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RECENZJA PRACY DOKTORSKIE)

rozprawy doktorskiej Pauliny Szadkowskiej pt. “Application of targeted next-generation
sequencing to detect potentially pathogenic alterations in gliomas, circulating tumor DNA and
tumor-derived cells”, ktérej promotorem jest prof. dr hab. Bozena Kamiiiska-Kaczmarek.

Przedstawiona do recenzji praca dotyczy mozliwosci wykorzystania sekwencjonowania
nastepnej generacji w diagnostyce glejakdéw. Adresuje kilka waznych kwestii, takich jak
techniczne wyzwania zwigzane z wykorzystaniem cfDNA od chorych z glejakiem, analiza
mutacji w materiale utrwalonym w formalinie, zatopionym w parafinie pochodzacym
z trudnych diagnostycznie glejakéw dziecigcych czy stabilno$é profilu mutacyjnego linii
pierwotnych w poréwnaniu do guzéw od chorych z glejakiem, z ktérych sie wywodza.
Wszystkie te kwestie stanowig obecnie wyzwania, a udoskonalenia metodologiczne badania
DNA w tak trudnym materiale jak cfDNA sg niezwykle potrzebne. Dlatego podjgcie tematu
uwazam za jak najbardziej zasadne i ambitne. Przedstawione w pracy badania wpisujg sig
w realizowang konsekwentnie od wielu lat z sukcesami tematyke zespotu kierowanego przez
prof. Bozena Kaminska-Kaczmarek dotyczacg biologii, diagnostyki i leczenia glejakéw.
Zaplanowane i przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej analizy sg aktualne i istotne
zarowno z poznawczego, jak iaplikacyjnego punktu widzenia. Poszerzaja wiedze na temat
wariantow genetycznych wystepujacych w cfDNA czy glejakach dzieciecych, a udoskonalenia
obecnych metod sekwencjonowania cfDNA moga przyblizy¢ zastosowanie ptynnej biops;ji
w diagnostyce glejakow.

Oceniajac strone formalng pracy, rozprawe stanowi przygotowane w jezyku angielskim
opracowanie liczgce 124 strony. Uktad pracy jest typowy dla dysertacji doktorskich w zakresie
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nauk eksperymentalnych. Praca obejmuje: spis tresci, wykaz skrotow, streszczenie po
angielsku i po polsku, wstep, cele pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusje, podsumowanie
i wnioski, bibliografie oraz wykaz publikacji autorstwa Doktorantki. Z technicznego punktu
widzenia rozprawa przygotowana jest bardzo starannie, bfeddw i literéwek jest niewiele.
Posiada czytelng oprawe graficzng i dobrze opracowane ryciny. Praca opatrzona jest listg 177
aktualnych, zwigzanych z tematem pozyciji literaturowych. Uktad pracy jest logiczny i nie budzi
zastrzezen, co dowodzi umiejetnosci Doktorantki do wtasciwego przedstawienia problemu
naukowego i sposobu jego rozwigzania.

Przechodzac do oceny merytorycznej, prace rozpoczyna Wstep, przedstawiajgcy analizowane
w pracy zagadnienia, ktéry dobrze wprowadza w tematyke badan, uzasadniajac celowos¢ ich
podjecia. Autorka omawia kolejno badania nad poznaniem ludzkiego genomu, udoskonalenia
w technikach sekwencjonowania DNA i RNA, sekwencjonowanie nastepnej generacji
i dostepne platformy sekwencjonowania, sposdb analizy danych, zmiany w obrebie DNA
zwigzane z nowotworzeniem i bazy danych je opisujace, charakterystyke glejakéw, ptynna
biopsje i jej zastosowanie w diagnostyce guzéw moézgu. Rozdziat ten dowodzi biegtosci
Doktorantki w tematyce badan, jak réwniez pokazuje, ie jest zorientowana w biezgcym
pismiennictwie naukowym.

Cel pracy zostat dobrze wyjasniony i witasciwie zdefiniowany. Gidwnym zamierzeniem
Doktorantki byto zastosowanie ukierunkowanego sekwencjonowania nastepnej generacji do
wykrywania patogennych i potencjalnie patogennych zmian w DNA glejakéw, linii pierwotnych
pochodzacych z guza oraz krgzacym DNA. Zamierzenie to bylo realizowane przez szereg celéw
szczegétowych dotyczacych gromadzenia materiatu, optymalizacji metod, analizy zmian
genetycznych w materiale z guzéw mrozonych oraz utrwalonych w formalnie, zatopionych
w parafinie (FFPE), cfDNA i kultur komoérkowych.

Rozdziat Materialy i Metody zostat przygotowany starannie i szczegétowo. Szczegdlnie
chciatabym doceni¢ schemat przedstawiajacy przebieg projektu rozpoczynajacy caty rozdziat,
ktéry czytelnie pokazuje schemat wykonywanych badan. Wykorzystywany w projekcie
materiat byt réznorodny; obejmowat materiat z guzéw mrozonych oraz FFPE, cfDNA i kultur
komérkowych. Do badan witgczono 2 kohorty: 126 dorostych i 35 pacjentéw pediatrycznych
oraz 8 hodowli pierwotnych. Ze wzgleddéw technicznych analize ¢fDNA mozina byto wykonac
dla 84 chorych. Stosowane metody obejmowaly izolacje DNA i cfDNA, przygotowanie
bibliotek, analize bioinformatyczng oraz statystyczna. Schemat wykonywanych analiz byt wiec
standardowy, natomiast wiele z etapow (izolacja cfDNA, przygotowanie biblioteki
i ukierunkowane sekwencjonowanie) zostato ulepszanych w ramach pracy doktorskiej.
Autorka wykazata sie rowniez sprawnym warsztatem bioinformatycznym i umiejetnoscia
zastosowania odpowiednich podejsé¢ przy analizie materiatu z guza, germinalnego DNA
i cfDNA.



Podsumowujac te czes¢ pracy, metodyka byta dobrana w sposéb pozwalajacy na realizacje
wyznaczonych zadan, stosowana bardzo swiadomie i udoskonalona, gdzie bylo to zasadne
i mozliwe. Opis metod zostat przygotowany starannie, pozwala zrozumiec¢ i powtorzy¢
wykonane eksperymenty. Swiadome i umiejetne stosowanie wtasciwych metod badawczych
i narzedzi bioinformatycznych potwierdza dobre przygotowanie Doktorantki do samodzielnej
pracy naukowej.

Lektura tej czesci nasuneta mi nastepujgce pytania:

e Jakie byty kryteria wigczenia chorych do badania? Czy wiadomo jaki typ molekularny
reprezentujg analizowane guzy? Czy s3 dostepne dane o przebiegu
choroby/odpowiedzi na leczenie, by moéc je odnies¢ do zidentyfikowanych zmian
molekularnych w cfDNA?

e Jaki byt wspdtczynnik sukcesu w wyprowadzaniu hodowli pierwotnych? Czemu 2 linie
byty hodowane jako przylegajace?

e Jakie mozliwe konsekwencje moze miec¢ stosowanie réznych genomoéw referencyjnych
(hg38 i hgl9) przy analizie DNA guzow i cfDNA?

Z ciekawoscig czytatam czes$¢ pracy prezentujaca Wyniki. Poczynione obserwacje s3
oryginalne i dostarczajg nowych danych na temat mozliwosci zastosowania ukierunkowanego
sekwencjonowania nowej generacji do analizy cfDNA w glejakach. Doswiadczenia zostaty
dobrze zaplanowane, a ich dokumentacja przedstawiona rzetelnie. Analiza cfDNA
pochodzacego z krwi, udoskonalong w ramach pracy doktorskiej metodg badawcza, pozwolita
wykry¢ potencjalnie patogenne warianty w 37 z 84 probek cfDNA, co stanowi spore
osiggniecie. W cfDNA wykryto spektrum potencjalnie patogennych zmian genetycznych, ktére
nie byly wykrywalne w materiale z guza. Na szczegdlne uznanie, wedtug mnie, zastuguje
podjecie dodatkowych analiz, takich jak analiza c¢fDNA przed i po leczeniu czy studium
przypadku dotyczace analizy cfDNA z krwi pobranej w réoznych lokalizacjach. Zastosowanie
ukierunkowanego NGS do DNA z wycinkdw guza FFPE pokazato mozliwos¢ zidentyfikowania
potencjalnych patogennych zmian genetycznych w stabo zdiagnozowanych glejakéw
dzieciecych. Jednak ograniczeniem tych badan jest brak referencyjnego genomowego DNA np.
z krwi. Ciekawych wynikéw dostarczyto badanie spektrum mutacyjnego linii komorkowych
pochodzacych z glejakéw w odniesieniu do guzéw pierwotnych w warunkach normoksji
i hipoksji, wskazujac zasadniczo stabilnos¢ profili wariantéw i tylko niewielkie réznice
pomiedzy nimi. Do tej czesci miatabym nastepujace uwagi i pytania:

e Fig Rla. Zatytutowana jest ,% of patients at different ages”, natomiast chyba nie
prezentuje odsetka pacjentéw, a inng miarg? Poprosze o komentarz

e Czy zaleznos$¢ stopnia ztosliwosci G od wieku przedstawiona na FigR2 byta znamienna
statystycznie?

e Na czym polegaly réznice w zbieraniu materiatu klinicznego w réznych osrodkach
prowadzgce do réinej ilosci uzyskiwanego DNA?



e (Czytylko nowotworowe komorki macierzyste mogg prawdopodobnie uzyskaé¢ mutacje
podczas hodowli komdrkowe;j?

Na koniec w Dyskusji Autorka w sposdb dojrzaty i krytyczny dyskutuje wyniki wiasne na tle
danych literaturowych. Ta cze$¢ pracy pokazuje dobrg znajomos¢ i ptynne poruszanie sie
Doktorantki w tematyce zwigzanej z prowadzonymi badaniami. Jednoczesnie wybrzmiewa
$wiadomos¢ ograniczen stosowanych metod i krytyczne podejscie do uzyskanych wynikéw, co
Swiadczy o dojrzatosci naukowej Doktorantki.

Cele pracy zostaly z powodzeniem zrealizowane, a uzyskane wyniki pokazujg duzy potencjat
celowanego sekwencjonowania w udoskonaleniu diagnozowania i lepszym doborze terapii dla
chorych z glejakiem, potwierdzajac, ze ptynna biopsja moze stanowié¢ obiecujace narzedzie
diagnostyczne, komplementarne do tradycyjnej biopsji. Doktorantka podjeta sie trudnego
tematu, wigzacego sie zaréwno z wyzwaniem technologicznym obecnie istniejagcych metod,
jak i koniecznoscig gromadzenia materiatu klinicznego odpowiedniej jakosci, co nigdy nie jest
tatwe. Rezultatem pracy s3 ciekawe wyniki i solidny warsztat badawczy, ktéry bedzie mégt
stuzy¢ dalszym badaniom. Doktorantka jest wspétautorka 6 publikacji, w tym pierwszg autorka
publikacji zawierajacej cze$¢ wynikow prezentowanych w pracy doktorskiej: Szadkowska P,
Roura AJ, Wojtas B, Wojnicki K, Licholai S, Waller T, Gubala T, Zukowski K, Karpeta M, Wilkus
K, Kaspera W, Nawrocki S, Kaminska B. Improvements in Quality Control and Library
Preparation for Targeted Sequencing Allowed Detection of Potentially Pathogenic Alterations
in Circulating Cell-Free DNA Derived from Plasma of Brain Tumor Patients. Cancers 2022, 14,
3902.

Podsumowujac, uwazam, Ze uzyskane wyniki stanowig wazne naukowo osiggniecie, a Autorka
rozwigzata postawiony problem badawczy i potrafita poprawnie przedstawi¢ efekty swojej
pracy w rozprawie doktorskiej. Wykazata sie wiedza, wnikliwoscia badawcza, umiejetnym
wykorzystaniem odpowiedniego warsztatu badawczego oraz umiejetnoscig prezentaci,
interpretacji i dyskusji uzyskanych wynikéw. Stwierdzam, Ze przedstawiona rozprawa
doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, prezentuje ogélng wiedze
teoretyczng Kandydatki w dyscyplinie oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej, a tym samym rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619,
1630). Dlatego wnosze do Rady Naukowej Instytutu Nenckiego o dopuszczenie Pani mgr
Pauliny Szadkowskiej do dalszych etapéw postepowania doktorskiego. Rdwnoczesnie, biorgc
pod uwage wysoka wartos¢ merytoryczng rozprawy oraz czesciowo juz opublikowane wyniki
pracy, zwracam sie do Wysokiej Rady z wnioskiem o wyréinienie ocenianej pracy.
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Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szezecinie

Ocena rozprawy doktorskiej magister Pauliny Rézy Szadkowskiej, pt.: »Application of targeted
next-generation sequencing to detect potentially pathogenic alterations in gliomas, circulating
tumor DNA and tumor-derived cells”.

Diagnostyka medyczna oparta na technologii wysokoprzepustowego sekwencjonowania (Next
Generation Sequencing - NGS) jest bez watpienia przysztoscia medycyny spersonalizowanej.
Zastosowanie tej technologii w diagnostyce, jest zasadniczo limitowane jakoscia materiatu
klinicznego, na ktérym analizy te sa przeprowadzane. Dlatego tez, podjecie przez doktorantkg proby
oceny przydatnosci klinicznej testow opartych na technologii NGS, w szeroko rozumianej diagnostyce
guzéw mozgu, jest wysoce uzasadnione. | Wybdr guzéw mozgu jako materialu do badan jest
szczegOlnie uzasadniony, gdyz diagnostyka tego typu guzow, oparta na biopsji plynnej jest znaczaco
utrudniona przez barier¢ krew-mozg. -

Ogolna ocena formalna:

Przekazana do recenzji rozprawa liczy 124 strony i skfada si¢ z nastgpujacych czgsci: podzigkowan,
spisu tresci, listy skrotow uzytych w. pracy, streszczen w jezyku angielskim i polskim, wprowadzenia,
opisu celow pracy, opisu materiatéw [i'metod, rezultatoéw, dyskusji, podsumowania, listy referencji i
listy publikacji naukowych Doktorantki. Praca napisana jest w jezyku angielskim, a jej uktad jest
standardowy dla tego typu. prac. Doktorantka nie wykazalaw-dostarczonym tekscie informacji, jaki
byl jej wklad w cytowane; na koncu rozprawy publikacje. NlemmeJ Jednak fakt, iz Doktorantka jest
wspblautorkg pigciu publikacji i plerwszq autorkg jednej .z mich, wskazuje na wysoki poziom
przygotowania kandydatk1 do pracy naukoweJ i nabycIe umleje;thoscn pubhkowama wynikow swoich
badan. . v i ;

Ocena kluczowych czgscl rozprawy

Streszczenia:

Streszczenia w jezyku- polsklm i anglelsklm dobrze prezentqu problem, jaki doktorantka adresuje w
pracy, a takze zakres pracy, jak i zarys wynikéw rozprawy.

Wstep teoretyczny:

Wstep teoretyczny do dysertacji jest skonstruowany zgodnie ze standardami tego typu opracowar.
Doktorantka rozpoczyna go sekcjg historycznego przegladu badan nad ludzkim genomem i znaczenia
sekwencjonowania nowej generacji w tych badaniach. W nastgpnych sekcjach charakteryzuje postepy
w technologiach sekwencjonowania nowej generacji. Zaczynajac od sekwencjonowania Sangera, o
ktérym autorka konkluduje ,,.Sanger sequencing is a parallel method for confirming sequence variants
and it can provide a ground against which the NGS assay can be benchmarked and validated”,
jednakze nie wyjasnia, dlaczego, a to wyjasnienie powinno znalez¢ si¢ w tekscie rozprawy. Nastepna
czgécig wstgpu jest opis technologii masowego sekwencjonowania. Opis tej technologii jest
szczegblowy, co pokazuje, iz kandydatka podczas pracy doktorskiej nabyla duza widze nie tylko w
kwestii pracy z technologiami w laboratorium, ale takze w sposobach analizy danych i bazach danych,
uzywanych do analizy i interpretacji wynikow badan otrzymywanych dzigki technologiom NGS.
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W nastepnej czgsci wstepu autorka przechodzi do opisu obecnego stanu wiedzy na temat guzow
mozgu. Opis ten powinien by¢ bardziej szczeg6lowy, szczegdlnie znaczenie aberracji genomicznych z
-Figure 177 dla przebiegu choroby powinien tu si¢ znalezé. Poszczegdlne czgsci Figury 17 sq takze
nieadekwatnie zreferencjonowane w tekscie, co przeklada si¢ na barak czytelnosci tej ryciny. Autorka
rowniez niewystarczajaco dokladnie przedstawia znaczenie kliniczne wspominanych klasyfikacji
guzéw, na przyklad klasyfikacji opartej o sekwencjonowanie RNA. Wsekgji tej brakuje rowniez opisu
klasyfikacji opartej o profilowanie metylacji guzéw, a biorac pod uwage znaczenie profilowania zmian
epigenetycznych w diagnostyce guzow moézgu, wstep bylby bardziej kompletny, gdyby taka sekcja sig
tu znalazia.

Nastepna czes¢ wstgpu to opis konceptu biopsji plynnej, zilustrowany przez autorke¢ Figurg I8.
Niektore ze wspomnianych w tej sekcji i przedstawione na rycinie zrédet cfDNA, sg kontrowersyjne i
dyskusja dowodu naukowego, na to czy i w jakiej ilosci cfDNA moze pochodzi¢ z tych zrédel,
powinna znalez¢ si¢ w tej sekcji. Podobnie, opis konceptu biopsji plynnej powinien by¢ bardziej
wyczerpujacy.

Podsumowujac, zakres wiedzy i zagadnien opisanych w tej sekcji jest adekwatny i autorka wykazata w
tej czgsci rozprawy potrzebe prowadzenia badan opisywanych w dysertacji. We wstgpie wystepuja
bledy jezykowe i techniczne takie . jak sbarak referencji do niektérych stwierdzen, ale
najprawdopodobniej wynikajace z przeoczenia.

Cel pracy:

Doktorantka w tej sekcji definiuje, po krotklm wste;ple siedem celéw pracy doktoranckiej, ktorymi sg:
zebranie materialu do badan, optymizacja procedur eksperymentéw, przeprowadzenie detekcji m w
materiale z plynnej biopsji, detekcja zmian genetycznych w liniach komérkowych wyprowadzonych z
guzdw, ewaluacja zmian genetycznych|w guzach pediatrycznych i ocena limitacji uzytych metod.
Dwa ostatnie cele s3 w mojej opinii zbiezne { w-zasadzie oplsu_]a Jeden cel, ale calos¢ tej sekcji
adekwatnie przedstawia ambitne plany Doktorantki.

Materialy i Metody:

Doktorantka rozpoczyna ta sekcje od ryciny ilustrujacej przebieg projektu. Koncept ten uwazam za
bardzo dobry, niemniej jednak autorka powinna’tez opisa¢ kazdy z szeSciu punktéw projektu
przedstawionych.na ilustracji w tekscie. Nastepna czg$¢ tej sekcji to, adekwatna do potrzeb dysertacji,
charakterystyka dwéch kohort pacjentéw z projektu, ale bark tu opisu roli autorki w rekrutacji, a jeden
z celéw jakie autorka postawila sobie w projekcie to‘uczestnlctwo w rekrutacji pacjentow. Nastepnie
autorka opisuje sposobu wyprowadzania linii komorkowych oraz izolacji DNA i przechodzi do opisu
dwéch sposobéw przygotowania biblioteki do sekwencjonowania w zaleznosci od rodzaju probki.
Uzasadnienie wyboréw modyfikacji metod do zrédta materiatu jest wyczerpujace. W tej sekcji autorka
charakteryzuje tez panele genéw, ktore uzyla do sekwencjonowania i dyskutuje, dlaczego wybrane
panele genéw sa rézne. Ta dyskusja zastuguje moim zdaniem na osobng sekcjg. Ostatnie rozdzialy to
wyczerpujacy opis metod bioinformatycznych, jakich autorka uzyla do analizy danych.
Podsumowujac, analizowana sekcja zawiera adekwatny opis materialéw i metod uzytych w projekcie.
Autorka tylko w kilku miejscach wspomina o wspélpracy z innymi naukowcami przy wykonywaniu
eksperymentéw (wspolpraca z dr Go6zdz). Tak wige zakladajac, ze zasadniczo wigkszosé
eksperymentow i analiz opisywanych w tej sekcji zostala wykonana przez autorke, sekcja ta pokazuje
ogromy wklad pracy wlozonej przez autorkg w opisywane eksperymenty, ktéry jest na poziomie
adekwatnym do poziomu dysertacji doktorskiej.




Omowienie wynikow:

Nastepne 37 stron rozprawy to prezentacja rezultatow, rozpoczynajaca si¢ od opisu grup pacjentow
jakie Doktorantka zrekrutowala do projektu (sekcje 4.1. i 4.2). Niestety, z tego opisu takze nie mozna
wyczyta¢ jaki byt wklad autorki w rekrutacj¢ pacjentow.

We sekcjach 4.3, 4.4, 4.5 Doktorantka dyskutuje analizy jakosci DNA z roznych zrédel, tekst
pokazuje zrozumienie przez Autorke limitacji jaka jest jako$¢ materialu w jej eksperymentach.

W sekcji 4.6 autorka opisuje wyniki jakie uzyskala z sckwencjonowania DNA, wyizolowanego z
guzéw i krwi pacjentow. Opis wynikéw, jak i wizualizacja s3 adekwatne do prezentowanych
rezultatow. Wyniki, ktore doktorantka uzyskala sa generalnie spdjne z wczesniej opublikowanymi
rezultatami. To $wiadczy, ze metody stosowane przez Doktorantkg w eksperymentach s adekwatne i
ryzyko falszywie dodatnich i ujemnych rezultatéw jest niskie, co jest szczegélnie wazne w
technologiach NGS, gdzie nawet zmiana algorytméw analizy danych moze prowadzi¢ do falszywie
dodatnich lub ujemnych rezultatow. Ciekawe s3 tez rezultaty zaprezentowane w sekcji 4.6.3,
pokazujace efektywnos$é zastosowania plynnej biopsji do monitorowania efektywnosci resekcji guza.
W nastgpnej sekcji Doktorantka przedstawia wyniki sekwencjonowania cfDNA, jednak zestawia je z
wynikami sekwencjonowania guza i DNA wyizolowanego z krwi. Doktorantka prawidtowo prowadzi
tu dyskusje, co do przyczyn niezgodno$ci wynikow. Uzycie w analizie danych algorytmu, opisane w
sekcji 4.6.5 pokazuje, ze autorka sledzi rozwdj metod analizy danyc,h ktére dynamicznie si¢ zmieniaja
i umie je stosowaé. Konkluzja sekcji 4.6.6. jest interesujaca, ale przyczyny, dlaczego rezultaty, jakie
Doktorantka otrzymala z sekwencjdnoWania c¢fDNA i DNA guza sa do tego stopnia rozbiezne, ze
wymagaja dokladniejszej dyskusji. Wyniki eksperymentu opisanego w sekcji 4.7 sg oparte o
interesujacg hipotezg, ale autorka powinna bardzo mocno w opisie zasygnalizowa¢, ze wyniki oparte
na jednym przypadku nie sg konkluzywne, szczegdlnie ze poswigca duzo tekstu na szczegdlowy opis
aberracji jakie znalazia. Inlerésujqce" rezultaty przedstawia takze sekcja 4.8, cho¢ znowu za obszerny
opis funkcji poszczegdlnych zidehlyﬁkowanych aberracji w. tekscie utrudnia czytanie tekstu. W tej
sekeji brakuje kwantyfikacji zaobsem}owanych roznic i (podobienstw miedzy eksperymentami,
poniewaz trudno wycigga¢ wnioski z rycin pokazujace rozne kolory. Ostania sekcja rezultatéw to
omodwienie aberracji genomicznych jakie autorka zidentyfikowala w_guzach pediatrycznych. Sekcja
jest napisana zrozumiale, ale. omawianie funkcji poszczegolnych zidentyfikowanych wariantow
utrudnia czytanie. Ten opis powinien pojawi¢ si¢ w dyskusji:

Dyskusja: _

Ta sekcja dysertacjisklada si¢ z czferech czgscei, brak czgsei 514 jest chyba bledem w: indeksowaniu. W
pierwszej czgsci dyskusji autorka podsumowuje wyhiki sekwencjonowania materiatu pobranego od
dorostych pacjentéw w kontekscie danych literaturowych. Autorka konkluduje, iz nie ma
zasadniczych réznic we frekwencji aberracji genetycznych w kohorcie badanych polskich pacjentow,
a opublikowanymi danymi co waliduje poprawno$¢ przeprowadzonych analiz. Autorka charakteryzuje
tu takze glowne aberracje oraz pochyla si¢ nad wariantami ktére zidentyfikowala, a ktére nie byly
wezesniej raportowane, poprawnie dochodzac do wniosku, iz na przyklad wariant w genie AKA4P9
moze by¢ specyficzny do polskiej populacji pacjentow. W tej sekcji brak jednak dyskusji limitacji
technologicznych przeprowadzonych eksperymentow, ktére niewatpliwie majg wplyw na precyzje
otrzymanych wynikow, a takze znaczenia faktu, w jakim typie materialu wariant zostat wykryty.

W sekcji drugiej dyskusji autorka postuluje, iz rezultaty sekwencjonowania, ktére otrzymala pokazujg,
iz w przeciwienstwie do danych literaturowych i konsensusu w $rodowisku, sekwencjonowanie DNA
wyizolowanego z biopsji plynnej moze by¢ uzyteczne w diagnostyce guzow mozgu. Doktorantka
wymienia tu modyfikacje protokolu eksperymentu, ktére zastosowala, lecz nie dyskutuje kazdej z
modyfikacji. Jest zrozumiale, ze dyskusja poprawnosci zastosowanych modyfikacji jest trudna w
wypadku, gdy konsensus opiera si¢ na negatywnych danych, ale mozliwa jest moim zdaniem dyskusj




samych modyfikacji do protokotu i ich zalet w kontekscie metodologicznym. Szczegodlnie, iz
zasadnicza wigkszo$¢ wykrytych aberracji nie zostala zidentyfikowana w DNA guza, wigc konkluzja,
iz cfDNA reprezentuje dobry obraz mutacji guza powinna by¢ traktowana bardzo ostroznie, pomimo
iz autorka cytuje rezultaty wczeéniejszych badan pokazujace podobny fenomen. W tej sekcji autorka
dyskutuje ogromna ilos¢ danych literaturowych, co potwierdza jej doskonalg znajomos¢ najnowszych
badan w dziedzinie, ale nie odnosi rezultatéw wigkszosci cytowanych prac do wynikéw jej badan, a to
powinno by¢ sednem dyskusji.

W kolejnej sekcji autorka dyskutuje i prawidlowo konkluduje, iz wyniki jej badan pokazuja
uzytecznoéé diagnostyczna linii komérkowych wyprowadzonych z guza, jak réwniez odnosi si¢ do
limitacji tego modelu, dyskutujac, iz niektére aberracje genetyczne jakie znalazta w liniach
komérkowych nie byly wykryte w guzach, z ktérych linie pochodzity. Brak tu konkluzji co do
wplywu dwéch typéw warunkéw, w jakich kultury komérkowe byly prowadzone, na wyniki
sekwencjonowania. o

W ostatniej sekcji dyskusji autorka dyskutuje fakt, iz pomimo niskiej jakosci DNA izolowanego z
bloczkéw parafinowych, wyniki ktore otrzymala pokazuja uzyteczno$¢ NGS w badaniu mutacji w tym
materiale. Sekcja dyskusji nie zawiera mestety dyskusji rezultatéw z sekcji 4.6.3, czy sekeji 4.6.6.,
niemniej jednak ta cze$¢ rozprawy spemia standardowe wymogi, wedlug ktérych tego typu tekst
powinien by¢ napisany.

Podsumowanie i konkluzje:
W tej sekcji Autorka odnosi si¢ do S|edm1u celow pracy, jakie postawila sobie na poczatku rozprawy.
Poszczegblne punkty tej sekcji nie odpowiadaja wprost punktom z list celow pracy co utrudnia oceng
spojnosci obydwu sekcji. Niemniej jednak po g%ebszej analizie podsumowanie odpowiada celom jakie
doktorantka sobie postawn{a

Referencje -
Rozprawa zawiera 177 referency do literatury z I\torych trzy to ‘publikacje z listy publikacji autorki
przedstawionych w nastgpnej sekcji rozprawy.

Publikacje:

Rozprawe kofczy, lista  szeciu publikacji z ktorych pierwsze trzy. sa, cytowane W rozprawie.
Doktorantka jest pierwszym autorem 'na jednej z publikacji. Dorobek naukowy Doktorantki
przedstawiony w_tych publikacjach, pokazuje, iz w czasie pracy nad projektem doktorskim autorka
zdobyla adekwatne do poziomu doktora nauk, doswnadczenle w publikowaniu rezultatow swojej pracy
naukowe;j.

Ogolne uwagi i komentarze: ‘
Podsumowujac, na podstawie przedstawionej dysertacji oceniam  pozytywnie poziom
metodologicznego i merytorycznego przygotowania Doktorantki do przyszlej pracy naukowej. Na
szczegdlng uwage zasluguje znajomos¢ pracy laboratoryjnej i analiz bioinformatycznych jakie
Doktorantka zaprezentowala w rozprawie. Na wyroznienie zastuguje takze bardzo wysoki poziom
znajomoscei literatury w dziedzinie zaprezentowany przez Doktorantke. Tekst rozprawy zawiera blgdy
jezykowe, ktére w niektorych punktach utrudnig czytanie tekstu, ale majac na uwadze, ze jezyk
rozprawy nie jest ojczystym jezykiem autorki, jestem przekonany, iz Doktorantka pokona t¢ limitacje
w przeszlej pracy naukowe;.




Uwagi koncowe

Stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska ,,Application of targeted next-generation sequencing
to detect potentially pathogenic alterations in gliomas, circulating tumor DNA and tumor-derived
cells™ spelnia wszystkie wymagania Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce. Zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Nenckiego o dopuszczenie mgr. Pauliny Rozy
Szadkowskiej do dalszych etapéw postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Z powazaniem

Dr hab. med. Tomasz K. Wojdacz prof. PUM

Kierownik Samodzielnej Pracowni Epigenetyki Klinicznej
Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie

Szczecin 16-08-2023

Termased (e
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Recenzja pracy doktorskiej Pani Pauliny Szadkowskiej pt. "Application of targeted next-
generation sequencing to detect potentially pathogenic alterations in gliomas, circulating tumor
DNA and tumor-derived cells" wykonanej pod kierunkiem prof. Bozeny Kaminskiej-Kaczmarek
w Pracowni Neurobiologii Molekularnej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
PAN.

Rozwd] nowych technik sekwencjonowania kwaséw nukleinowych i adaptacja tych
metod w ochronie zdrowia, gléwnie u pacjentéw onkologicznych, umozliwia identyfikacje
mutacji w tkance nowotworowej i dobér precyzyjnych metod terapeutycznych z coraz szerszego
wachlarza lekow celowanych. W leczeniu onkologicznym duzym wyzwaniem jest
monitorowanie jego skutecznodci, gléwnie przez okresowe pomiary parametréw biochemicznych
i uzycie technik obrazowania. Wspéiczesnie podejscie to jest uzupetniane prébami poszukiwania
markeréw obecno$ci nowotworu przez pomiar w pobranych nieinwazyjnie ptynach ustrojowych,
najczgsciej krwi obwodowej, uwalnianych przez komérki nowotworowe kwaséw nukleinowych,
biatek i metabolitéw. Tak zwana plynna biopsja stata si¢ ztotym gralem zaréwno dla przemyshu
biofarmaceutycznego jak i srodowiska akademickiego opracowujgcego metody diagnostyczne,
terapeutyczne, monitorujagce i do wczesnego wykrywania nowotworéw. W nurt tych
imnowacyjnych badan wpisuje si¢ przekazana mi do oceny dysertacja praca Pani Pauliny
Szadkowskiej i zespotu wykonawcéw pod kierownictwem prof. Bozeny Kaminskiej-Kaczmarek.

Praca napisana jest w jezyku angielskim i ma typowy uklad, na ktéry skiada sie
wprowadzenie, opisu materiatu i metod, prezentacji wynikéw i ich dyskusji. Praca poprzedzona
jest spisem tresci i skrétowcow oraz streszczeniem w jezyku polskim i angielskim.

W pierwszych czterech podrozdziatach wstepu przedstawiono rys historyczny rozwoju i
udoskonalania technologii sekwencjonowania DNA, ktéra obecnie jest kolem zamachowym
postepu w badaniach biomedycznych. Doktorantka wspomina istotne kamienie milowe, w tym:
ukonczenie The Human Genome Project, wprowadzenie sekwencjonowania masowego nast¢pne;j
generacji (NGS), réwnolegly rozwdj narzedzi bioinformatycznych, a nastgpnie szerokie
sekwencjonowanie egzoméw i genoméw ludzkich, co przetozylo sie na peniejsze zrozumienie
zmiennosci genetycznej cztowieka. W tej czgéci Doktorantka poswiccita réwniez duzo miejsca
na opisanie zasad dziatania technologii sekwencjonowania przez synteze na przyktadzie
platformy Illumina, przy okazji podajgc inne, alternatywne techniki obecne na rynku. W opisie
tych technologii pojawia si¢ drobnme niescislo§ci merytoryczne, jak ta na stronie 19
»nanopore-based DNA sequencing” jest oferowany przez Oxford Nanopore a nie BGI lub
na stronie 22 nie ,PGM technology” a ,, Torrent technology”. Przy okazji wskaie, ze na
stronie 15 wkrad! si¢ homofoniczny blad w postaci ,,a ship Dolly” zamiast ,,a sheep Dolly”.
W kolejnym podrozdziale opisano 0g6lng metodyke procesowania danych z sekwencjonowania
NGS, w tym mapowanie i wywolywanie wariantéw DNA, na przyktadzie DNA komérek

nowotworowych oraz przedstawiono wybrane genomiczne bazy danych stuzgce do interpretacji
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funkcjonalnych identyfikowanych wariantéw DNA. W kolejnych podrozdziatach przedstawiono
epidemiologi¢ i metody leczenia glejakéw oraz odniesiono sie do aktualnych wytycznych w ich
klasyfikacji klinicznej, ktéra jest rutynowo wspomagana genetyczno-molekularnymi markerami.
W ostatnich podrozdziatach duzo miejsca poswigcono na opisanie biezacego stanu wiedzy o
ocenie markeréw w ptynnej biopsji, ze szczegdlnym uwzglednieniem wolnokrazgcego DNA
(cfDNA) oraz komérek nowotworowych, na tle innych uznanych i badanych rutynowo markergw
biochemicznych w chorobie nowotworowej. Ponadto przedstawiono aktualne zaawansowanie
prac badawczych oraz przyktady badan klinicznych nad uzyciem plynnej biopsji w ocenie jej
przydatnosci w diagnostyce i monitorowaniu leczenia glejakéw. Podsumowujac, wprowadzenie
do tematyki badawczej i zdefiniowanie problemu naukowego zostato przedstawione w sposdb
wystarczajacy, objetosci poszczegoblnych podrozdziatow wstepu sg odpowiednie, bez zbednego
wybiegania poza zakres pracy.

W pracy zdefiniowano siedem celéw, jeden organizacyjny — rekrutacja pacjentéw i
pobieranie materiatu biologicznego, jeden metodyczny — opracowanie metody izolacji i
procesowania cfDNA wraz z tworzeniem bibliotek NGS oraz pigé badawczych z uzyciem
materiatu od pacjentéw, ktére spina uzycie metody sekwencjonowania DNA .

Rozdzial materiaty i metody jest napisany bardzo dobrze. Zawiera wystarczajgce opisy
kohort pacjentéw dorostych i pediatrycznych oraz materialy pacjentdw uzywanego do
wyprowadzenia hodowli pierwotnych. Szczegdtowo przedstawiono sposoby izolacji DNA i
cfDNA z materiatu biologicznego oraz analize jego jakosdci jak réwniez przygotowywania
bibliotek i sekwencjonowania. Wystarczajaco miejsca poswigcono analizie bioinformatycznej w
tym algorytmom filtrujgcym i annotujagcym znaczenie funkcjonalne wywotanych wariantéw
genetycznych.

Prezentacje wynikéw otwiera charakterystyka kliniczna pacjentéw dorostych i
pediatrycznych. Kolejne trzy podrozdzialy po$wiecone $3 opisowi wynikéw optymalizacji
izolacji DNA z materiatu biologicznego, w ktérej najszerzej oméwiono testowanie izolacji i
jakosci DNA z prébek FFPE oraz cfDNA z krwi obwodowej. Do oceny wariantéw w cfDNA
stworzono panel wyselekcjonowanych 50 gendéw z wigkszego 664 genowego panelu uzytego do
oceny wariantéw somatycznych i germinalnych w tkankach, W tej czedci wynikéw zabraklo w
mojej opinii do$wiadczenia z weryfikacjg limitu detekcji (LOD) wariantu alternatywnego
dla tego panelu genowego np. na prébce kontrolnej stworzonej przez zmieszanie
prawidiowego genomowego DNA z malejagcymi stezeniami cfDNA z nowotworowej linii
komérkowej o znanym profilu mutacji somatycznych, uzyskanego przez pocigcie DNA
ultradzwigkami. Ponadto prosz¢ w trakeie obrony wyjasnié czym jest zastosowana w ocenie
cfDNA technologia UMI i jakie plyng korzysci z jej uzycia.

W kolejnym rozdziale przedstawiono analize wariantéw somatycznych znalezionych u dorostych
pacjentéw. Najczesciej zmutowane geny w tej kohorcie pacjentow odpowiadaly tym jakie byly
wczesniej opisywane dla polskiej populacji. Ciekawym znaleziskiem wérod wariantdw
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germinalnych jest, wezesniej nieopisana, mutacja typu frameshift w genie AKAP9 (T1334fs)
zidentyfikowana u 41 dorostych pacjentéw. W nastepnym rozdziale przedstawiono, w postaci
wykresu waterfall oraz przejrzystej tabeli wyniki oceny wariantéw somatycznych w DNA z
tkanki nowotworowej i ¢fDNA, ktére zidentyfikowano jednoczesnie u 8 z 84 przebadanych
oboma metodami pacjentéw. Oceng wariantéw alternatywnych poszerzono o analize zmian liczb
kopii (CNV), programem ADTEX, oraz identyfikacje somatycznych wariantéw pojedynczych
nukleotydow (SNV) obecnych tylko w cfDNA, znajdujgc znane i potencjalnie nowe warianty
patogenne. W sumie zastosowanie przez doktorantke kilku usprawnies metodycznych w izolacji
cfDNA (skrocenie czasu procesowania probek krwi oraz pomniecie fragmentacji DNA) oraz
uzycie alternatywnego narzedzia bioinformatycznego udowodnito, ze ocena cfDNA w glejakach,
cho¢ jeszcze daleka od wartosci diagnostycznej, moze identyfikowaé warianty somatyczne
pochodzace z tkanki nowotworowej. Srednie pokrycie wariantu alternatywnego dla SNV w
cfDNA wynioslo ~1500 reads, jakie wartosci pokrycia raportowano w innych pracach z
oceng efDNA w glejakach?
W kolejnej czesci rezultatéw podjeto prébe oceny wariantéw cfDNA w krwi pobranej z zyty
szyjnej i powierzchniowej od pacjenta z nawrotowym nowotworem mozgu, wykazujac zgodnosé
wariantéw w cfDNA uzyskanych z obu lokalizacji z wariantami somatycznymi z tkanki. W
nastgpnym podrozdziale zostaty z kolei przedstawione rezultaty poréwnania wariantéw
somatycznych w hodowlach pierwotnych komérek utrzymywanych w warunkach hipoksji i
normoksji, z tymi zidentyfikowanymi w materiale pobranym srodoperacyjnie, w ktérych
wykazano, ze generalny profil mutacyjny w hodowli pozostaje utrzymany niezaleinie od
poziomu tlenu zastosowanego w hodowli. Wyniki obu powyzszych rozdzialdéw sg istotne,
poniewaz pokazujg precyzje technologii sekwencjonowania przez wykazanie powtarzalnosci
identyfikacji wariantéw somatycznych zaréwno w c¢fDNA jak i w hodowlach tkankowych
materiatu pierwotnego z glejakéw. Ponadto potwierdzenie, ze warianty patogenne sg utrzymane
w hodowli czyni uzyskane modele komérkowe cennym narzedziem do badar przedklinicznych i
testowania nowych terapii.
W' ostatnim podrozdziale sekcji wynikéw zaprezentowano rezultaty uzycia duzego panelu
genowego na archiwalnym materiale pediatrycznych nowotworéw mozgu, glownie od pacjentéw
z gwiazdziakiem wlosowatokomérkowym. Analiza wariantéw wykazata najczesciej zmutowane
geny, w tym KMT2D oraz MTUS2. Czy brak mutacji somatycznych w typowych genach dla
gwiazdziaka takich jak BRAF, FGFR1/2 czy H3F3A wynikal z nieuwzglednienia ich w
panelu? Podsumowujgc, pomimo, ze prezentacja wynikow jest wielowatkowa, Doktorantka
umiejetnie opisala rezultaty pracy doktorskiej i wykazala, ze zamierzone cele zostaty
zrealizowane.

Dyskusja rozpoczyna si¢ od podkreslenia zgodnoéci profilu i czestosci mutacji
somatycznych w badanej kohorcie pacjentéw z glejakami z tymi obserwowanymi w innych
badaniach, w tym 2z konsorcjum TCGA. Duzo uwagi poswiecono przedyskutowaniu
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ujednolicanie protokotéw przedanalitycznych np. jak wykazane w dysertacji czas 1zolacji cfDNA
od momentu pobrania krwi. W dalszej czesci dyskusji zostaty oméwione dostepne  testy

nowotworéw oraz przytoczono szereg badarn klinicznych z udziatem pacjentéw 2 glejakiem, w
ktérych uzytecznogé oceny cfDNA podlega ewaluacji. W kolejnym podrozdziale dyskusji

czyli OncoType DX Breast Cancer Assay, nie jest oparty o hodowlg a o Sygnature ekspresji
wybranych transkryptéw w tkance pacjentki. W ostatnim podrozdziale dyskusji Doktorantka
skupia si¢ na oméwieniy wariantow patogennych zidentyfikowanych w materiale pacjentéw
pediatrycznych, dogtebnie analizuje ich onkogenng role, przywotujac réwniez inne nowotwory,
oraz wskazuje dla nich potencjalne terapie. Podsumowujgc, Doktorantka w Sposob wyczerpujacy

czcionka, do ktérych cheiatbym aby Doktorantka odniosta sie w trakcie obrony

Moja ostateczna ocena rozprawy doktorskiej Pani Pauliny jest Pozytywna. Doktorantka
postuguje sie szerokim wachlarzem technik genomicznych, potrafi analizowad, interpretowac
oraz dyskutowaé uzyskane wyniki. Moge zatem uznaé Pania Pauline Szadkowsks za
doswiadczonego biologa molekularnego. Mam nadzieje, ze bedzie kontynuowa¢ z pasjg prace
naukows. Rozprawa doktorska speinia warunki okreslone w art, 187 Ustawy z dnia 20 [ipca 2018
roku Prawo o szkolnictwie Wyzszym i nauce (Dz.U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630). Zwracam sig
do Rady Naukowej Instytutu Biologii Dos$wiadczalnej im. M. Nenckiego PAN o dopuszczenie
Pani Pauliny Szadkowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i jednoczesnie wnioskuje

dr hab. n med. Michat Mikula Warszawa, 29.08.2023
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