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Obszar onkologii zajmujgcy sie mechanizmami prowadzacymi do progresji
nowotworowej od wielu lat stanowi pole intensywnie prowadzonych badan. Rozwdj
technik wielkoskalowych, tzw. omicznych w powigzaniu z zaawansowanymi analizami
bioinformatycznymi pozwala obecnie na szerokie, catosciowe spojrzenie na zmiany
sekwencji DNA réznorodnych gendw, ich transkryptéw, produktéw biatkowych w
komérkach pochodzacych z wybranych nowotwordw, ich typdw histologicznych,
stopni zaawansowania, lokalizacji w guzie plerwotnych badi przerzutach, rdénych
etapach postepowania terapeutycznego. Analiza wzordw zmian sekwencji czy
modyfikacji DNA, zmian ekspresji specyficznych RNA czy bialek moze byé rdwnie
prowadzona w odniesieniu do istotnych dla progresji nowotworowe] parametrdw
stanowigcych waine cechy biologiczne komdrek nowotworowych. Ich przykiadem
jest macierzystos¢ - cecha wykazywana przez czesSc komdrek nowotworowych
wplywajaca najprawdopodobniej na zdoinos¢ nowotwordw do nabywania fenotypu
progresyjnego, a takie przyczyniajaca si¢ do opornosci na terapie, zwiaszcza
skierowane przeciwko komdrkom szybko proliferujgcym.

Autorka podjela sie proby odniesienia tzw. indeksu macierzystosc

opracowanego przy uzyciu danych proteomicznych pozyskanych poprzez analize
proteomu wielu ludzkich indukowanych linll komdrek maclerzystych z danymi



genomicznymi, transkryptomicznymi oraz proteomicznymi uzyskanymi przez
miedzynarodowe konsorcjum CPTAC dla 12 typéw guzdw pierwotnych czesto
wystepujacych nowotwordw. Miala ona postuzyc identyfikacji potencjalnie nowych
punktdw uchwytu terapii, gtownie bialek zaangaiowanych w nabywanie czy
utrzymanie fenotypu macierzystego komdrek nowobworowych. Autorka zaplanowata
réwniez przeprowadzenie analizy immunohistochemicznej wybranych biakek
zwigzanych z macierzystodcia w probkach klinicznych jasnokomdrkowego raka nerki
oraz plaskonablonkowego raka krtani i gardia przede wszystkim w celu okreslenia ich
wartosci rokowniczej.

Podjety temat badawczy uwaiam bardzo aktualny i nowoczesny, dajacy
szanse na identyfikacie nowych, przydatnych klinicznie markerdw progresji
nowotworowej, a po odpowiedniej dalszej weryfikacji stanowigcych rowniez
potencjainie nowe cele terapeutyczne.

Dokumentacja powyZszej pracy zawarta jest na 142 stronach maszynopisu w
typowym ukladzie: streszczenie, wstep, materialy | metody, wyniki, dyskusja,
podsumowanie — wnioski | ograniczenia. Zawlera 19 rycin, wyodrebniony spis
skrotow, spis rycin oraz 291 aktualnych pozycji bibliograficznych.

Streszczenie jest plerwszy merytoryczng czescia pracy. Jest niestety zbyt
ogdine, juz w nim, w moim przekonaniu, powinien by¢ zawarty dokladniejszy opis
czym jest indeks macierzystosc PROTsi oraz co Autorka rozumie przez stopien
Jodréznicowania onkogennego”, Styl zdan jest w tej czesci niekiedy bardzo zawily np.
W cely istniejgcych ograniczer, nindefsza praca faczy koncept macierzystosc
nowotwordw Z2 proteomiky, ktdra dodaje nowg warstwe molekulamego walgdy w
mechanizmy napedzajgce progresje rakd”. W kolejnym zdaniu Doktorantka odnosi sie
jut do wynlkow piszac, e .indeks macierzystoscl... Jjest awigzany z cechami
histopatologicznymi  guza...”, podczas gdy jeszcze nie przedstawita w zarysie
materialu badawczego. Pojawialg sle rdwniet niezreczne tlumaczenia - eany onset
gastric cancer prosciej mozna przetiumaczyC na wezesny rak Zoladka. Inne zdanie
zawiera tresci zbyt ogdine lub wyraZone hastowo - Infegragia indeksu ... z ekspresig
Warto w tym miejscu byloby przytoczy¢ przyktadowe zidentyfikowane biatka
wskazujace na przydatnosé zaproponowanej analizy w identyfikacji nowych molekut



mogacych SwiadczyC o macierzystosci komdrek poszczegdinych typdw nowotwordw,
W podsumowaniu, streszczenle niestety nie stanowilo dobrej syntezy problemu
badawczego, zatozeri, wynikdw i wnioskdw, natomiast niewatpliwie zaciekawilo
zaproponowang o0gding koncepcjy oraz cennym materialem badawczym, bardzo
dobrze opracowanym przez miedzynarodowe konsorcjum.

Kolejng czgscig jest wstep rozprawy, ktdry na poczatku przedstawia opis zadan
konsorcjum CPTAC powstatego z iniciatywy amerykanskiego NCI | zaangazowanego
w analize proteomiczng szeregu nowotwordw. Jego naczelnym celem jest
przyczynienie si¢ do zrozumienia molekularnych podstaw powstawanla | progresji
nowotworow oraz odkrycla nowych markerdw za pomocg wielkoskalowych analiz
genomicznych | proteomicznych. W dalsze] czeScl wstgpu Autorka opisuje
proteomike, wielkoskalowy spostb analizy bialek, ktdry pozwala na uzupelnienie
informacji o badanych ukladach biologicznych uzyskanej na podstawle metod
genomicznych | transkryptomicznych. Oczywiécie moina si¢ zgodzi¢ z Autorka, ze
jednoczesna analiza poziomu wielu biatek w okresionych komdrkach bardziej niz
analiza na poziomie DNA | RNA przybliza nas do zrozumienia funkcji komdrek w
danym czasie i miejscu, jednak sfomulowanie, Ze . Proteomika umoZiiwia badanie
funkgionalnych aspektow bialek...” (str. 24) jest uproszczeniem .na wyrost” lub
duzym skrdtem myslowym. Trudnym do pozostawienia bez wypomnienia | byé moze
skrotem myslowym o charakterze ,humoru z zeszytdw” jest jednak sfomulowanie
~Biatka 53 syntetyzowane z gendw” (strona 25 wiersz 1).

W nastepnej czesci wstepu Doktorantka opisuje pojecle macierzystosci
nowotwordw zwigzane z wystepowaniem wirdd komdrek nowotworowych komdrek o
cechach samoodnowy | posiadajacych specyficzne markery prawidiowych komdrek
macierzystych. Obecnost macierzystych komdrek nowotworowych wigie sie obecnie
ze zdolnosciy nowotwordw do progresji, opornoscia na terapie, a takie
wystepowaniem pdinych wzndw nowotwordw. Diatego zastosowanie technik
wielkoskalowych do oceny potencjalnego, zroinicowanego wystepowania w
poszczegolnych nowotworach komdrek o cechach macierzystych jest niewatpliwie jak
najbardziej uzasadnione. Autorka opisuje rowniez sposéb opracowania indeksu
maclerzystosci opartego na analizie profilu ekspresji transkryptdw RNA w komdrkach
macierzystych, indukowanych komdrkach macierzystych | ich prekursorach. Indeks



ten wykazal swoja przydatnos¢ w identyfikacji nowotwordw o wyiszej zhosliwosci,
szybciej tworzacych przerzuty i 0 gorszym rokowaniu.

W dalszej czesd wstepu Doktorantka przedstawia charakterystyke
nowotwordw stanowigcych przedmiot dalszych analiz, ich klasyfikacje ze szczegdinym
uwzglednieniem klasyfikacji molekularnej niektdrych sposrdd badanych nowotwordw.
Wprowadzenie klasyfikacji molekulamej w tych przypadkach udokumentowalo
kliniczng przydatnosc analiz wielkoskalowych.

Wstep, podobnie jak streszczenie zawiera troche sformulowaf Zargonowych
czy stylistycznie niezgrabnych jak np. .Zintegrowane analizy proteogenomiczne
przyblidnly sygnatury zaleine od wynikdw leczenia...”. Wymienianie ich wszystkich
uznaje jednak za niekonieczne, bo ostatecznie nie wplywajg na zrozumienie catosci
wywodu.

W kolejnej czesci pracy autorka prezentuje ogdlny cel i cele szczegdtowe. Cel
ogdiny powinien byl jednak sformutowany bardziej specyficznie, bowiem w
prezentowanej formule mogiby odnosic sie do analizy plerwotnych danych
zaprezentowanych w licznych publikacjach Konsorcjum. Rownie: sposob
formulowania celéw szczegdlowych nie jest zbyt precyzyjny. Dla przykladu czytelnik
nie wie, co stanowi dia Autorki stopien odrdinicowania onkogennego? W drugim celu
Czytelnik nie wie dokladnie, o jakie wyniki analiz proteogenomicznych chodzi: czy
mo2e o te uzyskane przez Konsorcjum CPTAC, czy moze te uzyskane w wyniku
realizacji celu 1. Ponadto z brzmienia celu 2 moze wynikac mylne rozumienie pojecia
predykcja, Autorka powinna uZyC pojecia rokowanie lub prognozowanie. Niezaleznie
od powyzszych siow krytycznych postawione cele sy atrakcyjne | zachecajg do
dalszej lektury.

W opisle materiaidw | metod Autorka przedstawia pochodzenie probek
analizowanych przez Konsorcjum CPTAC oraz zasdb danych poddanych dalszym
analizom. W kolejnej czesci rozdzialu przedstawia procedure shi2zaca opracowaniu
indeksu macierzystosci PROTsi uzyskanego dziekl uZyciu danych z opublikowanych
przez konsorcjum HipSci proteomdw wielu ludzkich indukowanych linii komdrek
macierzystych. Zastanawia czy sposob wytrenowania algorytmu stuiacego do oceny
probek HipSd byt ten sam, co we weczesniej opisanych analizach mRNAsi, czy moze



zastosowano ten sam algorytm do analiz proteomu. Warto rdwniez bylo przyblizyé
sposob okreslenia/zastosowania tzw. wektora wagowego w przyjetym modelu.

MNastepnie Autorka opisuje sposdb oceny korelacji ekspresji gendw i poziomdw
biatek z indeksem PROTsI w analizowanych prdbkach nowotwordw, co pozwolito na
identyfikacje biatek, ktdrych poziom jest najwyzszy lub najnizszy w probkach
wykazujacych wysokie poziomy PROTsL| W kolejnych etapach Doktorantka opisata
sposdb porownania obecnosci zidentyfikowanych biatek | zwigzku 2ze wzorem
fosfoproteomu, analizy miRNA, metylacii DNA, powiazania z danymi klinicznymi
takim, jak przeiycie catkowite | przefycie wolne od progresji. Oceniala rdwniez
przynaleznost zidentyfikowanych biatek do rodzin funkcjonalnych, zweryfikowata
obecnosC  zidentyfikowanych biatek w bazie istniejgcych biatkowych celdw
terapeutycznych, a takie - rdwnieZ in silico - interakcje z potencjalnymi lekami.
Nastepnie przedstawita sposdb kategoryzacji bialek slufacy do wyboru markerdw
biatkowych walidowanych za pomocg przeprowadzone] pdiniej analizy
immunochistochemicznej. Ze sposobu formulowania opisu metod przyjmuje, ze
réznorodne analizy bicinformatyczne Doktorantka wykonywata samodzielnie, Ponadto
wskazala, e ocene preparatow IHC wykonywali doSwiadczeni patolodzy, natomiast
niejasne jest, kto przygotowywat same preparaty do oceny.

Wiyniki juz na samym poczatku ich prezentaci, tj. pordwnania guzdw i tkanek
prawidtowych zdaja sie potwierdzac przydatnosc narzedzia jaki jest PROTsi do oceny
macierzystosci, z drugiej strony wskazuja na znaczaca heterogennosé analizowanych
guzdw. Autorka wskazuje na pewne rdinice w PROTs zaleine od podtypu
molekularnego nowotwordw, a tak’e stopnia zaawansowania w  ocenie
histopatologiczne). W opisie wynikéw powinna jednak podkredlad, ktdre,
najistotniejsze z nich majg znamiennost statystyczng. Niewygodnie bowiemn
Czytelnikowi pracowac z lupka czy w wersji elektronicznej ekran raz powiekszaé, raz
pomnigjszaC. Mastepnie w przypadku map ciepinych pokazujacych najsilniej
fosforylowane biatka, ktorych obecnost wydaje sie zwigzana z poziomem indeksu
PROTsl nalezatoby w tym rozdziale wskazac zidentyfikowane, nowe fosfoproteiny,
ktdre dotychczas nie stanowig celdw terapeutycznych. W kolejnym etapie Autorka
zaprezentowata dane dla biatek zwigzanych z fenotypem macierzystym, w ktorych w
zdecydowane] wiekszodd wysokim wartodciom PROTS! towarzyszyly wysoki poziom



ekspresji mRNA, poziom biatka, niska ekspresja miRNA (najpewniej tych wskazanych
jako wplywajacych na specyficzne mRNA). W wyniku przeprowadzone]j kategoryzacji
biatek zwiazanych z macierzystoscig Autorka wskazala biatka zidentyfikowane w kilku
typach nowotwordw oraz biatka bardziej specyficzne. W kolejnym etapie Doktorantka
przedstawita analize histochemiczng wystepowania bialek zwigzanych z wysokim
indeksem PROTSsi w probkach raka nerki oraz znanych markerdw macierzystoscl np.
SOX2 w raku krtani/gardia. Wykazala, 2e wysokie poziomy biatek zwigzanych z
wysokim indeksem PROTsi np. HEATR1 sa obecne w prébkach o wy2szym stopniu
zlosliwosci, a niski poziom biatka SLC27A2 powigzany z wysokim indeksem PROTSI
takie jest identyfikowany w prdbkach z nowotworu o wysokim stopniu zlosliwosci. W
oparciu o dane kliniczne stwierdzila rowniez konsekwentny zwigzek z niekorzystnym
rokowaniem. Interesujgce, ze w innym nowotworze, HNSCC, uznane markery
macierzystosci, takie jak SOX2, REX1 nie wykazaly podobne] wartosci
prognostyczne).

W kolejne) czesc rozdzialu Autorka przedstawila zestaw czasteczek
chemicznych, ktdre potencjalnie moga oddzialywal ze zidentyfikowanymi weczesnief
biatkami zwigzanymi z macierzystodcia, opracowany na podstawle analizy wielkie
skali profili ekspresji gendw komdrek poddanych dzialaniu powyiszych czasteczek.
Dia zidentyfikowanych czasteczek wskazala rowniet potencjalne cele terapeutyczne |
mechanizmy dzialania.

Na wstepie dyskusji Doktorantka podkresla przewage indeksu macierzystosci
opracowanego ma podstawie danych proteomicznych nad indeksem opartym o
ekspresje mRNA. Cho¢ rzeczywiscie intuicyjnie wydaje sie to uzasadnione ze wzgledu
na role biatek w komdrce, to jednak z punktu widzenia diagnostycznego nalezatoby
szczegotowo pordwnal przydatnosC obu indeksow dla oceny rokowniczej badi
predykcyjne). Nastepnie Autorka prowadzl dyskusje odnoszacy sie do roinic wartosd
indeksu PROTsi pomiedzy probkami nowotworowymi a prawidiowymi w
paszczegdinych nowotworach, odnosi sie do heterogennosci w obrebie nowotwordw,
réznic w wartosciach indekséw prawdopodobnie zaleinych od stopnia agresywnoscl
guza. W kolejnej czesci dyskusji odnosi sie do znaczenia fosforylacji niektérych
biatek, odnosi sie specyficznie do biatka SRRM2, ktdrego fosforylacja jest obecna
preferencyjnie w probkach o wysokim indeksie PROTSI. To bardzo ciekawy wynik,



chot nieobecny we wszystkich typach badanych nowotwordw. W kolejnej czesc
pracy odnosl sie do identyfikacji biatka HEATR1, ktdrego podwyzszone poziomy
obserwuje sie w probkach o wysokim PROTsi w pieciu badanych typach
nowotwordw. To niewatpliwie bardzo ciekawy wynik, ktory wymagal dalszych analiz.
Analizujac bialka zwigzane z maclerzystodciy w badanych nowotworach Autorka
Zidentyfikowala bialka obecne w rdznych typach nowotwordw oraz specyficzne dla
danego rodzaju nowotworu. Analiza ta powinna byC oczywiscie w przyszhosc
pogtebiona w kierunku zrozumienia biologicznego znaczenia poszczegdinych
obserwacji, prowadzonych nie tylko w oparciu o dyskutowane w dalszej czescl analizy
bioinformatyczne identyfikujace potencjaine czasteczki terapeutyczne czy ich punktu
uchwytu. Przykladem takich badan byla cenna analiza immunohistochemiczna
wybranych potencjalnych biomarkeréw macierzystoscl wskazujaca przekonujaco na
ich potencjat jako markerdw rokowniczych, a takie dajgca przesianke dia podjecia
dalszych prac nad weryfikacjg znaczenia zmian poziomu okreslonych biatek dla prac
nad nowymi punktami uchwytu lekdw.

Dyskusja jest w sumie ciekawa. Wprawdzie Doktorantka nie ustrzegla sie w
niej réwniez uproszczen czy Zargonowych sformulowan, czy tez ponowienia blednego
postrzegania poje¢ prognoza i predykcja, to w calosc wykazala na tle aktualnej
literatury przedmiotu wartoSC  uzyskanych wynikow | ich przydatnost dia
formutowania dalszych kierunkdw prac.

W podsumowaniu pragne wskazaC, e doktorantka dokonala interesujacej
analizy danych genomicznych i proteomicznych nowotwordw w oparciu w nowy
wskainik, tzw. indeks macierzystosci mogacy Swiadczy¢ o frakcli komdrek
maclerzystych wystepujacych w posazczegdinych prébkach nowotworowych. Analizy
te pozwolity na identyfikacje szeregu kandydatow, biatek posiadajgcych niepoznane
dotychczas, potencjalne znaczenie dla procesu wyksztalcania sie fenotypu
progresyjnego nowotworu. Potwierdzaly to obserwacje Kiniczne chorych, od ktdrych
pozyskano dane probki nowotwordw. W przypadku wybranych bialek-kandydatow,
dodatkowa bezposrednia walidacje obserwacji przeprowadzono za pomocg analizy
immunohistochemicznej ich obecnosc w pribkach pozyskanych od chorych w
powiazaniu z obserwacjq kliniczng tych pacjentdw. Analizy te rowniez potwierdzity
potencjat wybranych bialek-kandydatdw jako markerdw rokowniczych. Niezaleinie



zatem od wskazanych w recenzji uchybien, uproszczen czy niescstosci, ktdrych
wyjasnieniu moze postuzy¢ obrona rozprawy, przedstawiam opinie, ze przedioZona
praca odpowiada warunkom okreslonym w stosownych zapisach ustawy Prawo o
szkolnictwie wyZszym [ nauvce. W zwigzku z tym wnosze o dopuszczenie mgr Igi
Kolodziejczak-Guglas do dalszych etapow przewodu doktorski=go.
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