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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Mrowiec pt. ,Wykorzystanie
profilu metabolitéw surowicy w ocenie ryzyka zachorowania na raka piersi”.

Przyczyng wysokiej smiertelnosci raka piersi u kobiet jest zbyt p6Zzno wykonywana
diagnoza nowotworu, oparta gtéwnie o metody przesiewowe wspomagajgce metody
obrazowe. Tak wiec poszukiwanie nowych metod detekcji w oparciu o réznicowe panele
biomarkerow jest szansg na okreslenie zmian chorobowych na bardzo wczesnym etapie
powstawania nowotworéw. Jednym z potencjalnych zrodet biomarkeréw sg ptyny
ustrojowe, odzwierciadlajgce aktualnie zachodzace procesy metaboliczne w tkankach.
Analiza takich proceséw prowadzona jest czesto w oparciu o0 metabolomike, tj. globalne
lub celowane analizy metabolomu wykonywane gtoéwnie przy uzyciu spektrometrii mas
(MS), bgdz techniki NMR. Mimo niewatpliwego, olbrzymiego postepu w badaniach i
zgromadzonej wiedzy and procesami nowotworowymi, wigczajgc w to badania nad rakiem
piersi, opracowane metody badan sg czaso- i kosztochtonne i dalece mato efektywne w
stosunku do oczekiwan. Dalsze poznawanie proceséw, ktorych wykorzystanie moze
ulepszy¢ stosowane metody jest wiec niewatpliwie uzasadnione.

Przedstawiona do oceny praca doktorska Pani mgr inz. Katarzyny Mrowiec,
zatytutowana ,Wykorzystanie profilu metabolitow surowicy w ocenie ryzyka zachorowania
na raka piersi” doskonale wpisuje sie w te tematyke. Praca doktorska zostata wykonana
w Centrum Badan Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotworéw im Profesora
Mieczystawa Chorgzego, pod kierunkiem Pana prof. dr hab. Piotra Widtaka, ktérego
dotychczasowe osiggniecia w zakresie badan nad mechanizmami molekularnymi
nowotworow przy uzyciu technik multiomicznych i spektrometrii mas sg szeroko znane i
cytowane. Badania przedstawione w niniejszej rozprawie byty zatem, jak mozna sie byto
spodziewa¢, bardzo dobrze =zaplanowane pod wzgledem metodycznym i
metodologicznym. Ogrom pracy, jaki wykonata Doktorantka budzi uznanie, zwracajg tez
uwage liczgce kilkaset gigabajtéw dane suplementarne zawierajgce szczegotowe analizy
wynikow z profilowania metabolitobw za pomocg spektrometrii mas.

Rozprawa ma uktad klasyczny. W obszernym wstepie Doktorantka dyskutuje
szeroko zagadnienie powstawania nowotworow w tym raka piersi wraz z obecnie
przyjmowang klasyfikacjg, znanymi czynnikami ryzyka i epidemiologia. W nastepne;j
czesci Doktorantka skupia sie na metodach detekcji raka piersi oraz wprowadza pojecie

markeréw molekularnych i metabolitéw jako markeréw réznicowych raka. Duza czes¢
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Wstepu dotyczy metabolizmu komérkowego w raku, m.in. glukozy, glutaminy czy
ttuszczéw (lipidow). Wazna i obszerna czesé Wstepu dotyczy definicji zastosowan samej
metabolomiki oraz stosowanych wysokoprzepustowych metod analiz biomarkeréw raka
piersi wigczajgc w to spektroskopie magnetycznego rezonansu jadrowego (z ang. Nuclear
Magnetic Resonance spectroscopy, NMR) oraz spektrometric mas. Cele pracy sg bardzo
dobrze sformutowane, nastepuje po nich obszerny rozdziat dotyczacy Metodyki badan,
obejmujgcy materiat kliniczny stosowany w badaniach, techniczne parametry iloSciowej
analizy metaboliczne surowicy za pomocg MS, oraz szczegodtowe informacje dotyczgce
analizy bioinformatycznej i statystycznej wynikéw, z uwzglednieniem analizy
przyporzgdkowanych szlakéw metabolicznych w oparciu o zidentyfikowane metabolity
réznicujgce. Wyniki zostaty szeroko przedyskutowane w rozdziale 4 (4.1-4.3.4) i
dotyczyly strony technicznej pomiaréw oraz identyfikacji metabolitbw w poszczegdlnych
grupach pacjentek oraz ich poroéwnanie z kobietami zdrowymi w tym samym przedziale
wieku oraz powigzanych z tzw. uniwersalng sygnaturg nowotworowg. Dyskusja jest by¢
moze troche zbyt zwiezta jak na rozmiar pracy, mozna jednak uznac¢, ze odnosi do
wszystkich najwazniejszych wynikéw i rozwaza tematy do dalszych badan. Wyniki zostaty
raz jeszcze zwiezle oméwione w Podsumowaniu (rozdziat 5.5) oraz Wnioskach
koncowych (rozdziat 6). Rozprawe konczy obszerny spis ponad 180 pozycji literatury.
Wyniki analiz bioinformatycznych metabolitow zidentyfikowanych w ilosciowej analizie

metabolomicznej za pomocg MS zawarto w danych suplementarnych (zataczniki do

pracy).
Analiza uzyskanych wynikéw

Jak wynika z tytutu, celem badanh opisanych w rozprawie byto zidentyfikowanie,
analiza ilosciowa i r6znicowa metabolitdw surowicy w ocenie ryzyka zachorowania na raka
piersi przy uzyciu zestawu Absolute IDQp400 HR (ptytki 96-dotkowe; Biocrates Life
Sciences AG, Innsbruck, Austria) oraz systemu ztozonego z chromatografu cieczowego
1290 Infinity UHPLC (Agilent Santa Clara, USA) i spektrometru masowego Orbitrap Q
EXactive Plus (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

W pierwszej czesci Wynikéw opisano szczegotowo wptyw stabilnosci uktadu
pomiarowego na jakos¢ otrzymanych danych. Parametry te sg czesto pomijane w opisach
prac doswiadczalnych tak wiec samo przejrzyste przedstawienie parametrow analiz przez
Doktorantke jest/bedzie bardzo pomocne przy projektowaniu podobnych wielkoskalowych

doswiadczen (1216 probek lacznie) w jej grupie badawczej jaki i innych grupach
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zajmujgcych sie tg tematykg. Problemy te mogg dotyczy¢ samego uktadu
chromatograficznego, zuzywania sie kolumn chromatograficznych, zanieczyszczeniu
zrédta jondw, stabilnosci rozpylania a takze zmian w czasie retencji, czy optymalnej
dtugosci pomiarow. Wszystkie te parametry majg wptyw na tzw. inter and intra batch
effects (efekt paczki w obrebie wielu analizowanych ptytek lub pojedynczej ptytki).
Prawidtowe dziatania korekcyjne (np. odpowiedni rozktad probek na ptytkach, uzycie
kalibrantow, wziecie pod uwage parametrow ksztattu i poszerzenia pikow, brak
odpowiednich pikow w kontrolach, dobra separacja pikéw ADMA i SDMA, czy
intensywnos$¢ piku wzorca o m/z 743 powyzej 2e°) podjete przez Doktorantke pozwolity
na utrzymanie odpowiedniego CV dla metabolitow (w granicy 15%), co ma bardzo

duze znaczenie w analizie wielkoskalowej probek!

Nastepne rozdzialy Wynikéw dotyczyty analiz metabolomu surowicy jako
potencjalnego zrédta biomarkeréw molekularnych zwigzanych z ryzykiem wystgpienia
raka piersi. W tym przypadku celem szczegdétowym byta analiza metabolitow obecnych w
przed-diagnostycznych  probkach  surowicy pobranych od zdrowych Kkobiet
uczestniczgcych w norweskim badaniu Trendelag Health Study (badanie HUNT2), dla
ktérych zebrano dtugoterminowe informacje na temat rozwoju raka piersi (906 prébek).
Wybrano tu kobiety, u ktérych w ciggu 15 lat obserwacji rozwinat sie rak piersi (przypadki
okreslone jako BC, breast cancer). Grupe kontrolng stanowity kobiety w tym samym
wieku, u ktérych nie wykryto raka piersi (=453, stanowigce tzw. pary kliniczno-kontrolne).
Przeanalizowano ilosciowo 284 zwigzki, w tym 30 aminokwasdéw i aminy biogenne,
heksozy oraz 253 lipidy (w tym acylokarnityny, glicerydy, fosfatydylocholiny, sfingolipidy i
estry cholesterolu). Stwierdzono, ze czynnikiem zaktécajgcym za duzg heterogenicznosé
zbioru danych byt wiek pacjentek (Rycina 19), ta wiec podgrupy okreslone pod wzgledem
wieku przeanalizowano oddzielnie. Najwiecej metabolitéw, ktérych stezenie w surowicy
réznicowato przypadki BC i grupe kontrolng (82 zwiazki) zaobserwowano w podgrupie
mitodszych kobiet (<45 lat). Podwyzszony poziom glicerydéw, fosfatydylocholin i
sfingolipidow byt powigzany ze zmniejszonym ryzykiem raka u kobiet mtodszych i
tych w srednim wieku (<64 lata), natomiast podwyzszony poziom lipidow w surowicy byt
powigzany ze zwiekszonym ryzykiem raka piersi u starszych kobiet (> 64 lat).
Stezenie w surowicy szeregu metabolitow roznito sie pomiedzy przypadkami BC
zdiagnozowanymi wczesniej (<5 lat) i pozniej (>10 lat) po pobraniu prébki, przy czym
zwigzki te byty rowniez skorelowane z wiekiem uczestnikow. Uzyskane wyniki bylty spojne
z wynikami badan metabolomicznych opartych na NMR przeprowadzonych w kohorcie

uczestniczek HUNT2, gdzie zwiekszone stezenie subfrakcji VLDL w surowicy wigzato sie
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ze zmniejszonym ryzykiem raka piersi u kobiet przed menopauza. Zmiany w stezeniu
metabolitéw wykryte w przed-diagnostycznych prébkach surowicy, ktére
odzwierciedlaty zaburzony metabolizm lipidéw i aminokwaséw, powigzano z
diugoterminowym ryzykiem zachorowania na raka piersi w sposoéb zalezny od
wieku. Pomimo duzej liczby uczestnikéw i doktadnego oszacowania ilosciowego
metabolitéw, powigzania miedzy okreslonymi metabolitami a ryzykiem raka piersi
byly na ogot nieznaczne. Nalezy stwierdzi¢, ze wartos¢ predykcyjna (tzw. positive
predictive value) uzyskanej sygnatury metabolomicznej okazata sie zbyt niska, aby mozna
ja byto zastosowac w przysztych badaniach przesiewowych raka piersi. Korelacja miedzy
stezeniem metabolitbw zostata przedstawiona jako wazna przeszkoda w analizie
biomarkerow ryzyka wystgpienia raka piersi. Uzyskana wiedza na temat profili
metabolomicznych zwigzanych z tg analizg moze poméc w opracowaniu dedykowanych

strategii profilaktyki raka piersi w oparciu o zmodyfikowane wzorce diety i stylu zycia.

W dalszej czesci dysertacji Doktorantka skupita sie na analizie zmian
molekularnych w metabolomie ptynéw ustrojowych, mogacych odpowiada¢ za progresje
nowotworow litych. Poréwnano profile metaboliczne chorych na raka piersi (BC, n=112) z
dwiema grupami kobiet zdrowych (z Polski i Norwegii; odpowiednio n=95 i n=112), o
podobnym rozktadzie wieku. Pomimo réznic pomiedzy obydwoma kohortami kontrolnymi,
zestaw 43 metabolitow i lipidow jednakowo réznicowat pacjentki z rakiem piersi i
zdrowe kobiety. Ponadto przeanalizowano mniejsze grupy pacjentek cierpigcych na inne
rodzaje nowotworow litych, wigczajgc w nie przypadki z rakiem jelita grubego (colon
cancer, CC), gtowy i szyi (head and neck cancer, HNC) oraz ptuc (lung cancer, LC), co
pozwolito na wyodrebnienie 42 metabolitéow i lipidow, ktére jednakowo réznicowaly
wszystkie trzy typy nowotworéw od obu grup zdrowych kobiet. Tak zwana sygnatura
wielonowotworowa (multi-cancer molecule signature), zawierata 23 zwigzki, obejmujgca
m.in. obnizone poziomy aminokwasow (alaniny, asparaginianu, glutaminy, histydyny,
fenyloalaniny i leucyny/izoleucyny), lizofosfatydylocholiny (na przyktad przez LPC(18:0)) i
diglicerydy. W surowicy chorych na raka piersi zaobserwowano obnizone stezenie estru
cholesterolu (CE(18:2)), typowego dla innych nowotwordow. Zestaw czgsteczek obecnych
w sygnaturze szeregu nowotwordow pozwolit na wyodrebnienie klasyfikatora raka piersi,
ktory przewidywat raka z bardzo duza precyzjg w niezaleznych grupach kobiet
(AUC>0.95). Metabolity réznicujgce pacjentki z rakiem piersi od grupy kontrolnej byly
podobne w wielu nowotworach, co sugeruje na mozliwos¢ szerszego potencjalnego

zastosowanie ogolnego biomarkera raka w surowicy.
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Odnoszgc sie do Wnioskéw, wiek uczestnikéw/-czek badania stanowit wazne
kryterium réznicujace, tak wiec zdaniem Doktorantki badania powinny by¢ prowadzone
na grupach o podobnej strukturze wiekowej. Obnizone stezenie lipidow i aminokwasow w
surowicy powigzane byto z podwyzszonym ryzykiem wystepowania raka piersi w
grupie zdrowych kobiet, ale wartos¢ predykcyjna uzyskanych wynikow nie pozwalata
na wyodrebnienie metabolomicznej sygnatury ryzyka raka piersi. Obnizony poziom
aminokwasow (ale nie Argininy i Glutaminy), glicerydéw i lyzofosfatydylocholin oraz
zwiekszone stezenie heksoz i acylokarnitin charakteryzuje pacjentki z BC. Tego rodzaju

zmiany wykrywa sie rowniez w innych nowotworach, tzw. guzach litych.
Zalety doktoratu

Oceniana rozprawa prezentuje nowoczesne podejscie w poszukiwaniu nowych
biomarkerow i szlakéw molekularnych, ktérych regulacja ma znaczenie w mechanizmach
zawiadujgcym tworzeniem raka piersi. Doktorantka wykazata sie umiejetnoscig
planowania i przeprowadzenia wielkoskalowej, celowanej analizy metabolomicznej
surowicy pochodzgcej od réznych grup pacjentek. Praca pokazuje doskonate i bardzo
cenne umiejetnosci Doktorantki w zakresie obstugi sprzetu i wdrazania metod majgcych
na celu tzw. troubleshooting, znajomosci i wykorzystania technik celowanej spektrometrii
mas oraz bioinformatycznej i statystycznej obrdbki wynikéw. Rozprawa prezentuje
réwniez duzg wiedze teoretyczng Doktorantki w zakresie mechanizméw powstawania
raka piersi a takze liczne umiejetnosci praktyczne, obejmujgce analizy chromatograficzne
i bioinformatyczne z wykorzystaniem dedykowanych narzedzi oraz wnikliwg analize
zmienionych sciezek bioinformatycznych. Otrzymane wyniki moga sie przyczynié do
opracowania skuteczniejszych metod detekcji i progresji raka piersi w oparciu o

stworzone metody analityczne.
Uwagi krytyczne i pytania

Przedtozona rozprawa ma charakter monografii, ale przedstawione wyniki zostaty
opublikowane w dwdch pracach oryginalnych (patrz ponizej), ktére to jednak nie zostaty
uwzglednione w spisie literatury a ryciny i opisy do rycin w czesci dysertacji dotyczacych
opisu Wynikéw nie majg odpowiednich odnos$nikow do oryginalnych prac. Dotyczy to
zwtaszcza pracy opublikowanej we Frontiers in Oncology w 2023 roku. Poniewaz uwaga
ta dotyczy szeregu ilustracji nie uwazam za konieczne ich szczegétowe wymienienie ale

procedura ta jest powszechnie stosowana w pracach dyplomowych, w szczegdlnosci
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doktorskich i rozprawach habilitacyjnych. Informacja o opublikowanych pracach powinna
sie réwniez znalez¢ na stronie poprzedzajagcej rozdziat Wstepu. Prosze o
ustosunkowanie sie do powyzszej uwagi, zwtaszcza ze Doktorantka jest w nich pierwszym

autorem. Prace te sg nastepujgce:

1) Mrowiec K. i wsp. Association of serum metabolome profile with the risk of breast
cancer in participants of the HUNT2 study. Front Oncol. 2023 Mar 16;13:1116806.
doi: 10.3389/fonc.2023.1116806; IF2023=3.5, 4 cytowania,

2) Mrowiec K. i wsp. Profiling of serum metabolome of breast cancer: multi-cancer
features discriminate between healthy women and patients with breast cancer
Front Oncol. 2024 Apr 04;14:1377373. doi:10.3389/fonc.2024.1377373;

IF2023=3.5, 1 cytowanie.

Co wiecej, bardzo istotng pozycjg bytaby zamieszczenie tabeli (bgdz schematu)
ukazujgcg proponowany przez Doktorantke panel biomarkeréow raka piersi, kiory
mogtby by¢ podstawg do dalszych analiz surowicy pacjentek oraz stanowit zalgzek do
bardziej szczegdtowych badan funkcjonalnych nad zidentyfikowanymi czgsteczkami w
surowicy bagdz/i innych tkankach (np. guzy lite). Bytoby to dobrym uzupetnieniem danych
przedstawionych na Rycinie 37, dotyczacej stezenia metabolitow, kiorych poziom byt
rézny u pacjentek z 4 typami nowotworow litych, oraz rozwinieciem Tabeli 3 (strona 36)
dotyczgcej Podsumowania potencjalnych, metabolicznych markerow ryzyka obecnych w

surowicy/osoczu Krwi.

W odczuciu Recenzenta mozliwe przyczyny matej (ewentualnie sredniej) wielkosci
efektu rdéznicujgcego (r; zgodnie z kryterium Cohena) w wielu przedstawionych
poréwnaniach powinny by¢ bardziej uwypuklone. Uwaga ta dotyczy generalnie samego
profilowania metabolomicznego, by¢ moze nalezatoby sie pokusi¢ w przysziosci o
niecelowane metody globalnej analizy metabolomicznej w oparciu o bardziej ztozone i
zwalidowane biblioteki zwigzkéw (np. we wspétpracy z firmg Metabolon Inc.). Oczywiscie

to uwaga bardziej otwarta i nie dotyczgca samej przedstawionej rozprawy doktorskiej.
Uwagi o charakterze technicznym

1. Wydaje sie, ze w niektérych miejscach przydatne bytyby schematy, np. w opisie
funkcjonowania metabolitéw, chociazby dotyczgcych metabolizmu glukozy (strona 24),
metabolizmu glutaminy (strona 25) i lipidow (strona 26). Brakuje tu rowniez tzw.

graficznego abstraktu odnoszgcego sie o wynikdw opisanych i przedstawionych w
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przedstawionej dysertacji oraz pracach oryginalnych (Mrowiec i wsp., Front Oncology
2023 i 2024).

2. Strona 86, ,Oryginalna metoda opracowana przez dr Agate Kurczyk™? Jaka to jest
metoda, czy zostata poprzednio opisana, gdzie znajduje sie odnosnik do pozycji

literaturowej?

Uwagi redakcyjne

1. W niektérych przypadkach brakuje odnosnikow literaturowych, np. na stronie 14, ,20
gtéwnych typow BC”. Wyjasnienie skrétu BC jest na stronie 13 i powtérzone na stronie
17. Rycina 3- odnosi sie do 15.6% zgonow a nie 16% jak na stronie 17. Mutacje genow
BRCA1 i BRCAZ2 odpowiadajg za 15-25% przypadkow dziedzicznych nowotwordw (brak
cytowania, strona 20). Strona 21, brak cytacji odnosnie samego ,metabolomu”, w

pierwszym zdaniu!

2. Do pracy wkradty sie pojedyncze btedy literowe, czy frazeologiczne (np. na str. 18
.mammografie” zamiast ,mammografie”, czy nadmiar lub brak spacji w szeregu
miejscach. Powinno by¢ roéwniez uzyte sformutowania takie jak. ,Pecherzyki
zewnatrzkomorkowe”, strona 20, ,....utleniajgca natura i nagromadzenie...”, strona 26,

»--.55 acylokarnityn...” (strona 55), ,test U Manna-Whitneya” (strona 51).

3. Uzyta przez Doktorantke metoda cytowania literatury jest dos¢ rzadko uzywana, w
formacie ,(...) (...)". Dlaczego nie uzyto standardowego formatu cytowania literatury z

czasopism np. Nature, Science czy choéby z Frontiers in Oncology?

4. Niektore skréty w jezyku polskim powinny by¢ poprzedzone nazwag w jezyku angielskim
i skrétem (np. Circulating tumor cells, CTSs, na stronie 19), czy na stronie 20 (CEA,

CA15-3). Strona 21, brakuje szeregu wyjasnien np. EGF, PI3K-AKT-mTOR, LDH i MCT1,
NOX4 (strona 26), etc.

5. Uwaga frazeologiczna, strona 23: ,...komodrki nowotworowe faworyzujg
przeksztatcanie wiekszosci pirogronianu...”. ,Faworyzujg” jest w tym znaczeniu stowem

”

kolokwialnym. Strona 75, powinno by¢ . oraz Cer(44:0) byt istotnie statystycznie

czesciej obserwowany w przypadku grupy BC”.
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6. Tytut tabeli: Podsumowanie potencjalnych, metabolicznych markeréw ryzyka obecnych

w surowicy/osoczu krwi, Tabela 3, strona 36.

Uwagi koncowe i wnioski

Przedstawione uwagi i pytania merytoryczne oraz wskazane drobne zastrzezenia
techniczne i formalne nie wptywajg oczywiscie na mojg bardzo pozytywng ocene
rozprawy. Ogrom pracy Doktorantki, wielos¢ zastosowanych technik i analiz budzg
uznanie i wskazujg z jednej strony na znaczgcg prace eksperymentalng, jakg wykonata
Doktorantka, a z drugiej strony na jej bardzo dobre umiejetnosci analityczne. Sposob
przygotowania rozprawy dowodzi takze zdolnosci do krytycznej analizy wynikéw, zaréwno
tych opublikowanych jak i wtasnych. Przedstawiona do oceny rozprawa wnosi wazne
informacje do wiedzy na temat profilowania raka piersi i wielkoskalowej oceny markeréw.
Na podstawie przeprowadzonej analizy stwierdzam, Ze recenzowana rozprawa
doktorska Pani mgr inz. Katarzyny Mrowiec spetnia wszystkie wymagania okreslone
w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz. 595 z pdzniejszymi zmianami) (zgodnie z art. 175.1
ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U.2018, poz. 1669). Na tej podstawie wnosze do Rady Naukowej
Narodowego Instytutu Onkologii o dopuszczenie Pani mgr inz. Katarzyny Mrowiec do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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