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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana lekarza medycyny Stanistawa Supplitt pt. ,,Analiza
transkryptomu w komdrkach raka piersi — poszukiwanie markeréw prognostycznych u

pacjentek 7 rézng odpowiedzig na leczenie”.

Leczenie TNBC ciagle stanowi.wyzwanie dla onkologoéw. Jednym z powodow jest
znaczna heterogenno$é tego podtypu nowotworow oraz ich duza dynamika progresji.
Dodatkowo obecnie stosowane schematy chemioterapii maja ograniczong skutecznos¢ co
prowadzi do wczesnej wznowy oraz postepu choroby, ktéra konczy si¢ zwykle fatalnie dla
pacjentki. W niniejszej Dysertacji Doktorant podejmuje whasciwy cel badan kompleksowych
7z zastosowaniem sekwencjonowania nastgpnej generacji (RNA-Seq) w celu zréznicowania
TNBC, ktére uzyskaty pCR w poréwnaniu do tej grupy pacjentek, gdzie terapia nie odniosta
korzysci terapeutycznych. W wyniku przeprowadzonej zaawansowanej analizy Doktorant

wytypowat 9 genow, ktorych ekspresja réznita sie pomigdzy ww. grupami klinicznymi.

Przedstawiona do oceny praca doktorska liczy 101 stron. Ma budowe typowa dla tego
typu prac. Tekst uzupelniajg oraz wzbogacaja 6 tabel i 4 ryciny oraz jedna rycina schematyczna.
Pigémiennictwo liczy 259 pozycji! Na konicu pracy s3 dotaczone wykazy tabel oraz wykaz rycin

i schematow.

WYKAZ SKROTOW

W objasnieniu skrotu: MLPA — multiplex ligase-dependent probe amplification — amplifikacja

sond zalzna od ligacji - drobny blad “zalzna” a powinno by¢ “zalezna”
WSTEP

Wstep rozpoczyna bardzo dobry i zwigzly opis globalnej oraz polskiej epidemiologii
nowotworéw. Nastepnie Doktorant stusznie zauwazyl, ze wrastajaca liczba nowych
przypadkéw nowotworéw wymaga zwigkszenia wykrywalnosci poprzez zastosowanie
nowoczesnych badafi molekularnych, ktore umozliwiaja wezesne wykrycie nowotworow oraz

zaplanowanie leczenia poprzez poznanie molekularnego podioza guza, a tym samym

zastosowanie terapii celowanej. Wstep jest napisany dobrze i przejrzyscie oraz logicznie

wprowadza czytelnika w zagadnienie.



NOWOTWORY JAKO HETEROGENNA GRUPA CHOROB

W pierwszej czesei tego rozdziatu Doktorant przedstawia przyczyny powstawania
heterogennosci nowotworow. Sygnalizuje heterogenno$¢ na poziomie pacjentow z tym samym
rozpoznaniem histopatologicznym i heterogenno$¢ wewnatrz guza nowotworowego danego
pacjenta oraz zmiany kompozycji molekularnej guza w trakcie przebiegu choroby. Rozdzial
koniczy stuszne wskazanie przez Doktoranta na ciagla ewolucje guza jako przyczyng
niepowodzenia leczenia pomimo stratyfikacji chorych do terapii celowanej przed rozpoczgciem

leczenia.

RAK PIERSI

Doktorant zaczyna ten rozdziat od zwiezlego opisania epidemiologii oraz czynnikow
ryzyka rozwoju raka piersi. Dalej wskazuje na heterogennosci podtypow histopatologicznych
oraz molekularnych raka piersi. W nastgpujacym podrozdziale Doktorant w punktach wymienia
i opisuje czynniki ryzyka. Pewien drobny niedosyt pozostawia informacja o paleniu tytoniu bez
podania odsetka ryzyka tj. ,.generuje wieksze ryzyko rozwoju [25].” zwlaszcza w kontekscie
zwiekszajacego si¢ udziatu kobiet korzystajacych z tej uzywki. Nastepny podrozdziat
Doktorant po$wieca na charakterystyke protoonkogenéw, ktéry dodatkowo wzbogaca tabelka.
Potem omawia znaczenie gendw HER2, RAS oraz c-MYC w kancerogenezie raka piersi. W
nastegpnych podrozdziatach opisuje dziedziczne predyspozycje do rozwoju raka piersi oraz
szczegblowo omawia kryteria kliniczno — rodowodowe stosowane w poradnictwie
genetycznym. W tym fragmencie tekstu jest drobny blad: ,Do rozwoju nowotworu
uwarunkowanego dziedziczng predyspozycja do konieczne sa dwie mutacje:” w postaci
dodatkowego ..do”. Te czes¢ dysertacji Doktorant konczy oméwieniem ryzyka sporadycznego
raka piersi.

W nastepnych podrozdziatach przejrzyscie Doktorant przedstawia diagnostyke raka
piersi w tym wywiad, badanie palpacyjne, badania obrazowe, biopsje czy badanie
érodoperacyjne. Wymienia kolejno i opisuje podtypy histopatologiczne raka piersi wg.
klasyfikacji WHO oraz omawia snaczenie badania immunohistochemicznego w ocenie
ekspresji receptorow ER, PgR, HER2 oraz ekspresji Ki-67. W kolejnym podrozdziale
Doktorant zwiczle opisuje podtypy molekularne raka piersi wyrdznione na podstawie analizy
ekspresji genéw oraz odpowiadajace im podtypy histomolekularne zdefiniowane za pomoca
metod immunohistochemicznych, czyli tzw. klasyfikacja St. Galen. Nastepnie Doktorant
szczegblowo opisuje biologi¢ oraz strategie leczenia potrojnie ujemnego raka piersi,

réwnoczesénie wskazuje, na heterogennos¢ tej grupy rakow piersi jako powéd braku




skutecznosci zastosowanego leczenia. Doktorant przedstawia wyrdznione na podstawie badan
cztery podtypy TNBC LAR oraz basal-like immunoactivated, basal-like immunosuppressed
oraz mezenchymalny). Na koniec Doktorant wskazuje, ze warunkiem skutecznego leczenia
TNBC jest dokladne zdefiniowanie subytow molekularnych. W nastepnym podrozdziale
Doktorant opisuje szczegbtowo mozliwosci terapeutyczne w poszczegdlnych podtypach raka
piersi. Ostatnig czgs¢ tego rozdziatu Doktorant poswigcit zastosowaniu analizy transkryptomu
w onkologii. Rozdziat ten jest uporzadkowany w postaci omowienia szesciu zagadnien, gdzie
RNA-Seq ma zastosowanie: odkrywanie nowych biomarkerow, klasyfikacja, prognoza,
monitorowanie skutecznosci leczenia, personalizacja terapii oraz rola w immunoterapii. Tutaj
pojawia sie drobny btad edytorski tj. ostatnie zagadnienie powinno by¢ oznaczone numerem 6
a nie 7. Rozdziat ten wieficzy tekst, gdzie Doktorant opisuje potrzebg identyfikacji nowych
biomarkeréw z wykorzystaniem transkryptomiki zgrabnie popierajac swoje stwierdzenie
przykladami z pismiennictwa dotyczacymi raka jajnika oraz raka jelita grubego. Nastepnie w
krotkim akapicie przystepnie opisuje metody bioinformatyki majace zastosowanie w analizie
danych transkryptomicznych. Reasumujgc rozdziat ten jest dobrze napisany i $wiadczy o dobrej
znajomosci tematu przez Doktoranta. Jednakze ten rozdziat jest zbyt szczegotowy i powinien
by¢ o potowe krotszy. Obecnie zajmuje 35 stron (od 13 do 48 strony). Sugeruje przygotowanie

pracy pogladowej na podstawie tego rozdziatu.

CEL PRACY

Cel pracy doktorskiej jest bardzo jasno przedstawiony w pierwszych dwoch akapitach,

a dodatkowo sg ustrukturyzowane w postaci trzech punktow.

CHARAKTERYSTYKA GRUPY BADANEJ

W tym rozdziale Doktorant przedstawia zwi¢zia charakterystyke 46 pacjentek chorych
na TNBC wiaczonych do badania.

MATERIAL I METODY

Rozdzial Doktorant rozpoczyna od opisu procedury pobrania materiatu tkankowego z
wykorzystaniem biopsji gruboigtowej lub mamotomicznej. Potem Doktorant plynnie

przechodzi do opisu zastosowanego leczenia przedoperacyjnego oraz oceny odpowiedzi wg.




RECIST 1.1 Dodatkowo tekst uzupelnia tabela zawierajgca informacje dotyczace wieku
pacjentek w chwili diagnozy, TNM przed i po leczeniu oraz odpowiedzi na zastosowane
leczenie. W nastepnym podrozdziale jest opisana metodyka pozyskania danych
zdeponowanych w bazach. Doktorant szczegdlowo opisuje metodyka postgpowania z
materiatem, izolacje RNA, przygotowania biblioteki oraz sekwencjonowania NGS (RNA-Seq).
Calo$é opisu uzupelnia czytelny schemat. W kolejnym akapicie Doktorant opisuje obrobke
wstepna danych uzyskanych z RNA-Seq oraz opisuje proces integracji z danymi uzyskanym z
baz danych oraz analizg statystyczng. W tym fragmencie odczuwa si¢ brak schematycznego
rysunku przedstawiajgcego cata integracje oraz analize bioinformatyczng danych. Zwraca tutaj
uwage fakt wykorzystania réznorodnych i zaawansowanych metod obliczeniowych 1 testow
poczawszy od przygotowania danych, poprzez wytworzenie klasyfikatora, a skoficzywszy na
korelacji uzyskanych profili z danymi klinicznymi. W tym rozdziale jest drobny btad
interpunkcyjny w postaci ,,.”” po zdaniu (...) z przezywalnoscig catkowitq (overall survival —

0S). a przed w probkach raka piersi pochodzqcych z TCGA.

Resumujac  metodologia jest opisana klarownie i pomimo drobnych uchybien
edytorskich ten fragment Dysertacji $wiadczy o poprawnie zaplanowanej i przeprowadzonej
pracy laboratoryjnej oraz obrazuje bardzo duzy wysitek Doktoranta wiozony w wykonanie

niniejszej pracy a zwlaszcza w zastosowany potezny aparat bioinformatyczny.
WYNIKI

Wyniki badaf przedstawiono w sposob jasny i klarowny. Tekst jest ilustrowany
tabelami i wykresami. Odzwierciedla to systematyczny i bardzo duzy wysitek wiozony przez

Doktoranta w przedstawienie wynikow.

Poczatek rozdziatu poswigcony analizie czgstosci pPCR w zaklasyfikowanych subtypach
molekularnych badanych probek (46) z wykorzystaniem klasyfikatora NTP uczonego na
danych TCGA. Analiza jaka przeprowadzit Doktorant zaklasyfikowala 13 badanych probek
jako podtyp LAR i 31 probek jako podtyp non-LAR. W przypadku dwoch probek uzyskano
zbyt niskg pewnos¢ predykcji. pCR zdecydowanie czgsciej (21, 84%) w podtypie non-LAR w
poréwnaniu do LAR (4, 16%). Jednakze wyniki uzyskane przez Doktoranta nie byly istotne
statystycznie (0,054). Dodatkowo w nastepnym rozdziale wykonane pordwnanie jakosci RNA
wyizolowanego z materiatu (FFPE) z wlasnej rakéw piersi do RNA pochodzacego z bazy
TCGA ($wieza tkanka) wskazuje na brak réznic pomiedzy tymi materiatami. Analiza ekspresji

genow przeprowadzona przez Doktoranta wykazata, ze 105 gendéw (6 obnizona ekspresja, 99




podwyzszona ekspresja) wykazuje statystycznie istotne réznice pomigdzy grupami pacjentow
z RR a pCR. Dalsza analiza przeprowadzona przez Doktoranta wykazala, ze 42 geny sg
zwigzane z wrazliwoscig linii komorek raka piersi na: docetaksel, doksorubicyne, paklitaksel i
cyklofosfamid. Nastepnie Doktorant wykorzystujac trzy bazy danych zawierajace dane single-
cell RNA-seq pierwotnego raka piersi ustalil, ze 24 z 42 genéw ulegaly silnej lub umiarkowanej
ekspresji w komoérkach nowotworowych. W kolejnym kroku Doktorant analizowal wplyw
wytypowanych 24 genéw na OS pacjentek pochodzacych z bazy TCGA co umozliwito
wykazanie zwigzku 7 genéw z krotszym OS oraz dwoch z dtuzszym OS.

Jak wskazuje lektura rozdziatu ,,Wyniki” procedury analityczne zostaly poprawnie
zaplanowane oraz ukladaja si¢ w logiczny cigg. Na uwage zastuguje rowniez poréwnanie
jakosci RNA izolowanych przez Doktoranta, ktore zostato uwiarygodnione poréwnaniem
z jakos$ciag RNA probek pochodzacych z bazy TCGA. Swiadczy to o wysokim standardzie

prowadzonych badan.

DYSKUSJA

Dyskurs naukowy jest prowadzony poprawnie. Na poczatku Dyskusji Doktorant
przestawia logiczne przestanki o koniecznosci podjetego przez Siebie tematu Dysertacji.
Nastepnie Doktorant wymienia znane czynniki genetyczne majgce zwigzek z opornoscig na
chemioterapi¢ umiejetnie cytujgc pismiennictwo. W tym fragmencie jest drobna literdwka w
.(...) nadrodziny biate ABC” brakuje w wyrazie biatek litery ,k”. Doktorant ptynnie
przechodzi do omowienia swoich wynikow tj. wytypowanych 9 genéw na podstawie réznic w
ekspresji w oparciu o opublikowane pi$miennictwo. Bialka kodowane przez wspomniane geny
wchodzace w sktadu profilu wytypowanego przez Doktoranta uczestniczg w szeregu proceséw
takich jak transport ksenobiotykow przez transportery ABC (ABCA3, ABCC11), cytochroméw
(CYB5A) oraz biatek kontrolujacych polaryzacj¢ komorek (KCNE4). Roéwniez wyniki
uzyskane przez Doktoranta dotyczace ApoD, ARHGEF38 i SPDEF s3 zgodne z
pi$miennictwem, jako obiecujgce biomarkery prognostyczne niekorzystnej prognozy w
przypadku raka piersi. Nastepnym genem wytypowanym przez Doktoranta jest MUCLI, ktory
réwniez jest zwigzany z opornoscig na chemioterapie oraz ztym przebiegiem choroby, poprzez
indukcje przejscia nablonkowo-mezenchymalnego. Ostatnim genem wchodzacym w sklad
profilu uzyskanego przez Doktoranta jest gen PRR15, ktérego znaczenie jest nie wyjasnione a
kwerenda pismiennictwa przeprowadzona przez Doktoranta wskazuje na sprzeczne doniesienia

ws. funkcji tego genu. Warto podkresli¢, ze Doktorant w calej Dyskusji umiejetnie korzysta z



danych literaturowych, solidnie podpierajac wnioski opublikowanymi badaniami, co zwigksza
wiarygodno$é prezentowanych wynikow. Resumujac wytypowany przez doktoranta panel
genowy niesie ze sobg duzy potencjal diagnostyczny. W zwigzku z powyzszym mozna uznac
temat jak i calg pracg za nowatorska.

Uzyskane wyniki sg wigc przyczynkiem do dalszego fermentu intelektualnego, ktorego
rezultatem jak mniemam beda dalsze badania, w tym walidacji ekspresji wytypowanego profilu
na szerszej grupie TNBC z wykorzystaniem np. metody RT-qgPCR. Prowadzenie badan nad
TNBC jest wielce uzasadnione, poniewaz wcigz wyniki leczenia tego podtypu znacznie jak
stusznie napisal we Wstgpie Doktorant odbiegaja od reszty podtypow raka piersi. Cel jaki i

temat badan powzietych przez Doktoranta sg wiec wielce uzasadnione.

WNIOSKI

Whioski odpowiadaja na zatozone cele i $wiadcza o dobrej konstrukeji calej pracy.
Prace uzupelnia poprawnie skonstruowane i zwiezle streszczenie w jezyku polskim 1
angielskim. Dysertacj¢ wienczy uporzadkowane 259 pozycji pi$miennictwa oraz Wykaz tabel

i wykresow.

Resumujac nalezy podkresli¢, ze catosé badan zostala bardzo dobrze zaplanowana
i profesjonalnie przeprowadzona. Swiadczy to o dobrej organizacji pracy oraz dobrym
“warsztacie naukowym* Doktoranta. Dla realizacji zamierzonych celéw doktorant wykorzystat
saawansowane techniki biologii molekularnej oraz ziozong i kompleksowa analizg
bioinformatyczng. Wyniki zostaty przedstawione za pomocg licznych ilustracji, tabel i
wykresow.

W mojej ocenie rozprawa doktorska Pana lekarza medycyny Stanistawa Supplitt
spelnia wymogi stawiane tego typu rozprawom i zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Nauki
Medyczne Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu o dopuszczenie Pana lekarza
medycyny Stanistawa Supplitt do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w Art. 187 ust. 1-4 Ustawy z dnia
20 lipca 2018 Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz.U. z 2018r, poz.1668).




