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RECENZJA PRACY DOKTORSKIE)

dr n. med. Alexandra Cortez pt. ,Molecular mechanisms of tumor cell resistance to the FGFR
kinase inhibitor” wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Joanny Polanskiej z Katedry
Inzynierii i Analizy Eksploracyjnej Danych, Wydziatu Automatyki, Elektroniki i Informatyki,
Politechniki Slaskiej i prof. dr hab. n. med. Katarzyny Lisowskiej z Narodowego Instytutu
Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie - Panistwowy Instytut Badawczy; Oddziat w Gliwicach.

Projekt doktorski byt czesciowo realizowany w ramach projektu zatytutowanego ,,Opracowanie
nowoczesnych biomarkeréw oraz rozwdj innowacyjnego inhibitora kinaz FGFR stosowanego
w terapii nowotwordéw”, o akronimie CELONKO, sfinansowanego przez Narodowe Centrum
Badar i Rozwoju (NCBR), w ramach programu STRATEGMED Il.

Przedstawiona do recenzji praca dotyczy poszukiwania potencjalnych biomarkeréw zwigzanych
z opornoscig komédrek nowotworowych na nowy matoczasteczkowy inhibitor FGFR opracowany
przez polska firme farmaceutyczng Celon Pharma S.A. W zwigzku z tym, ze zaburzona
sygnalizacja FGFR stanowi jeden z wazinych mechanizmdéw regulujgcych proliferacje
w komdrkach  nowotworowych, zastosowanie inhibitoréw FGFR jako strategii
przeciwnowotworowej jest bardzo intensywnie rozwijane i obiecujgce. Jednak powainym
wyzwaniem staje sie rozwdj opornosci na inhibitory drobnoczasteczkowe. Stad identyfikacja
potencjalnych biomarkeréw zwigzanych z opornoscig komoérek nowotworowych na te zwigzki,
jak réwniez lepsze zrozumienie biologicznych podstaw tego zjawiska, moze prowadzi¢ do
poprawy jakosci procesu diagnostyczno-terapeutycznego zwigzanego z inhibitorami FGFR.
Zaplanowane i przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej analizy sa wiec aktualne i istotne
z poznawczego punktu widzenia. Posiadajg takze potencjat aplikacyjny w kontekscie nowego
inhibitora FGFR (CPL304110), jak rowniez catej rodziny drobnoczasteczkowych inhibitoréw
FGFR.
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Oceniajac strone formalng pracy, rozprawe stanowi przygotowane w jezyku angielskim
opracowanie liczgce 140 stron. Praca obejmuje: spis tresci, wykaz skrétdw, streszczenie po
angielsku i po polsku, wstep, a nastgpnie rozdziaty opisujgce kolejno receptory FGF,
charakterystyke nowotwordéw ptuca, zotadka i pecherza moczowego, inhibitory kinaz
tyrozynowych, opis biomarkeréw i sposobu ich odkrywania, koncepcje réznorodnosci, opis
projektu CELONKO, projekt eksperymentdw, opis transkryptomiki, sposéb prowadzenia
(pipeline) analiz, ocene biologicznego znaczenia wytypowanych gendw, wnioski, bibliografie
i liste osiggnie¢ naukowych Doktoranta. Do pracy dotgczono materiaty dodatkowe na ptycie CD.
Uktad pracy jest do$¢ nietypowy jak na dysertacje doktorska, trudno zorientowac sig gdzie s
wyniki wiasnej pracy Doktoranta, a gdzie opisy metod i stanu wiedzy w temacie. Wedtug mnie
np. opis metod analizy transryptomicznej, badZ sposobdw analizy Sciezek sygnalizacyjnych
powinien znalezé sie w czesci teoretycznej (wstepie) pracy. Dyskusji jako takiej nie znalaztam,
tylko oméwienie tabeli przestawiajacych znaczenie biologiczne wytonionych w poszczegéinych
analizach biomarkerow. Natomiast na docenienie zastugujg dobrze opracowane ryciny
i starannie przygotowane schematy, jak réwniez imponujaca lista ponad 400 pozycji
literaturowych.

Przechodzac do oceny merytorycznej, prace zaczyna krotki dwustronicowy Wstep, w ktérym
zostat réwniez zdefiniowany cel pracy. Po nim nastepujg kolejne rozdziaty, dotyczace
przedmiotu analiz, ktére tradycyjnie bylyby réwniez zawarte we wstepie, tu natomiast
stanowia osobne rozdzialy. Niezaleznie od umiejscowienia w pracy, kolejne rozdziaty
omawiajgce receptory FGF, nowotwory ptuca, zotadka i pecherza moczowego, inhibitory kinaz
tyrozynowych czy biomarkery dobrze wprowadzaja w tematyke pracy. Szczegéinie chciatabym
doceni¢ dobrze przygotowang czes¢ dotyczacq opisu biomarkeréw, ich poigdanych
parametréw, walidacji i sposobu ich odkrywania, zwtaszcza w kontekscie projektowania badan
klinicznych. Wedtug mnie ta cze$¢ pracy pokazuje dojrzatos¢é naukowga Doktorantai jego szeroka
wiedze dotyczacy biomarkerédw. Odnosnie tej czesci pracy mam kilka pytan:

e Jak EMT moze przyczyniac sie do rozwoju opornosci na FGFR-TKIs?

e Jak opisywana charakterystyka idealnego markera (str. 27) odnosi sie¢ do
opracowywanych w pracy biomarkeréw? Poprosze o dyskusje pozgdanych wtasciwosci
markera opornosci na terapie w kontekscie przytoczonej charakterystyki.

Przechodzac do oceny samego badania (Experimental design), przedmiotem pracy byta
identyfikacja biomarkeréw zwigzanych z opornoscia w opornych na badany inhibitor FGFR
(CPL304110) liniach komérkowych 3 nowotworow: raka ptuca, zotadka i pecherza moczowego.
Wykorzystano 6 linii komérkowych (L1: NCI-H1581, L2: NCI-H1703, S1: SNU-16, S2: KATO |ll, B1:
RT-112, and B2: UM-UC-14), z kazdej po dwa warianty (wariant dziki i jednoczesnie wrazliwy (S:
L1S, L2S, S1S, 528, B1S, B2S) na inhibitor FGFR i wariant oporny (R: L1R, L2R, S1R, S2R, B1R,
B2R), w dwdch powtdrzeniach biologicznych na kaidy wariant, facznie 24 prébki
eksperymentalne. Probki poddano sekwencjonowaniu RNA (RNA-seq), a nastepnie analizie
uzyskanych danych w celu zidentyfikowania in silico kandydatéw na predykcyjny biomarker
zwiazany z potencjalnym mechanizmem opornosci na inhibitory FGFR. Analizy in silico zostaty
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wykonane przez Doktoranta i stanowig gtéwng cze$¢ pracy doktorskiej. Jak Autor sam zauwaza
liczba analizowanych prébek byta ograniczona. Dlatego tez w swoich badaniach skupit sie na
opracowaniu nowej metody selekcji potencjalnych kandydatéw na biomarkery, specjalnie
dostosowanej do danych sekwencjonowania RNA uzyskanych z eksperymentéw o matej probie.
W ramach pracy zostat opracowany schemat obliczeniowy nazwany ,Pipeline for Rapid
Evaluation, and Discovery of Important biomarker CandidaTes” (PREDICT), ktéry obejmuje dwie
miary, tj. minimalng krotnos¢ zmiany (ang. minimal fold change, minFC) i minimalng réznice
(ang. minimal Difference, minDiff). Zastosowanie schematu PREDICT powinno zapewni¢ na
selekcje potencjalnych kandydatéw o spojnym kierunku zmiany, jak réwniez o pozgdanych
cechach czutosci i swoistosci. Podczas lektury tej czesci pracy mam nastepujace pytania:

e Poprosze o rozwiniecie uzasadnienia przyjetej wartosci progowej minimalnej krotnosci
zmiany i minimalnej réznicy.

e Jak zostalo zweryfikowane, Zze zastosowane wartosci progowe pozwolg na
wyselekcjonowanie wynikdw znaczgacych biologicznie? Jak i gdzie w tym procesie
zastosowano dane z Human Protein Atlas i GeneCards? Skad pewno$é, ze wybrane
wartosci pozwolg wykry¢ ekspresje wytypowanych markeréw standardowymi
metodami biologii molekularnej? Czy taka préba doswiadczalna zostata wykonana? Jak
w tym kontekscie uwzgledniono aspekt mikrosrodowiska guza nowotworowego? Czy
przyjete zatozenia tez sie sprawdzg do analizy danych z ,bulk sequencing” guzéw
nowotworowych (np. przy wykorzystanie ogélnodostepnych baz danych)?

e (Czy gdyby linie komodrkowe byly hodowane w modelu 3D wytypowane na biomarkery
geny bytyby takie same?

W kolejnej czesci pracy zidentyfikowane DEGs poddano analizie dotyczacej oceny kontekstu
biologicznego. Kontekst ten zostat oceniony przez przeprowadzenie analizy $ciezek
sygnafowych, stosujagc dwie metody: analize nadreprezentacji (ang. over-representation
analysis, ORA) oraz analize wzbogacenia zbioréw gendw (ang. gene set enrichment analysis,
GSEA). W skrécie, otrzymane wyniki wskazuja, ze komérki oporne na dziatanie inhibitora FGFR
wyksztatcity kompensacyjng aktywacje szlakdw regulujacych proliferacje komoérek, tempo
migracji, przezycie, inwazyjnos¢ i hamowanie apoptozy. Zidentyfikowano kilka biomarkerow
wspolnych dla raka zotgdka i pecherza moczowego (SSRP1, CCNB2, CDT1 i CENPO), natomiast
wedtug mnie trudno je nazywac uniwersalnymi, wystepowaty w 2 z 3 nowotworéw. Wedtug
mnie ta cze$¢ pracy zostata wykonana w sposéb dos¢ pobieiny. Dokonano szeroko
zakrojonego przegladu literatury, analizujgc znaczenie biologiczne potencjalnych biomarkeréw
(ponad 120), odnoszac sie do kazdego z nich osobno. Natomiast w moim odczuciu brakuje
syntezy, z przedstawionych danych trudno wywnioskowaé, czy odnotowany kontekst
biologiczny dotyczyt warunkéw in vitro, in vivo, w jakim konkretnie modelu i czy pojawiat sie
réwniez w kontekscie klinicznym (w prébkach klinicznych od chorych na nowotwory). Odnosnie
tego aspektu pracy mam réwniez pytania:

e Jak Doktorant widziatby zastosowanie wytypowanych biomarkeréw w kontekscie
klinicznym? Miatyby one przewidywac rozwiniecie sie opornosci, czyli by¢ analizowane



podczas terapii, do jej monitorowania? Czy raczej po progresji, dla wyjasnienia czemu
terapia nie zadziatata? Na jakie zastosowanie pozwalajg uzyskane dane?

e Uwaza sie, ze dobry biomarker powinien spetnia¢ 3 podstawowe kryteria: waznos¢
analityczna (analytical validity), wainos¢ kliniczna (clinical validity) i uzytecznos$c
kliniczna (clinical utility). Jak Autor ocenia stopien rozwoju proponowanych markeréw
w kontekscie tych kryteriéw? Jakie badania nalezatoby wykona¢, by w petni zwalidowad
proponowane markery? Jakie kolejne kroki nalezatoby podjaé, by proponowane
markery mogty znalez¢ zastosowanie w praktyce klinicznej?

Z obowigzku recenzenta, musze zauwazy¢, ze niestety w prace wkradly sie drobne btedy
merytoryczne, np. ,,FGFR belongs to the large family of tyrosine kinase inhibitors” (str. 20), co
nie jest prawda (FGFR to receptory, nie inhibitory) czy np. tytut Tabeli 6. Wedtug mnie tabela
przedstawia markery predykcyjne a nie prognostyczne.

Podsumowujac, uwazam, ze postawiony cel pracy zostat zrealizowany. Zastosowana metodyka
byta standardowa, dobrana w sposéb pozwalajacy na realizacje wyznaczonych zadan. Uzyskane
wyniki poszerzyty wiedze na temat zmian ekspresji genow w liniach komérkowych raka ptuca,
zotadka i pecherza moczowego w modelu opornosci na inhibitory drobnoczasteczkowe FGFR, a
zaproponowany schemat analizy PREDICT pozwolit na wytypowanie potencjalnych kandydatow
na biomarkery o pozgdanej charakterystyce.

Stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego, prezentuje ogélng wiedze teoretyczng Kandydata w dyscyplinie oraz umiejetnosc
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, a tym samym spetnia warunki okreslone w art.
187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2022 r. poz.
574, z poin. zm)”. Dlatego wnosze do Rady Dyscypliny Inzynieria Biomedyczna Politechniki
Slaskiej o dopuszczenie Pana dr Alexandra Cortez do dalszych etapéw postepowania
doktorskiego.
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