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1. Problematyka naukowa oraz przedmiot rozprawy
Rak piersi, bedacy jednym z najczesciej diagnozowanych nowotwordéw na swiecie, konsekwentnie
stanowi przedmiot intensywnych badan na przestrzeni ostatnich lat. Odkrywanie mechanizmow
molekularnych stojacych za tym schorzeniem, identyfikowanie nowych biomarkeréw oraz
opracowywanie skutecznych strategii terapeutycznych to kluczowe wyzwania, ktore nauka stawia w tym
kontekscie przed bioinformatykg. Dziedzina ta, laczaca wiedzg z zakresu biologii molekularnej,

genetyki, informatyki, matematyki oraz statystyki, odgrywa kluczowg rol¢ miedzy innymi w
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przeksztalcaniu olbrzymich ilosci danych biologicznych w uzyteczna, réwniez na gruncie medycznym,
wiedzg.

Wielowymiarowe zbiory danych, generowane przez nowoczesne technologie takie jak
sekwencjonowanie nastgpnej generacji (NGS), mikromacierze, a nawet sekwencjonowanie RNA
pojedynczych komoérek (single-cell RNA sequencing, scRNA-seq), otwieraja nowe mozliwosci dla
naukowcow. Jednakze, pozyskanie istotnych informacji z tak ztozonych danych jest skomplikowane i
wymaga zastosowania zaawansowanych technik ich analizy. Kluczowa rola przypada tutaj
bioinformatyce, ktora dostarcza narzedzi i algorytméw niezbednych do ich przetwarzania, analizowania i
interpretowania.

W recenzowanej pracy podjeto z sukcesem probe dokladniejszego scharakteryzowania podtypow
nowotworu piersi przy uzyciu technik uczenia maszynowego i modelowania matematycznego, jako, ze
choroba ta charakteryzuje si¢ wysoce heterogenicznym obrazem molekularnym, a ustanowiona jej
klasyfikacja, pozostajagca niezmienna od lat, nie odzwierciedla w sposdb wystarczajacy zlozonej
struktury tej choroby. Nie uwzglednia ona réowniez profili bialkowych, ktére jak stusznie zalozyla
Doktorantka w swoich badaniach, moga uzupeié dotychczas stosowane klasyfikacje raka piersi, co ma
ogromne znaczenie przy wyborze terapii. Dane proteomiczne dostarczaja unikalnych informacji, ktore
nie s3 dostgpne na poziomie genomu czy transkryptomu. Wynika to z faktu, ze biatka sg bezposrednimi
wykonawcami funkcji komorkowych, a ich poziomy i modyfikacje czgsto lepiej odzwierciedlajg
aktualny stan komoérki. Jak Doktorantka pokazata w swojej pracy, profilowanie na poziomie biatek moze
dostarczy¢ bardziej kompleksowego wgladu w biologie nowotworu. Proteomiczne profile pacjentek z
rakiem piersi moga by¢é wykorzystane do identyfikacji nowych biomarkeréw prognostycznych lub
predykcyjnych, co moze przyczyni¢ si¢ do ulepszania strategii leczenia i poprawy wynikow
terapeutycznych.

Rozwazane w pracy zagadnienia wpisujg si¢ w znaczacy sposéb w ostatnio intensywnie rozwijang
problematyke z zakresu integracji i analizy danych pochodzacych z wysokoprzepustowych metod. Nie

ulega rowniez watpliwosci aktualno$é poruszanej w rozprawie tematyki.
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2. Analiza tresci rozprawy oraz uzyskanych wynikow

2.1.Tresé rozprawy

Praca zostala napisana w jezyku angielskim, ma 160 stron i sklada si¢ z 8 rozdzialéw, spisu
tabel, rysunkow, skrotéw, zrédel finansowania oraz obszernego wykazu literatury. Praca posiada
zwartg konstrukcje¢ i dobrze oddaje kolejne etapy realizacji przyjetego w pracy celu.

Rozdziat 1 poprzedzony jest streszczeniem w jezyku polskim (,,Streszczenie™) oraz
streszczeniem w jezyku angielskim (,,Abstract”). W rozdziale 1 (,,Introduction™) Autorka okresla
kontekst tematyki rozprawy, cel i zakres pracy oraz formuluje tezy, ktére zostaly przebadane w
pracy. Doktorantka postawila sobie za cel zastosowanie metod uczenia maszynowego do
identyfikacji i klinicznego oraz molekularnego scharakteryzowania podpopulacji pacjentek z
nowotworem piersi. Jednoczesnie poprzez odpowiednio dobrane kompleksowe metody analizy
statystycznej wsparte przez miar¢ wielkosci efektu zmierzyla si¢ z problemem niezbalansowanych,
zréznicowanych pod wzgledem wielkosci grup.

W kolejnym, 2 rozdziale Autorka nakresla tlo biologiczne rozprawy, szczegélowo omawia
kliniczne i molekularne klasyfikacje raka piersi wraz z ich ograniczeniami, rzeczowo i przekonujaco
uzasadniajgc potrzebe dalszych badan w kierunku bardziej zgodnej i dokladniejszej ich
charakterystyki. Przedstawia réwniez wybrane, najistotniejsze podejscia stosowane do
wyodrebniania podtypéw nowotworu piersi.

W rozdziale 3 Autorka zawarla opis danych rzeczywistych pochodzacych z projektu TCGA-
BRCA (ang. The Cancer Genome Atlas Program - Breast Invasive Carcinoma) oraz bardzo
szczegOlowo przedstawita metody uzyte do analizy danych proteomicznych, takie jak: algorytmy
klastrowania, metody inzynierii cech, miary i testy statystyczne, przyjmujac porzadek opisu zgodny
z ich wykorzystaniem na poszczegolnych etapach przeprowadzonych w rozprawie analiz.

Rozdzialy 4, 51 6 zawierajg gtdéwne, oryginalne osiagniecia Autorki rozprawy.

I tak: rozdziat 4 przedstawia zaprojektowane przez Doktorantke podejscie dedykowane do
wyodrebnienia jednoznacznych podpopulacji pacjentek w oparciu o profil biatkowy. Autorka

przeprowadzila analize i oceng réznych kombinacji metod inzynierii cech i klastrowania, wykazujac,
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ze algorytm DiviK (rozwijany w zespole prof. Polanskiej) osiagnal lepsze rezultaty od pozostatych
metod. Na podstawie jego wynikow zidentyfikowano sze$¢ podtypdw raka piersi: podstawny,
HER2-wzbogacony, luminalny B oraz trzy podgrupy luminalne A: Al, A2 i A3. Sprawdzono
réwniez dane po katem wystapienia tzw. efektu paczki (ang. batch effect, systematycznego efektu
specyficznego dla zestawu danych, niewynikajgcego ze zmiennosci o podlozu biologicznym) oraz
przeprowadzono jego korekte.

W rozdziale 5 Autorka dokonata oceny szesciu, wyodrebnionych na wczesniejszym etapie
analizy, podpopulacji pacjentek, pod katem demograficznym i klinicznym. Potwierdzita réznice w
przezyciu miedzy zdefiniowanymi podpopulacjami, takze w ramach nowo odkrytych podgrup
luminalnych. Autorka stwierdzila takze niewielkie powigzanie mi¢dzy badanymi podtypami raka a
czynnikami demograficznymi lub klinicznymi, podobnie jak ma to miejsce w przypadku podtypow
opartych na tescie PAMS0. Wykryla réwniez, ze zidentyfikowane podpopulacje wykazuja
zréznicowanie we frakcjach komorek immunologicznych.

Rozdzial 6 poswigcony jest wykrywaniu markerdw specyficznych dla wyodrgbnionych
podpopulacji oraz sygnatur pozwalajacych na ich rozréznienie. Dzieki zastosowaniu technik uczenia
maszynowego, udalo sie odkry¢ specyficzng sygnature biatkowa, ktéra pozwala na rozréznienie
wszystkich szesciu wykrytych podtypow. Wykazano roéwniez, ze nowe podtypy luminalne wykazuja
mniejsze zrdznicowanie na poziomie transkryptomu w poréwnaniu do zréznicowania na poziomie
proteomu.

Rozdzial 7 stanowi udane podsumowanie rozprawy.

Rozdziat 8, petnigcy role dodatku do pracy, zawiera kompleksowy zbior dodatkowych tabel i

ilustracji wynikajacych z przeprowadzonych analiz.
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2.2, Najwazniejsze wyniki przedstawione w rozprawie
Za najwazniejsze wyniki przedstawione w rozprawie uzna¢ mozna:

1. Opracowanie zaawansowanego procesu analizy wielowymiarowych, wysokoprzepustowych
danych z wykorzystaniem metod uczenia maszynowego w celu identyfikacji podpopulacji
raka piersi, a takze ich klinicznych i molekularnych charakterystyk.

2. Zaproponowanie i1 uzasadnienie (na podstawie przeprowadzonych analiz opartych na
rzeczywistych danych) nastepujgcych hipotez, o kluczowym znaczeniu dla naukowcow
realizujgcych badania w oparciu o dane wysokoprzepustowe w analizie raka piersi:

o Zastosowanie metod uczenia maszynowego oraz modelowania matematycznego
pozwolilo na zidentyfikowanie nowych, molekularnie réznigcych si¢ podpopulacji
pacjentek z nowotworem piersi.

o W sytuacji, gdly mamy do czynienia z grupami o zréznicowanym rozmiarze,
odpowiednio dobrane testy statystyczne, wsparte miarg wielkosci efektu, pozwalajg
na precyzyjne okreslenie profili podtypéw na poziomie molekularnym oraz
klinicznym.

3. Uzyskanie znaczacych wynikéw biologicznych oraz:

o Pokazanie, ze dane proteomiczne majag ogromny potencjal w identyfikacji
podpopulacji pacjentek z rakiem piersi.

o Zidentyfikowanie 6 podtypow raka piersi, w tym dodatkowego podzialu w obrebie
grupy luminalnej A.

o Wykazanie, ze zidentyfikowane podpopulacje réznig si¢ pod wzglgdem wynikéw
klinicznych i molekularnych, co sugeruje mozliwos¢ indywidualizacji terapii.

o Uzyskanie zestawu markeréw specyficznych dla wyodrebnionych subpopulacji oraz

sygnatury biatkowej pozwalajgcej na rozroznienie wszystkich podtypéw.
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2.3. Uwagi dyskusyjne

Praca jest poprawnie napisana i zastuguje na wysoka ocen¢ merytoryczng. Ponizsze uwagi
majg glownie charakter dyskusyjny. Oto niektdre z nich:

o Niektére rysunki sg trudne do zinterpretowania, ze wzgledu na wykorzystanie przez
Doktorantke kolorow o zbyt podobnej tonacji (np. Rysunek 4.2, 4.3 (dla podtypu
luminalnego), 5.1, 6.1).

e Rozprawa zawiera wyczerpujace wprowadzenie z zakresu zagadnien dotyczacych
algorytméw klastrowania, metod inzynierii cech, miar i testow statystycznych. Jednakze
wstep dotyczacy poje¢ z zakresu biologii molekularnej oraz metod pozyskiwania danych
wysokoprzepustowych jest dos¢ pobiezny.

e W kontek$cie badan w zakresie wspolzaleznosci pomiedzy zmiennymi (Strona 45), czy
rozwazala Pani zastosowanie zamiast testu niezaleznos$ci chi-kwadrat Pearsona z poprawka
Yatesa, innego testu np. doktadnego testu Fishera?

¢ Sekwencjonowanie RNA pojedynczych komorek (scRNA-seq) jest nowoczesng metoda, ktora
jest szczegolnie przydatna do wykrywania heterogenicznosci na poziomie komérkowym w
obrebie probki, co jest czesto spotykane w przypadku nowotworéw, np. takich jak rak piersi.
Pozwala to na identyfikacje¢ subpopulacji komorek, ktére moga rézni¢ sie¢ pod wzgledem
swojego potencjatu patogennego, zdolnosci do tworzenia przerzutow czy odpornosci na
terapie. Jestem ciekawa zdania Pani na temat wykorzystania tego typu danych do
identyfikowania i molekularnej charakterystyki subpopulacji pacjentek z rakiem piersi.

e Projekty badawcze, ktore szeroko wykorzystujg sekwencjonowanie i analize ekspresji genéw
w kontekscie onkologii, czesto komplementuja te metody o zbieranie danych z ankiet,
nierzadko obejmujacych informacje o historycznej zachorowalnosci na danego raka w
rodzinie, z wyszczegllnieniem wieku, relacji pokrewienstwa czy podtypu badanego
nowotworu. Takie dane moga postuzyé do stworzenia np. drzew rodowodowych. Ciekawa
jestem jak Pani widzi potencjat takich danych w kontekscie poglebienia naszego rozumienia
przezywalnosci w odniesieniu do réznych podtypéw raka piersi. Jak proponowalaby Pani

uwzglednienie takich danych w analizie i jakimi metodami?
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2.4. Uwagi redakcyjne

Nie be¢dac native speakerem recenzent nie ocenia stylu przedlozonej rozprawy. Zasluguje na

uwage jednak przejrzystos¢ opisu oraz konsekwencja w uzyciu dobrze zdefiniowanych poje¢. W

zrozumialy sposob przedstawione sa zastosowane wskazniki, formuly obliczeniowe oraz cala

procedura badawcza. Praca napisana jest precyzyjnym jezykiem i starannie zredagowana, mimo ze

Autorka nie ustrzegla sie drobnych bledéw. Wymieni¢ niektdre z nich:

str. 8 (...) at the end of 2020, 7.8 females alive were diagnosed with breast cancer [powinno
by¢: at the end of 2020, 7.8 million females who are currently alive had been diagnosed with
breast cancer]

str. 11 (...) Initially, the within-subtype diversity in clinical outcomes was assumed toe
reflected [powinno by¢: Initially, the diversity in clinical outcomes within each subtype was
assumed to be reflected]

str. 13 (...) Chemotherapy is a man treatment option [powinno by¢: Chemotherapy is a main
treatment option]

str. 36 (...) where kwas [powinno by¢: where k£ was]

str. 42 (...) the same importance in put on differences [powinno byé¢: the same importance is

put on differences]

3. Podsumowanie i konkluzja oceny

Praca pokazuje szerokie spektrum zainteresowan autorki oraz szeroka wiedze przedmiotu.

Autorka pokazala imponujacg zdolnos¢ do poruszania si¢ w skomplikowanych dziedzinach, takich jak

analiza proteomiczna, uczenie maszynowe i statystyka. Zastosowanie nowatorskich metod obejmujacych

kombinacje réznych algorytméw w zakresie inzynierii cech i klastrowania dowodzi zaawansowanego

zrozumienia dla tych technik i ich potencjalnej mocy w kontekscie badania raka piersi. Przedstawiona do

oceny rozprawa zawiera oryginalne i warto$ciowe wyniki, ktére stanowig istotny wklad w zrozumienie

heterogenicznosci raka piersi na poziomie proteomicznym. Rezultaty te, uzyskane dzigki zastosowaniu

technik uczenia maszynowego i matematycznego modelowania, otwierajg nowe perspektywy dla

indywidualizacji terapii i potencjalnej optymalizacji planowania leczenia. Ponadto, identyfikacja nowych
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markeré6w i podpopulacji pacjentow moze przyczyni¢ si¢ do dalszych badan nad nowymi opcjami
terapeutycznymi.

Wymienione wczesniej uwagi dyskusyjne i drobne zastrzezenia nie umniejszajg osiggnigc
Doktorantki i nie majg istotnego wplywu na wage oraz jakos¢ przedstawionych w pracy wynikow.
Reasumujac mozna stwierdzié¢, ze gldwne wyniki potwierdzajg osiggni¢cie z powodzeniem zatozonego
w pracy celu. Zastosowane przez autorke metody badawcze sa wilasciwe dla podjetej przez nig
problematyki, a dobdr cytowanej literatury nie budzi zastrzezen. Podsumowujac, nalezy takze stwierdzi¢,
ze przedstawiona do oceny rozprawa zawiera oryginalne i warto$ciowe wyniki naukowe, ktore stanowig
istotny wklad w dziedzing nauki jakg jest bioinformatyka.

W zwiazku z powyzszym, stwierdzam, ze praca pt. ,Machine learning methods in suport of
multiomics signature identification for breast cancer patient subpopulations” spelnia wymagania
stawiane rozprawom doktorskim przez Ustawe o stopniach naukowych i tytule naukowym, i w
konsekwencji moze staé si¢ przedmiotem publicznej obrony. Wnosze zatem o dopuszczenie mgr inz.

Joanny Tobiasz do dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia doktora.
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Dr hab. inz. Agnieszka Rybarczyk



