Meiera
oraz wieloczynnikowa i jednoczynnikowa regresja Coxa.” (“Furthermore, a lower pre-treatment vWF

concentration is a predictor of a high risk of breast cancer recurrence. This result is confirmed by the
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Kaplan—Meier curves and multivariate and univariate Cox regression.”). Podobne stwierdzenie pojawia
sie tez w opisie rysunku 4 na stronie 12.
Nalezy jeszcze odnotowaé, ze publikacja 3 w czasopi$mie zawiera dane dodatkowe

(supplementary materials). Niestety do rozprawy doktorskiej te materiaty nie zostaty dotgczone.

5. Dodatkowe uwagi

Nowotwory piersi sg najczesciej diagnozowanymi nowotworami u kobiet. Jest to grupa
nowotwordw heterogenicznych, sg wsréd nich guzy rozwijajace sie bardzo agresywnie, s3 tez guzy wolno
rosngce. Najbardziej agresywne sg guzy piersi rozwijajace sie na podiozu odziedziczonych mutacji
w genach supresorowych nowotworzenia BRCA1 i BRCA2. Najczesciej stosowang metoda diagnostyczna,
majgcg na celu badania przesiewowe, jest mammografia. Jest to metoda bardzo niedoskonata, gdyz
czesto wykrywa te najbardziej agresywne nowotwory piersi na zbyt péinym etapie (np.
https://doi.org/10.3390/cancers10120477), z drugiej zaé strony jest obarczona wysokim odsetkiem
nadmiernych diagnoz (overdiagnosis; np. https://doi.org/10.7326/M21-3577, https://doi.org/10.1136/
bmj.p1823). Dlatego jak najbardziej uzasadnione jest poszukiwanie nowych metod badan
przesiewowych, fatwych do wykonania i pozbawionych powyzszych wad.

Taki cel zapewne przyswiecal Autorce przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej. Dla
realizacji tego celu postanowita zweryfikowa¢ publikowane wczesniej doniesienia dotyczace pomiaréw
stezenia w surowicy krwi obwodowej t-PA i PAI-1 w celu odrdzniania kobiet zdrowych od chorych. We
wnioskach z rozprawy Autorka twierdzi, ze taki cel zostat osiggniety, jednakze jako warto$¢ stezenia PAI-
1 ktora rozdziela grupe kobiet zdrowych od chorych podaje wartoéé $rodkowa zmierzona w grupie
zdrowych (33,91 ng/ml). S3 to stwierdzenia wzajemnie sie wykluczajace, podwazajace tez przydatnoéé
catej publikacji. Niestety nie s3 to jedyne powazne bfedy zauwazone w publikacji 1.

Autorka chciafa tez zaproponowac metody diagnostyczne pozwalajgce u pacjentek, u ktérych
nowotwor zostat zdiagnozowany tradycyjnymi metodami, przewidzie¢ dalszy przebieg choroby. Tymi
metodami miaty by¢ pomiary stezenia w surowicy krwi obwodowej t-PA i PAI-1, leptyny i adiponektyny,
sP-selektyny, sE-selektyny i vWF. Z przedstawionych badan wynika, ze pomiar stezenia leptyny po
leczeniu (lub stezenie leptyny/stezenia adiponektyny po leczeniu) jest najblizszy spetnienia zatozonego
celu. Niestety ten wynik jest trudny do odnalezienia w powodzi wynikéw zupetnie nieistotnych, a co
gorsza przedstawionych z licznymi btedami.

Dziwi, ze wsrod wielu parametrow, ktérymi opisano badane pacjentki, nie zostat podany stan
genow BRCA-1 i BRCA-2. Nie podano, czy pacjentek z mutacjami w tych genach w ogéle nie byto
w analizowanych grupach (mutacje w tych genach nie byly podanymi w rozprawie warunkami
wykluczenia z badania), czy nie brano ich pod uwage. Gdyby wtasnie pacjentki z tymi mutacjami okazaty

sig mie¢ nawroty choroby, to dodatkowy pomiar leptyny miatby niewielkie znaczenie, poniewaz fakt, ze
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te mutacje warunkuja agresywny przebieg choroby jest dobrze udokumentowany, a te mutacje sie
diagnozuje.

Jak wspomniano, badania zamieszczone w rozprawie doktorskiej nie byly nowatorskie. Miaty
potwierdzi¢ lub zaprzeczy¢ badaniom opublikowanym wczesniej przez inne grupy. W dyskusjach
wszystkich trzech publikacji odniesiono sie do wynikdw wczesniejszych prac, ktdre czesto byty sprzeczne
z wynikami tych publikacji. Rzecz w tym, Ze wiele wynikdw, ktére w zaprezentowanych trzech
publikacjach opisano jako ,istotne statystycznie” naprawde takimi nie byto. Autorzy nie biorg pod uwage
faktu, ze jesli wykona sie 100 poréwnan statystycznych, to przy zatozonym poziomie istotnosci p<0,05,
20 z tych poréwnan w sposéb losowy trafi do przedziatu ,,istotnosci”. Dlatego nalezy stosowac narzedzia
zmniejszajgce te losowe efekty, a ponadto nie nalezy mnozy¢ analiz poza te, ktére majg sens biologiczny.
Jesli réwniez w cytowanych przez Autoréw publikacji pracach analiza statystyczna byta na tak niskim
poziomie, nie dziwi wiele sprzecznych wynikéw. Uwazam przy tym, ze prace zawierajgce negatywne
wyniki powinny by¢ publikowane. Szkodliwe jest jednak szukanie ,istotnosci statystycznej” tam, gdzie jej
nie ma.

Inng kwestig, ktora budzi powazny niepokdj jest fakt, ze prace zawierajgce tak istotne btedy
zostaty zaakceptowane przez wszystkich Wspdtautorow oraz przez recenzentow czasopism
i opublikowane. Dotyczy to zaréwno bieddw jezykowych, niestarannych i niespojnych opisow, jak

i powaznych btedow merytorycznych.

6. Konkluzja

Zgodnie z Art. 187. ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce:
1. Rozprawa doktorska prezentuje ogdlng wiedze teoretyczng kandydata w dyscyplinie albo dyscyplinach
oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej lub artystycznej.
2. Przedmiotem rozprawy doktorskiej jest oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, oryginalne
rozwigzanie w zakresie zastosowania wynikéw wifasnych badan naukowych w sferze gospodarczej lub

spotecznej albo oryginalne dokonanie artystyczne.

Moim zadaniem, jako recenzenta rozprawy, byto stwierdzenie czy przedstawiona do oceny
rozprawa spefnia te wymogi. Jak wspomniano powyzej, rola Autorki rozprawy polegata na
przeprowadzeniu analiz statystycznych wynikéw dostarczonych przez innych badaczy (Wspdtautoréw
publikacji). Jak wynika z oswiadczert Autorki rozprawy oraz z os$wiadczen Wspotautoréw publikacii,

polegata tez na sformutowaniu wnioskéw i napisaniu prac. Niestety wszystkie te elementy s3 wykonane
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na bardzo niskim poziomie i petne btedéw. Dlatego nie moge stwierdzic, ze Autorka posiada umiejetnosc
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, w zakresie w jakim sig jej podjeta.
Uwazam wiec, ze przedstawiona do oceny praca nie spetnia wymogéw okreslonych w art. 187

Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 poz. 478 ze zm.).
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