Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr. Pauliny Nawrockiej-Muszynskiej pt. ..Mutacje
somatyczne i zmiany liczby kopii w raku podstawnokomorkowym skory - ze szezegllnym
uwzglednieniem mutacji w nickodujacych czgsciach gendw i miRNomie " w zwigzku z
postgpowaniem o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauki Sciste i przyrodnicze .
dyscyplina nauki biologiczne.

Ocena formalna.

Rozprawa doktorska Pani mgr. Pauliny Nawrockiej-Muszynskiej pt. .M utacje somatyczne i
zmiany liczby kopii w raku podstawnokomorkowym skory - ze szezegolnym uwzglednieniem
mutacji w niekodujacych czesciach genow i miRNomie " zostata wykonana w 1 nstytucie
Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu. Promotorem pracy jest prof. dr hab. Piotr
Kozlowski. promotorem pomocniczym dr Paulina Galka-Marciniak.

Rozprawa liczy 178 stron. gdzie w poszcezegdinych rozdziatach zamieszczono kolejno:
streszczenie, wykaz publikacji ktorych wyniki stanowia znaczna czesé rozprawy doktorskiej,
wstep. cel pracy, wyniki, dyskusje, gléwne wyniki i wnioski, materiat i metody, bibliografia.
Dodatkowo doktorantka umicscila note¢ informacyjna, z ktorej dowiadujemy o zrodlach
finansowania badan. Mam drobne zastrzezenie ¢co do umieszezenia rozdziatlu materiat i
metody na koncu pracy, nie ma to Jednak wptywu na oceng merytoryczng recenzowanej
dysertacji.

Artykul, ktorego wyniki stanowig znaczng czesé rozprawy doktorskiej (Profile of basal cell
carcinoma mutations and copy number alterations - focus on gene-associated noncoding
variants. Front Oncol. 2021 Nov 25:11 :752579), zostat opublikowany w czasopigmie o
wysokim wspotezynniku oddziatywania ( impact factor=5.36). Doktorantka jest pierwszym.
a promotor ostatnim autorem. Taki uklad wspolautorstwa wskazuje na istotne role tych dwoch
0s6b w prezentowanej pracy. Mam drobne zastrzezenie co do braku zataczenia zgody
oswiadczenia pozostalych wspolautorow pracy oraz zgody na uzycie tych publikacji do
rozprawy.

Ocena merytoryczna

Rak podstawnokomérkowy skory (ang. basal cell carcinoma: BCC ) jest najbardzic;
powszechnym nowotworem czlowicka. Glownymi czynnikami ryzyka sg: ckspozycja na
promieniowanie UV, wick. Jjasny fenotyp. Podobnie jak w pozostatych nowotworach.
patomechanizm karcynogenezy BCC jest nie do konca poznany. Zdecydowana wigkszogé
badaczy podtoza molekularnego nowotwordw skupia si¢ na czesciach kodujacych genow.
Celem niniejszej pracy byla wstepna charakterystyka mutacji somatycznych w nickodujgcych
¢lementach gendw kodujacych biatka (5"UTR, fragmenty 3'UTR , fragmenty introndw) oraz
w genach miRNA. W pracy poddano analizic genotypowania 27 par probek DNA
wyizolowanych z BCC oraz 7 odpowiadajgcych im tkanek normalnych. Zastosowano
sekwencjonowanie nowej generacji catego cksomu (ang. Whole Exome Sequencing; WES)



oraz unikalna. zaprojektowanej w 7akladzie Genetyki Molekularnej. Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN. procedure sckwencjonowania catego miRNomu (ang. Whole miRNome
Sequencing; WMS). W wyniku przeprowadzonych analiz molckularnych lacznie zostalo
wykrytych ponad 80 tysiecy mutacji somatycznych z czego ponad potowa wystgpowata w
regionach nickodujgeych. w ktorych czgstos¢ mutacji byta zblizona do tej w regionach
kodujacych. Najczestsza sygnaturg mutacyjna, wystepujaca we wszystkich probkach, byta
sygnatura 7, co potwierdza, 7¢ gtdéwnym czynnikiem mutagennym w BCC jest
promieniowanie stoneczne. Autorka wskazuje na zmiany w genach BAD, DHODH oraz
CHCHD2 jako potencjalnie nap¢dzajace karcynogencze BCC. Wérod mutacji nickodujacych
171 zostato wykrytych w genach miRNA. w tym w roznych funkcjonalnych elementach tych
oenow, kluczowych dla biogenezy i funkcjonowania czasteczek miRNA. Najczescie]
mutowanym genem miRNA byl MIR3928 o dobrze udokumentowanej funkeji w
nowotworzeniu. Wygenerowane dane pozwolity rowniez na przeprowadzenie pierwszej
kompleksowej analizy zmian liczby kopii w BCC. w wyniku ktorej. miedzy innymi, zostaty
zidentyfikowane czgste delecje dlugiego ramienia chromosomu 9 (chr9q), obejmujacego
kluczowy dla BCC gen supresorowy PTCH]1 oraz czeste duplikacje krotkiego ramienia
chromosomu 9 (chr9p) zawicrajgcego gen JAK?2 oraz geny ligandow PD-L1 oraz PD-L2
bedacych kluczowymi elementami punktéw kontrolnych odpowiedzi immunologiczne.
Wsrad gendw najezescic] mutowanych w sekwencjach kodujacych zidentyfikowano takie
geny jak PTCHI, TP53, MYCN czy geny NOTCH.

Na podstawic uzyskanych wynikow autorka przedstawita 9 wnioskow

1. Wykorzystanie standardowego systemu WES, poza identyfikacja mutacji w czesciach
kodujacych genow, pozwala na wykrycie znacznej iloscl nowotworowych mutacji
somatycznych w nickodujacych czeseiach genow. Globalna czestos¢ mutacji w regionach
nickodujacych zblizona jest do czestosei mutacji w regionach kodujacych.

2. BCC charakteryzuje si¢ najwyzszym obciazeniem mutacyjnym wsrod NOWOtWOTOW

3. Analiza typow mutacji wskazuje, z¢ najczestszg sygnatura mutacyjna (najsilniej zwigzang z
analizowanymi probkami BCC) jest sygnatura 7.

4. Analiza mutacji w regionach nickodujacych wykazata istnienie regionéw o podwyzszonej
czestosei mutacji, regionow zawicrajgce gorace miejsca mutacji oraz regionow, w ktorych
mutacje wskazujg ich duzy potencjal jako elementow napedzajacych dla rozwoju BC C.Do
najcieckawszych takich regionow naleza 3’UTR genu BAD, S"UTR (sekwencja Kozak) genu
DHODH oraz 5"UTR genu CHCHD?2.

5. Analiza mutacji w sekwencjach kodujacych potwierdzita duza zgodnos¢ z wezesniejszymi
wynikami sekwencjonowania tych regionéw w BCC. zidentyfikowano mi¢dzy innymi czgste
mutacje i/lub napedzajacy charakter takich genow jak PTCHI1. TP53, MYCN czy geny z
rodziny NOTCH. Ta duza zgodnos¢ z wezeéniejszymi wynikami potwierdza poprawnosé
przeprowadzonej analizy a tym samym wiarygodnos$¢ uzyskanych wynikow.



6. Przeprowadzenie sekwencjonowania genéw miRNA pozwolito na wykrycie znacznej
liczby mutacji somatycznych w genach miRNA w BCC. Srednia liczba mutacji w genach
miRNA wynosita 6.3 mutacje na probke BCC, a wykryte mutacje wystgpowaty we
wszystkich subregionach gendw miRNA. w tym w elementach funkcjonalnych takich jak
region zZrodlowy, co wskazuje. ze mutacje somatyczne w genach miRNA moga
zaklocac/uszkadzaé funkcjonowanie tych gendw. Nalezy jednak zaznaczyc, ze ze wzgledu na
malg liczbe analizowanych probek i w konsekwencji malg liczbe wykrytych mutacji nie
mozliwe jest na tym etapie wyclaganie wnioskdw o konsekwencjach czy to molekularnych
czy klinicznych tych mutacji. Sugeruje to koniecznogé kontynuowania podobnych badan w
wickszych grupach probek.

7. 7 wyjatkiem nieco WYZS7€g0 poziomu przypisania sygnatury mutacyjnej do sygnatury 7 w
probkach typu guzkowego, przeprowadzona analiza nie wskazuje na zadne istotne
molekularne réznice mi¢dzy podtypem guzkowym i powierzchniowym BCC.

8. Przeprowadzona kompleksowa analiza zmian liczby kopii wskazala na istnienie licznych
regiondow o podwyzszone] czestosei zmian liczby kopii, zaréwno lokalnych jak i zmian
obejmujacych cate ramiona chromosoméw. Do najwaznicjszych wykrytych zmian nalezag
czeste delecje dhugiego ramicnia chromosomu 9 ; czgste duplikacje krotkiego ramienia
chromosomu 9 zawierajace odpowiednio gen PTCHI oraz geny JAK2, PDL1 i PDL2. ktore
moga mie¢ duze znaczenic dla rozwoju BCC
9. Analizy przeprowadzone w zakresic mutac

jt nickodujacych mialy charakter wstepny
(pionierski) i zostaly wykonane na relatywnie niewielkicj grupie probek, dlatego uzyskane
wyniki, na tym etapie, nie pozwalaja na wyciaganie glgbszych konkluzji, czy 10 0 znaczeniu
molekularnym czy klinicznym wykrytych mutacji. Uzyskane wyniki wymagaja weryfikacji w
wigkszych grupach probek i w odpowiednich testach funkcjonalnych. Przeprowadzona
analiza, jest jednak pierwszym krokiem w analizie sekwencji niekodujacych w BCC. silnie
wskazujacym potencjat fi unkcjonalny zmiennosci somatyczne] w tych regionach i koniecznosé
dalszej bardziej dogtebnej analizy mutacji nickodujacych w BCC i w innych nowotworach.

Temat pracy realizowanej przez doktorantke uwazam za dobrze dobrany i jednoczesnie
niezwykle ambitny, zwazywszy na bardzo skromny arsenal srodkow stuzacych do analiz
patogennosci zmian znajdujacych si¢ w czgsciach nie koduj acych genomu. Warsztat
badawczy obejmujacy najnowsze techniki sekwencjonowania jak i analizy baz danych oraz
in-silico jest imponujacy. Technika WES charakteryzuje si¢ sporym ryzykiem generowania
wynikow zaréwno falszywie ujemnych jak i dodatnich. Dlatego uzasadnione jest
potwierdzanie uzyskanych danych w wybranych probkach za pomoca sekwencjonowania
metodg Sangera, co tez doktorantka wykonata. Troche niedosytu budzi mala liczba badanych
rakow podstawnokomérkowych. Nie znalaztem rownicz charakterystyki badanej grupy
(glownie takich danych Jak wiek, liczba mezezyzn/kobiet i, typy histologiczne BCC) -
zwlaszcza jesli doktorantka formutuje wniosek dotyczacy molckularnych roznic miedzy
podtypem guzkowym i powierzchniowym BCC. 7 wyjgtkiem tegoz wniosku uwazam, ze
przedstawione wyniki uprawniajg autorke¢ do postawicnia pozostalych konkluzji.



7, obowiazku recenzenta ponizej przedstawiam kilka pozostatych uwag. nie wplywajacych na
wartosc rozprawy.

1) Wniosek nr 9 wydaje si¢ by¢ niezbyt przejrzyscie sformutowany. Doktorantka twierdzi, ze
uzyskane wyniki nie pozwalaja na wyciaganie glebszych konkluzji- czy to 0 znaczeniu
molekularnym czy klinicznym wykrytych mutacji- nastepnie za$ sugeruje, ze uzyskane dane
silnie wskazuja na potencjal funkcjonalny zmiennosci somatycznej w badanych regionach
DNA.

2) W streszezeniu zabraklo podsumowania wynikow i wnioskow.

3) We wstepie doktorantka wymienia zmiany przednowotworowe, na podtozu ktdrych moze
rozwinaé si¢ BCC. Nalezaloby dodaé. z¢ najczgsciej nowotwor ten pojawia si¢ de novo.

4) We wstepie autorka wymienia odmiany BCC. Brakuje postaci barwnikowej BC C

4) Znaleziono kilka drobnych powtorzen jezykowych, na przyklad : ... z czego ponad polowa
wystgpowata w regionach nickodujacych, w ktorych czesto$¢é mutacji byta zblizona do te) w
regionach kodujacych.”

Podsumowujgc uwazam, 72¢ W przedstawionej rozprawie doktorantka prezentuje bardzo
wysoki poziom naukowy. Wartos$¢ tych badan potwierdza poziom czasopisma, gdzie wyniki
tych prac opublikowano. Rozprawa doktorska jest wynikiem intensywnej pracy przez lata i to
nie tylko doktoranta, ale catego zespolu profesora Kozlowskiego. Dalsze badania prowadzone
w tak dobrze przygotowanym zespole z ogromnym zapleczem zapewne przyczynig si¢ do
rozwoju wiedzy w tym sakresie. Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia
warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 z¢ zm.). Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy
wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669
ze zm.) oraz w Sposobie postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w Instytucie
Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwala Rady Naukowe] [CHB PAN nr
56/2023/Internet z dnia 29 marca 2023 1.) i wnioskuje do Rady Naukowe] Instytutu Chemii
Biooreanicznej PAN o dopuszezenie mer Pauliny Nawrockicj-Muszynskicj do dalszych
ctapow postgpowania o nadanic stopnia doktora w w dziedzinic nauki $cisle i przyrodnicze.
dyscyplinie nauki biologiczne. Proponuj¢ rownicz 0 wyrdznienie rozprawy nagroda summa
cum laude.

Szczecin, 18.04.2023

Todeu U')g b

Prof. dr hab. n med. Tadeusz Debniak



