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Znaczenie podjetych badan

Rak podstawnokomodrkowy skory (ang. basal cell carcinoma, BCC) to bardzo czesty nowotwoér ztosliwy
0 wcigz niewyjasnionej etiologii. Znaczenie mutacji w regionach niekodujacych oraz zmian liczby kopii
gendw, analizowanych w skali catego genomu, stanowig w tym nowotworze nowy obszar badawczy.
Podjete badania majg zatem charakter nowatorski i sg istotne dla zrozumienia przyczyn powstawania
tego nowotworu oraz potencjalnie dla rozwoju diagnostyki i terapii celowanych.

Struktura rozprawy i ocena formalna

Praca ma forme monografii, zawierajacej sie na 178 stronach (wraz z zatacznikami) i obejmuje
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz publikacji, ktérych Doktorantka jest wspdtautorka,
wstep, cele badan, wyniki, dyskusje, podsumowanie gtéwnych wynikéw i wnioskdw, materiaty i
metody, wykaz skrétow, wykaz zrédet finansowania i bibliografie. Praca zawiera 45 rycin i 13 tabel.

Uktad pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich, jednak zwraca uwage fakt, ze w pracy nie
sformutowano hipotezy. Wynika to najpewniej z tego, ze badania Doktorantki, jak wiekszo$¢ badan z
wykorzystaniem technik wysokoprzespustowych, majg charakter eksplotracyjny. Takie badania
okreslane sg czesto terminem fishing expedition, ktdremu, zupetnie niestusznie moim zdaniem, nadaje
sie niekiedy niezbyt pochlebny wydzwiek. Ich krytyka opiera sie wtasnie o to, ze nie sg to badania
wywiedzione z hipotezy (hypothesis driven). Rzeczywiscie w badaniach eksploracyjnych sformutowanie
hipotezy bywa nietatwe, jednak nie niemozliwe. Naturalnie, hipoteza w takim badaniu musi miec
charakter ogdlny i nie jest to niczym niewtasciwym. W tej pracy, przyktadowo hipoteza mogtaby
brzmie¢: ,Somatyczne mutacje w regionach niekodujgcych gendéw kodujgcych biatka, mutacje w
genach miRNA oraz zmiany liczby kopii gendw obejmujq aberracje o potencjalnym znaczeniu dla
patogenezy BCC.”

Ocena merytoryczna rozprawy
Wstep

Doktorantka w sposéb zwiezty i klarowny opisata podstawowe zjawiska i terminy, istotne dla
tematyki badan. Przedstawita cechy komdrek nowotwordéw ztosliwych, zwrécita uwage na znaczenie
somatycznych mutacji i zmian liczby kopii gendéw oraz czynnikdw epigenetycznych w rozwoju
wiekszosci nowotworéw oraz na rdéznice w liczbie mutacji somatycznych w zaleznosci od typu
nowotworu. Wyjasnita pojecie obcigzenia mutacyjnego nowotworu (ang. tumor mutation burden),
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pojecie sygnatur mutacyjnych oraz scharakteryzowata mechanizmy zwigzane z powstawaniem
okreslonych sygnatur mutacyjnych. Jest to o tyle istotne, ze rak podstawnokomérkowy skory, nalezy
do nowotworéw o najwyzszym obcigzeniu mutacyjnym i wykazuje silng zalezno$¢ od mutagennego
dziatania promieniowania UV. Doktorantka omdwita pojecia mutacji napedzajgcych nowotworzenie,
mutacji towarzyszacych (ang. driver and passenger mutations), aktywacje protoonkogendw oraz utrate
funkcji gendw supresorowych.

Czes¢ wstepu poswiecono omoéwieniu metod i wyzwan zwigzanych z identyfikacjg zmian
somatycznych w regionach niekodujgcych genomu. Identyfikacja mutacji napedzajacych
nowotworzenie, jest zadaniem nietrywialnym w przypadku mutacji w kodujgcej czesci genomu, a tym
bardziej trudnym w przypadku mutacji w regionach niekodujgcych. Problem stanowi przede wszystkim
trudnos¢ z okresleniem konsekwencji mutacji w regionach niekodujgcych oraz brak odpowiednich
narzedzi bioinformatycznych i statystycznych dedykowanych analizie funkcjonalnosci mutacji w
regionach niekodujgcych. Doktorantka zarysowata aktualny stan wiedzy na temat wystepowania
mutacji w rejonach niekodujgcych w réznych typach nowotwordw, zaznaczajgc, ze sg to nieliczne
prace. Warto podkresli¢, ze wsréd nich sg artykuty dotyczgce mutacji w genie MIR142, opublikowane
przez grupe Prof. Piotra Koztowskiego, promotora pracy, a Doktorantka jest trzecig autorka jednej z
tych prac.

We wstepie Doktorantka precyzuje, ze jej badania dotyczg niekodujgcych regionéw gendw,
ktore kodujg biatka (promotory gendw, regiony 5’UTR, introny, regiony 3’UTR) oraz genéw kodujgcych
miRNA, charakteryzuje te regiony i omawia potencjalne efekty mutacji w tych regionach. Omawia
metody wykrywania mutacji somatycznych i zwraca uwage na dwa miedzynarodowe projekty istotne
dla poznania genetyki nowotwordw: The Cancer Genome Atlas (TCGA) oraz International Cancer
Genome Consortium (ICGC).

Oddzielng czes¢ wstepu poswiecono charakterystyce raka podstawnokomérkowego skory.
Doktorantka przedstawita aktualny stan wiedzy na temat jego epidemiologii, etiologii i klasyfikacji oraz
na temat gendw kodujgcych biatka i Sciezek sygnatowych najczesciej ulegajacych deregulacji w tym
nowotworze oraz na temat roli zaburzen ekspresji miRNA.

Podsumowujac, Doktorantka umiejetnie dobrata zakres prezentowane. Wstep, zawierajgcy sie
na 23 stronach, ma logiczng konstrukcje, jest dobrze skomponowany i wywazony pod wzgledem
szczegdtowosci omawianych tresci.

Cele

Cele pracy zostaty jasno sformutowane, z podziatem na:

e cel gtdwny — charakterystyka mutacji somatycznych w wybranych niekodujgcych czesciach
genomu oraz

e cel dodatkowy — charakterystyka mutacji w regionach kodujgcych biatka, jako rodzaj walidacji,

Sformutowano takze 6 celéw szczegdtowych, obejmujgcych: 1/ sekwencjonowanie typu WES (ang.

whole exome sequencing); 2/sekwencjonowanie catego miRNomu (ang. Whole miRNome Sequencing;

WMS); 3/charakterystyke mutacji w wybranych regionach niekodujgcych; 4/identyfikacje gendéw

powtarzalnie ulegajgcych mutacjom oraz potencjalnych mutacji napedzajgcych; 5/catogenomowa

analize zmian liczby kopii gendw; 6/ wstepng analize funkcjonalng wybranych mutacji somatycznych.

Cele sg ambitne i majg prowadzi¢ do pierwszej tak szeroko zakrojonej analizy zmian somatycznych w
wybranych regionach niekodujgcych w tym nowotworze.

Wyniki
Wyniki opisano na 60 stronach, z podziatem na trzy gtdwne rozdziaty, zawierajgcych tgcznie
kilkanascie podrozdziatow.

Do najwazniejszych wynikow uzyskanych przez Doktorantke nalezg w mojej ocenie:



1/ identyfikacja i szczegétowa charakterystyka mutacji w genach kodujacych biatka (w regionach
kodujgcych i wybranych regionach niekodujgcych), uwzgledniajaca liczbe i udziat procentowy mutacji,
Srednig wartosc¢ czestosci allelu alternatywnego, liczbe i udziat procentowy mutacji typu SBS i DBS oraz
liczbe zidentyfikowanych goracych punktow mutacji;

2/ wykazanie, ze warto$¢ TMB w BCC znacznie przewyzsza wartos¢ tego parametru we wszystkich
poréownywanych typach nowotwordéw;

3/ zidentyfikowanie nieraportowanych dotad w zadnym nowotworze gorgcych punktéw mutacji w
regionach kodujgcych gendéw TNFAIP2 i EZH2 oraz w 3’'UTR genu BAD i w 5’UTR genu DHODH;

4/ wskazanie gendw najczesciej ulegajgcych mutacjom w BCC, w tym gendw nigdy wczesniej nie
raportowanych jako geny czesto mutowane w tym nowotworze;

6/ wskazanie gendw potencjalnie napedzajgcych rozwdj BCC;

7/ identyfikacja regiondw istotnie wzbogaconych w zmiany liczby kopii gendéw, w tym o potencjale
napedzajgcym;

8/ identyfikacja i szczegotowa charakterystyka mutacji w genach miRNA, z uwzglednieniem lokalizacji
mutacji w poszczegdlnych subregionach prekursorow miRNA oraz identyfikacja genu miRNA czesto

mutowanego w BCC (MIR3928) i wykonanie modelowania 3D dla oceny efektéw mutacji na strukture
prekursora miRNA;

11/ wykazanie zmiany w puli gendéw potencjalnie regulowanych przez miRNA w przypadku mutacji
dotyczacych rejonu zrédtowego (seed);

10/ wykazanie, ze mutacje w regionach kodujgcych i w badanych regionach niekodujgcych wykazuja
charakterystyke typowa dla nowotworéw zwigzanych z ekspozycjg na promieniowanie stoneczne.

Co wazne, niemal wszystkie mutacje zidentyfikowane metodg NGS wybrane do walidacji metoda
sekwencjonowania Sangera zostaty potwierdzone, a zmiany liczby kopii gendw zwalidowano z uzyciem
samodzielnie opracowanego testu wykorzystujgcego metode MLPA.

Szczegdlnie dla mnie ciekawym elementem pracy jest czesé poswiecona identyfikacji gendw,
ktdrych mutacje i zmiany liczby kopii majg potencjalny charakter napedzajgcy rozwéj BCC. Cenne jest
zestawianie uzyskanych wynikéw z danymi dotyczgcymi innych nowotwordw, dostepnymi w bazie
TCGA, co jest istotne dla oceny potencjatu napedzajgcego mutacji oraz nadaje szerszy kontekst
badaniom Doktorantki.

Dyskusja

Dyskusja zawiera sie na 10 stronach i stanowi zwiezte omoéwienie najwazniejszych rezultatéw
pracy. Najwiecej uwagi Doktorantka poswieca genom, ktdre zidentyfikowata jako najczesciej
mutowane w BCC, zawierajgce gorgce punkty mutacji oraz w przypadku ktérych wykazata potencjat
napedzajgcy. Doktorantka przedstawita aktualny stan wiedzy na temat genéw BAD i CHCHDZ2
(zaangazowanych w regulacje apoptozy) oraz genu DHODH, dla ktérego w analizie poréwnawczej z
danymi z TCGA Doktorantka wykazata, ze mutacje w 5’UTR tego genu sg specyficzne wytgcznie dla BCC
i nie byly jak dotad raportowane w zadnym innym nowotworze. Sposréd zmian liczby kopii,
Doktorantka najwiecej uwagi poswieca delecjom i amplifikacjom ramion chromosomu 9, zwracajac
uwage na potencjalne znaczenie tych drugich dla wrazliwosci na leki celowane (w tym przeciwciata
anty PD-1, np. niwolumab). Podkresla, ze identyfikacja zmian liczby kopii genéw moze by¢ potencjalnie
pomocna w kwalifikacji pacjentéw do leczenia celowanego molekularnie. Doktorantka omawia
rowniez najwazniejsze wyniki analizy mutacji w genach miRNA, zachowujac przy tym odpowiednig
ostroznos¢ w ich interpretacji. Zwraca uwage na trudno$¢ jednoznacznego wnioskowania wobec
stosunkowo niewielkiej liczby mutacji wykrytych w genach miRNA i relatywnie nieduzej liczby
badanych prébek. Czynniki te utrudniajg okreslenie, czy mutacje te mogg miec¢ charakter napedzajgcy.

Na uwage zastuguje czes¢ dyskusji dotyczgca mutacji w sekwencji kodujgcej gendw FLG i FLG2,
kodujgcych profilagryne, istotng dla wiasciwego funkcjonowania warstwy rogowej naskérka. Mutacje
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w tych genach byly dotad sporadycznie obserwowane w BCC i uwazane za mutacje pasazerskie.
Mutacje germinalne sg natomiast czeste w populacji kaukaskiej i wykazano ich zwigzek z chorobami
skory, alergiami pokarmowymi i astmga. Jednak wysoka czesto$¢ mutacji niesynonimicznych w tych
genach stwierdzona przez Doktorantke u pacjentow z BCC moze wskazywac na niedostrzegany dotad
funkcjonalny charakter tych zmian i ich znaczenie dla rozwoju tego nowotworu.

W podsumowaniu dyskusji, Doktorantka wykazuje sie dobrze pojetym krytycyzmem wobec
swojej pracy i wskazuje ograniczenia przeprowadzonych badan. Wséréd nich wymienia relatywnie
niewielkg liczbe badanych prébek, w wiekszo$ci opisowy charakter przeprowadzonych badan i
konieczno$¢ dalszych analiz funkcjonalnych dla potwierdzenia znaczenia wykrytych mutacji dla
rozwoju BCC. Tego typu ograniczenia sg jednak w petni zrozumiate, biorgc pod uwage nowatorski i jak
to okreslono — wstepny charakter przeprowadzonych analiz. W mojej ocenie, praca dostarczyta
znacznej ilosci nowych danych i oryginalnych obserwacji na temat najczesciej mutowanych gendw i
zmian liczby kopii gendw, a uzyskane wyniki stanowig cenne dla srodowiska naukowego zasoby i dobry
punkt wyjscia do dalszych pogtebionych analiz.

Gtowne wyniki i wnioski podsumowano w dziewieciu punktach. W mojej ocenie wszystkie zatozone w
pracy cele zostaty osiggniete.

Materiaty i metody s3 przedstawione wyczerpujgco, klarownie i nie budzg moich watpliwosci.

Uwagi dodatkowe

1. W przypadku wszystkich gendw opisywanych w pracy brakuje rozwiniecia symboli do petnych nazw
gendw. Symbole te nie zostaty rowniez rozwiniete na liscie skrotow.

2. Opisujgc geny, w ktérych wykryto gorgce punkty mutacji, Doktorantka skupita sie na opisie tylko
tych gendw, ktdrych funkcja w BCC lub innych nowotworach zostata dotad najlepiej poznana. Przy
tej liczbie gendw (43), by¢ moze warto bytoby przyjrzec sie rowniez genom mniej poznanym.

3. W tekscie pojawia sie kilka nieprecyzyjnych sformutowan, np.:
str 13

,Kolejng grupe gendw uczestniczgcych w onkogenezie stanowig geny supresorowe, kodujgce biatka
hamujgce proces kancerogenezy, m.in. przez inhibicje proliferacji komoérek czy blokade przejscia
uszkodzonej komdrki na $ciezke apoptozy...”. Zdanie to moze sugerowac, ze geny supresorowe kodujg
biatka powodujace blokade apoptozy, podczas gdy intencjg Doktorantki byto zapewne wyrazenie, ze
mutacje w genach supresorowych hamujg onkogeneze poprzez m.in. pozytywna regulacje apoptozy, a
mutacje prowadzace do utraty funkcji gendéw supresorowych powodujg m.in. blokade apoptozy.

Str 63

,PTPRD katalizuje defosforylacje wybranych biatek prowadzac do zwiekszenia aktywnosci onkogendw,
m.in. STAT3.” Tymczasem STAT3 ulega aktywacji wskutek fosforylacji przez kinazy, a PTPRD jest
fosfatazg i prowadzi do jego defosforylacji. Do aktywacji onkogendw, w tym STAT3, prowadzg mutacje
inaktywujace PTPRD.

4. Na schemacie biogenezy miRNA (Rycina 2) przydatoby sie zaznaczenie faktu transkrypcji pri-
miRNA z sekwencji genomowej przy udziale polimerazy RNA II, gdyz stanowi to niewatpliwe etap
biogenezy miRNA.

5. Tabela 5 (str 62) jest niejasna. Kolumny 3 i 4 tabeli posiadajg ten sam nagtéwek; w kolumnie 5,
zgodnie z nagtéwkiem, powinna byé podana liczba i udziat procentowy, podczas gdy w tabeli w tej
kolumnie znajduje sie tylko jedna wartosé.



Uwagi te jednak nie zmieniajg jednak mojego ogdlnego dobrego wrazenia o tej pracy doktorskiej.

Podsumowanie

W mojej ocenie rozprawa doktorska Pauliny Nawrockiej-Muszyniskiej jest wartosciowym
opracowaniem naukowym waznego i w znacznej mierze niezbadanego problemu badawczego,
dotyczacego poznania aberracji genetycznych w regionach niekodujgcych i ich potencjalnego zwigzku
z rozwojem raka podstawnokomodrkowego skdry. Przygotowana rozprawa doktorska swiadczy o tym,
ze Doktorantka wykazuje sie ogdlng wiedzg teoretyczng w zakresie prowadzonych badan, opanowata
szereg technik badawczych i metod analitycznych, potrafi prowadzi¢ badania naukowe oraz sprawnie
prezentowac i dyskutowac ich wyniki.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi 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 ze
zm.), Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce 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 (uchwata Rady Naukowej ICHB PAN nr
56/2023/Internet z dnia 29 marca 2023 r.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN o dopuszczenie Pauliny Nawrockiej-Muszynskiej do dalszych etapow
postepowania o nadanie stopnia doktora.
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