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Ocena

Rozprawy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Mrowiec p.t.
.Wykorzystanie profilu metabolitbw surowicy w ocenie ryzyka zachorowania na raka piersi”

Btyskawiczny postep technik biologii molekularnej znaczaco zwiekszyt dostepne
biologom i lekarzom mozliwosci wgladu w strukture i funkcje organizméw zywych na
poziomie komoérkowym lub subkomérkowym. Mozliwos¢ kompleksowego badania ilosci
wszystkich biatek, ekspresji wszystkich gendw lub ilosci wszystkich metabolitéw — zbierana
pod parasolem zwanym badaniami omicznymi - umozliwia nadzwyczaj doktadny i
holistyczny wglad w toczace si¢ procesy, ich interakcje i wspétzaleznosci. Wséréd badan
omicznych badanie metabolomu jest tym, ktére pozwala na ocene finalnych skutkéw
procesow regulujgcych ekspresje gendw, biatek i aktywnoséci proceséw biologicznych.
Badania te czesto dostarczajg fundamentalnych informacji na temat mozliwych do
oznaczania prostych biomarkeréw i dynamicznie zmieniajgcych sie wskaznikéw aktywnosSci
choroby. Zagadnienia dotyczace badania metabolomu w onkologii, ze szczegdlinym
naciskiem potozonym na raka piersi, stanowig o$ pracy doktorskiej mgr inz. Katarzyny
Mrowiec.

Oceniana praca ma ukiad IMRaD, typowy dla prac badawczych w naukach
medycznych. Po obszernym wstepie, przedstawiona jest sekcja wynikow i ich oméwienie,
po czym prace zamyka opis wykorzystanych w projekcie metod molekularnych. Ciekawym
elementem jest przedstawienie gtéwnych osiggnie¢ Doktorantki przed wstepem pracy —
pozwala to w prosty sposéb zapozna¢ si¢ z jej karierg naukowg i oceni¢ jako$¢ juz
opublikowanych oraz przedstawionych podczas konferencji prac naukowych.

Gtéwny tekst pracy doktorskiej liczy 86 stron maszynopisu. Gtéwnym watkiem wstepu
jest omoéwienie technik omicznych, zapoznanie czytelnika z ich metodykg, wskazanie na

dotychczasowe kluczowe odkrycia w tym obszarze i mozliwe perspektywy rozwoju. Rozdziat
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ten zwigzZle i przejrzy$cie podsumowuje bardzo ztozone i zaawansowane obszary badan.
Widocznym jest jak duzym zainteresowaniem s$rodowiska naukowego charakteryzujg sie
obecnie badania omiczne, a to w jaki sposdb autorka je opisuje $wiadczy o dobrej
znajomosci badanej tematyki i $wiadomosci ich miejsca we wspoiczesnej onkologii.

Metody zastosowane w pracy opisano ze szczegdtami technicznymi na 13 stronach
rozprawy. Rozdziat obejmuje charakterystyke kliniczng grup pacjentek ktérych prébki
wykorzystano w badaniach. Pierwszg byta kohorta HUNT2 zebrana w Norwegii a drugg
grupa zrekrutowana w jednostce macierzystej doktorantki. Selekcja pacjentek odpowiadata
celom badawczym postawionym w pracy. Dalszg cze$é sekcji metod stanowig opisy
optymalizacji procedur oznaczania metabolitéw, ze szczegolnym naciskiem potozonym na
zabezpieczenie wynikow badan przed zrodiami zaklocen wynikajgcych z technik
pomiarowych, ukladu prébek, sekwencji oznaczania i innych czynnikbw mogacych
maskowac poszukiwane przez Doktorantke zaleznosci o biologicznym i klinicznym
znaczeniu. Wykorzystane techniki molekularne byly adekwatne do realizacji zamierzen
projektu i przeprowadzone zgodnie z zasadami sztuki Zauwazalny jest ogrom pracy wiozony
w optymalizacje warunkéw reakcji stuzgcych realizacji celu pracy oraz dbato$é o szczegoty.
Podsumowujgc, rozdziat ten obrazuje calo$é  skrupulatnie zaplanowanych i
przeprowadzonych eksperymentéw pozwalajgc, w moim odczuciu, na ich powtérzenie i
weryfikacjg przez innych naukowcéw, co speinia kryteria eksperymentalnej pracy naukowej.

Zastosowane techniki statystyczne zostaty opisane w sposéb zrozumiaty. Przyjete
podejscie analityczne byto poprawne, jakkolwiek sekwencja badan rozpoczeta od grupy
HUNT2 (z pomiarami wyprzedzajgcymi rozpoznanie) z analiza case-control
przeprowadzong w kolejnym etapie wydaje sig by¢ trudniejszym wariantem niz kolejnosé, w
ktorym najpierw analizowanoby probki o najwigkszych potencjalnych roznicach (rak vs
kontrola), a potem walidowano gradient zmian réznicujgcych metabolitéw zaleznie od wieku
i czasu do rozpoznania.

Wyniki badan, przedstawione na 30 stronach maszynopisu w przejrzysty sposoéb
pokazujg naktad pracy Doktorantki. Sekcja wynikéw ilustrowana za pomocg kilkudziesigciu
klarownych rycin i tabel w czytelny i logiczny sposéb ilustrujg plan i wykonanie badan
zmierzajgcych do realizacji zamierzonych celéw pracy. Pierwsza sekcja wynikéw opisuje
sekwencj¢ badar oraz problemy techniczne napotkane podczas ich wykonywania i metody
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wykorzystane do poprawy jakos$ci wynikow. Sa to informacje istotne potwierdzajace
znajomos¢ technik badawczych przez doktorantke, jakkolwiek niebedace w ostatecznym
rozrachunku warto$ciowymi poznawczo odkryciami. Niemniej, jesli dobrze zrozumiatem
intencje Doktorantki, dzigki tym zabiegom mozliwe bylo wykalibrowanie metod pomiarowych
| przeprowadzenie kluczowych oznaczen w maksymalnie jednolity technicznie sposéb.
Kolejne sekcje wynikéw koncentrujg sie na opisie profili iloéci metabolitéw w kohorcie
HUNT2 i identyfikacji zwigzkéw ich zmiennosci z czynnikami klinicznymi takimi jak wiek
pacjentek oraz czas do rozpoznania nowotworu. Zidentyfikowane réznice i efekty nie
wykazywaly roznic na tyle duzych by wyrazne byly oczywiste metody wykorzystania
poszczegéinych metabolitéw lub ich zbioréw do efektywnej separacji klas lub predykcji
czasu do nowotworu. Jakkolwiek zidentyfikowano potencjalnie ciekawe zwigzki stezen
cytruliny, glicyny, glutaminy i innych aminokwaséw z wiekiem lub czasem do rozpoznania w
sekcji tej brakowato mi préb nadania opisywanym wynikom kontekstu biologicznego oraz
poszukiwania mozliwosci praktycznego zastosowania opisywanych zalezno$ci. Kolejna
sekcja dotyczy badania poréwnawczego pacjentek z rozpoznanym rakiem piersi
poréwnywanych z grupg kontrolng. W sekcji tej Autorka zagtebia sie bardziej w biologie
obserwowanych zalezno$ci i wskazuje na mozliwe procesy powigzane z obserwowanymi
zmianami profili metabolitdw surowicy. Dos¢ zaskakujgco, w tej sekcji réwniez brakuje
troche prob poszukiwania metod pozwalajgcych na separacje klas lub wskazanie na
mozliwe kierunki wykorzystania zidentyfikowanych réznic ilosci metabolitéw w klinicznie
uzyteczny sposob. Sekcje wynikéw zamyka poréwnanie profili metabolitéw pomiedzy grupa
kontrolng a 4 grupami pacjentek z réznymi nowotworami. O ile koncepcja ta jest naukowo
ciekawa, brakowato mi w opisie jej doktadniejszej charakterystyki klinicznej grup oraz
uzasadnienia wyboru tych konkretnych typdw nowotworéw oraz sposobu rekrutacii
pacjentow. Stopnie zaawansowania, wiek i niewatpliwie czynniki ryzyka, réznity sie istotnie
pomigdzy grupami, a biorgc pod uwage to jak ultraczutg metodq Doktorantka prowadzita
badania, mozna sgdzi¢, ze niektére z czynnikéw klinicznych mogty w znacznym stopniu
nakfadac si¢ na efekt badanego czynnika (typ nowotworu vs grupa kontroina).
Sekcja dyskusji odnosi si¢ do aktualnych pozycji literatury $wiatowej, nadaje wynikom
odpowiedni kontekst i ttumaczy przypuszczalne przyczyny obserwowanych zaleznosci. Nie
budzi ona istotnych zastrzezen. Pi$miennictwo obejmuje ponad 150 pozycji w uktadzie
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alfabetycznym, w wigkszosci opublikowane w ostatnich 10 latach w opiniotworczych,
migdzynarodowych czasopismach onkologicznych, co $wiadczy o aktualnosci poruszanego
tematu i olbrzymim zainteresowaniu tym obszarem badar biomedycznych.

Prace zamyka zwigzla sekcja Wnioskéw, w syntetyczny i logiczny sposéb formutujaca
wynikajace z wynikow pracy wnioski dobrze podsumowujace znaczenie i implikacje
przedstawionych w pracy odkry¢. Ogétem, pod wzgledem merytorycznej zawartosci,
poprawnosci zaplanowania badan, ich przeprowadzenia, jak rowniez pod wzgledem ogéinej
formy i organizacii treci pracy, rozprawe mgr inz. Katarzyny Mrowiec oceniam wysoko.
Chociaz w catosci rozprawa nie budzi watpliwosci w zakresie oryginalnosci tematyki
badawczej, zastosowanej metodyki badan, czy interpretacji wynikéw tych badan, po jej
lekturze nasuneto mi sig kilka pytan, na ktére odpowiedzi nie bytem w stanie wydedukowaé
w oparciu o tekst pracy. Czes$¢ z nich wynika z mojej wtasnej badawczej ciekawosci oraz
Jakkolwiek zapewne przekracza zakres wykonanych lub planowanych prac to by¢ moze
stanie sig¢ przyczynkiem do ciekawej dyskusji lub kolejnych projektéw:

1. Lektura publikacji w obszarze metabolomiki w raku piersi wskazuje, iz mgr inz.
Mrowiec byta autorem kilku wartoéciowych prac w obszarze badan
metabolomicznych opublikowanych w latach 2020-2024. Mimo to zadna z nich nie
byla cytowana w niniejszej rozprawie. Czy w wynikach tamze opisanych znajduja sie
rozwinigcia koncepcji badanej w niniejszym doktoracie? Poigczenie grup lub
wsparcie opisanych wynikéw analizg wigkszej liczby prébek bytoby korzystnym
zabiegiem wzmacniajgcym poziom naukowy ocenianej rozprawy.

2. O ile brak roznic obserwowanych pomiedzy grupami kohorty HUNT2 mozna
tlumaczy¢ niewielkim biologicznym efektem odlegtych onkologicznych punktéw
koncowych, o tyle zastanawiajgcy jest brak podjecia proby analizy statystycznej
ukierunkowanej na stworzenie modeli diagnostycznych w oparciu o zgromadzong
lokalnie grupe kobiet. Co stato na przeszkodzie by okreslic potencjat separacji klas w
zebranym materiale w obu etapach pracy?

3. Na ile wyniki uzyskane w oparciu o analize metabolomiczng prébek surowicy
korespondujg z procesami metabolicznymi zachodzgcymi na poziomie tkankowym,
opisanych w literaturze lub zamieszczonych w ogélnodostepnych zbiorach danych
metabolomicznych, proteomicznych lub transkryptomicznych?

Department of Biostatistics

& Translational Medicine 'W
92-215 Lodz, 15 Mazowiecka st.
a.mail-htm @&mimed lodr ol T R P



MEDICAL
UNIVERSITY
OF 1D/

4. Jakie wzgledy statystyczne lub techniczne zadecydowaty o ustaleniu liczebnosci
grupy do analizy ,pan-cancer signature™? Uwzgledniajac wczeéniejsze obserwacje o

zwigzku wieku z profilem metabolitow zdecydowanie sie na dobér grupy kontrolnej
istotnie mtodszej od wszystkich 4 grup onkologicznych bylo zabiegiem ryzykownym.
Co wigcej, zwigkszenie liczebnosci grupy kontrolnej (choéby kosztem ograniczenia
ktorejs z grup onkologicznych) pozwolitoby na podjecie proby tworzenia modeli
klasyfikacyjnych o potencjalnym charakterze aplikacyjnym.

5. W jaki sposéb dokonano wyboru 35 pacjentek do badania sygnatury pan-cancer
sposrod 95 pacjentek kontrolnych? Czy przeprowadzono to metodg losowa, a jesli
tak, to w jaki spos6b zapewniono reprezentatywnosé grup?

6. Poszukiwania sygnatury uniwersalnej dla 4 typéw rakow jest niewatpliwie ciekawg
koncepcjg badawcza. Charakterystyka kliniczna przedstawionych grup wskazuje na
mozliwos¢ realizacji innej, klinicznie uzytecznej analizy — poszukiwania biomarkeréw,
ktdre bylyby typowe dla stadiéw wczesnych i zaawansowanych. O ile w przypadku
podgrupy pacjentéw z HNC byloby to niemozliwe, to w przypadku pozostatych trzech
grup liczba pacjentéw ze stadiami | lub Il byta wystarczajaca. Sprawdzenie, ktére ze
zidentyfikowanych metabolitéw charakteryzujg sie gradientem stezen kontrola ->
stadium wczesne -> stadium zaawansowane pozwolitoby, przynajmniej czesciowo
zwalidowac obserwacje dotyczace dynamiki zmian stezen metabolitéw w zaleznosci
od czasu do rozwoju raka piersi u pacjentek z kohorty HUNT2. Czy podjeto préby
takiej analizy?

Jak w kazdej pracy o tej objgtosci Autorce zdarzyto sig kilka literéwek, bleddw
Jjezykowych (kancerogeneza zamiast karcynogenezy, ilo$¢ cigz zamiast liczba, nie losowa
zamiast nielosowq itp.) i niezreczno$ci stylistycznych. Podobnie Autorka pomija niektére
istotne szczegOty kliniczne, np. wykorzystanie ultrasonografii do wsparcia procedur
skriningowych w niektérych krajach. Jednakze btedy te niewatpliwie zostang one usunigte
podczas korekty edytorskiej wersji przygotowywanej do publikacji w jezyku Angielskim.
Powyzsze drobne uwagi nie umniejszajg w Zadnym stopniu warto$ci merytorycznej
rozprawy i mojej bardzo pozytywnej opinii o wyrdézniajgcej sie pracy Pani mgr inz. Katarzyny

Mrowiec.
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W podsumowaniu stwierdzam, ze ta bardzo warto$ciowa rozprawa jest $wiadectwem,

iz Doktorantka wykazata umiejetno$¢ samodzielnego rozwigzywania probleméw naukowych
i badawczych, wykazujgc potrzebng do tego wiedze, jak i przygotowanie teoretyczne w
zakresie zagadnien, ktérych rozprawa dotyczy. Praca ta zawiera bez watpienia elementy
nowosci naukowej, a przedstawione wyniki wskazuja, ze cele badawcze stawiane przez
Doktorantke zostaly zrealizowane z nadwyzka.

Uwzgledniajac warsztat badawczy i istotne wartosci poznawcze z duzg
przyjemnoscig przedktadam Radzie Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii im. M.
Sktodowskiej-Curie — Panistwowego Instytutu Badawczego wniosek o dopuszczenie mgr inz.
Katarzyny Mrowiec do dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz publicznej obrony
pracy doktorskie;.

todz, dnia 6 Czerwca 2024 roku
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