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1. Zagadnienia naukowe rozpatrywane w pracy

Przedmiotem rozprawy jest zaproponowanie, implementacja i wstepne zweryfikowanie
metody pozwalajacej na analize dynamiki ewolucyjnej nowotworu na podstawie danych
pochodzacych z sekwencjonowania genomu, ktére nie osiggneto odpowiedniej gtebokosci
odczytu. W rozprawie Autor stara sie réwniez odpowiedzie¢ na pytanie, czy sekwencjonowanie
prébki nowotworu catosciowo, tj. bez izolacji samych komdrek nowotworowych, moze by¢
wykorzystane do analizy jego dynamiki ewolucyjnej. Postawione pytanie, jak i préba
zaproponowania nowej metody analitycznej, jest niezwykle istotne dla zrozumienia dynamiki
ewolucyjnej nowotworu, co moze by¢ w dtuiszej perspektywie wykorzystane do celéw
medycznych. Od diuzszego bowiem czasu badacze starajg sie zaproponowac¢ nowe schematy
terapeutyczne, ktére opierajg sie na pryncypiach ewolucji i majg na celu np. zminimalizowanie
ryzyka wytworzenia sie opornosci nowotworu na dany rodzaj leczenia. Co wiecej, w dobie terapii
kombinowanych, ktdre celujg jednoczesnie w rdéine podpopulacje komodrkowe, dogtebne
zrozumienie mechanizméw ewolucyjnych moze niewatpliwie pozwoli¢ na zwiekszenie ich
skutecznosci poprzez odpowiednie dobieranie dawek. Biorgc powyisze pod uwage, nalezy
stwierdzi¢, ze rozpatrywane w pracy problemy sg aktualne i dobrze wpisujg sie w nurt obecnie
prowadzonych prac naukowych. Tematyka rozprawy niewatpliwie wpisuje sie w dyscypline
Informatyka Techniczna i Telekomunikacja.

W rozprawie wyrdzniona zostata jedna hipoteza badawcza: Zmiany w dynamice ewolucyjnej
raka w ogniskach przerzutowych oraz z momentu nawrotu choroby mozna okresli¢ ilosciowo na
podstawie danych zsekwencjonowania DNA przeprowadzonego na nieoczyszczonych probkach,
czyli takich, w ktorych nie wyizolowano samych komorek nowotworowych. W celu weryfikacji
powyzszej hipotezy zebrano dane z sekwencjonowania réznych typdw nowotworow, a nastepnie
je przeanalizowano przy wykorzystaniu metody zaproponowanej w pracy. Powyzsza hipoteza



zostata wstepnie zweryfikowana, acz dyskusyjne pozostaje to, czy wszystkie zatozenia i wnioski
nie wymagaja dalszych analiz — na to wskazujg uwagi zawarte w dalszej czesci recenzji.

2. Struktura pracy

Rozprawa sktada sie ze streszczenia, listy publikacji Autora, opisu wktadu Autora do publikacji
przedstawionej w jednej z czesci rozprawy, listy abstraktow konferencyjnych Autora, spisu tresci,
listy skrotow, szesciu numerowanych czesci razem z podsumowaniem, spisu rysunkow i tabel,
trzech dodatkéw oraz bibliografii. Pierwszy numerowany rozdziat wprowadza krotko w tematyke
rozprawy i przedstawia motywacje podjecia tematu wraz z badang hipoteza. Rozdziaty drugi i
trzeci poswiecone s3 omoéwieniu zagadnien zwigzanych z tematyka pracy. W rozdziale drugim
opisane s3g zagadnienia zwigzane z biologia nowotwordéw, genami i ich mutacjami, a takze
kluczowe zagadnienia opisujgce zjawisko ewolucji nowotworéw, w szczegdélnosci modele
spetniajgce zatozenia ewolucji darwinowskiej, jak i niespetniajgce, model Big Bang, czy tez model
macierzystych komdérek nowotworu. W rozdziale trzecim Autor przedstawit historie postepu w
sekwencjonowaniu (od metody Sangera, do sekwencjonowania trzeciej generacji), opisat
ograniczenia w sekwencjonowaniu, a takze przedstawit istniejgce modele i metody do analizy
wynikéw sekwencjonowania pod katem badania dynamiki ewolucyjnej nowotworu.

Rozdziat 4 przedstawia dane wykorzystane w pracy oraz zaproponowane metody analityczne.
Rozdziat ten stanowi doktadny opis nowej metodologii analitycznej zaproponowane przez Autora
i udostepnionej w postaci pakietu do programu R. Rozdziat 5 przedstawia wyniki zastosowania
zaproponowanej metody do zebranych danych klinicznych i ich poréwnanie z wynikami
otrzymanymi przy wykorzystaniu innej szeroko wykorzystywanej metody wcze$niej opisanej w
literaturze. W Rozdziale 5 przedstawione zostaty réwniez wyniki prac wykorzystujgcych inng
metodologie badawczg, w ktérych Autor brat udziat (publikacja [10]). Catos¢ zostata posumowana
w Rozdziale 6.

Uktad pracy oceniam jako prawidtowy, choé moze bardziej wskazane bytoby stawianie hipotez
badawczych po doktadniejszym wprowadzeniu czytelnika w rozwazane zagadnienia, czyli np. na
koniec Rozdziatu 3.

3. Analiza zrodet

Spis literatury zawiera 136 pozycji, z czego cztery ([10], [57], [68]i[69]) s3 wspdtautorstwa
Autora. W zdecydowanej wiekszosci sg to prace bezposrednio zwigzane z tematykg rozprawy.
Dobér bibliografii Swiadczy o dobrym rozeznaniu Doktoranta w literaturze sSwiatowej w
tematyce, ktorg sie zajmuje. Pewne zastrzezenia moze rodzi¢ odnoszenia sie Autora do stron w
Internecie (np. [16], [42], [102], [108], [133]), Wikipedii (np. [17]), czy tez repozytoriéw
niezrecenzowanych preprintéw (np. [25], [34], [77], [78]). Co wazne, odnosniki te w znakomitej
wiekszos$ci majg za zadanie przyblizyé ugruntowang wiedze, ktdrg mozna znalez¢ w klasycznych
pozycjach literaturowych, lub opisujg zrédto, ktdre powinno byé¢ zacytowane bezposrednio (np.



[42]). Pewne pozycje bibliografii sg rowniez niekompletne (np.[5], [69]), czy tez niepotrzebne z
punktu widzenia merytoryki pracy (np. [54], [60], [81], [86]).

4. Oryginalnosc i silne strony rozprawy

W pracy wykorzystane zostaty metody dos¢ standardowe, jednak sposdb ich wykorzystania
oraz uzyskane wyniki s3 niewatpliwie oryginalne. Uzyskane wyniki nie zostaly jeszcze
opublikowane, ale wydaje sie, ze po pewnych uzupetnieniach powinny znalez¢ miejsce w
znaczacych miedzynarodowych czasopismach naukowych. Do szczegdlnie wartoSciowych,
oryginalnych elementdw rozprawy, istotnych z naukowego punku widzenia mozna zaliczy¢:

e Zaproponowanie metody, ktéra pozwala na analizowanie dynamiki ewolucyjnej w
prébkach pochodzacych z sekwencjonowania genomu o mniejszej gtebokosci odczytu,
niz ta wymagana przez inne istniejgce metody analityczne.

e \Wskazanie, ze mozliwe wydaje sie analizowanie dynamiki ewolucyjnej na podstawie
nieoczyszczonych prébek tkanki nowotworowej, tj. takich ktore nie zawierajg jedynie
komodrek nowotworowych.

Silng strong rozprawy jest niewatpliwie catosciowe podejscie do problemu, czyli zaproponowanie
nowej metody analitycznej, wstepne zweryfikowanie jej na réznorodnym zbiorze danych, a
nastepnie przygotowanie publicznie dostepnego pakietu do szeroko wykorzystywanego jezyka
programowania R, ktéry kazdy badacz moze pobraé i wykorzystaé do swoich analiz. W dzisiejszym
Swiecie, w ktdrym nowe metody sg opisywane w literaturze niemal kazdego dnia, szczegdlnie ten
ostatni element (publikacja pakietu) zastuguje na pochwate.

5. Stabsze strony rozprawy

Do stabszych stron pracy naleza:

e brak doktadanego uzasadnienia dla przyjetych parametréw poszczegdlnych krokéw
metody oraz jakiegokolwiek badania wptywu zmian parametréw na uzyskiwane wyniki —
uwaga 6.1 ponizej

e bardzo swobodnie potraktowano fakt, ze prébki z ognisk przerzutowych zwierajg inng
tkanke zdrowa, niz te z ogniska pierwotnego — uwaga 6.3 ponizej.

e dos¢ niedbale przedstawiono w pracy wzory i niektdre modele — uwaga 6.7 ponizej

e w rzeczywistosci, aby potwierdzié¢, ze mozna wykorzystywa¢ prébki nieoczyszczone do
analiz (bulk data), nalezatoby przeprowadzi¢ analizy na wyizolowanych komdrkach
nowotworowych i poréwnac otrzymane wyniki — tego zabrakto w pracy.

Oryginalnosc i silne strony rozprawy przewazajg jednak nad stabszymi.



6. Szczegétowe uwagi merytoryczne i redakcyjne

W pracy pojawit sie braki lub niejasnosci w elementach istotnych dla merytoryki pracy, do ktérych
Doktorant powinien odnies¢ sie w trakcie obrony. W szczegdlnosci:

6.1. W rozdziale 4.2.6 Fitting neutral power-law component with covemod Autor opisuje
sposéb dopasowywania czesci modelu opisujgcej neutralny dryft i podaje szczegéty dotyczace
procedury, np. zawezanie spektrum VAF poprzez usuniecie 5% wariantéw na obu koricach,
zaokraglanie wartosci f do dwdch miejsc po przecinku, dzielenie rozktadu na sekcje o
dtugosciach 0.05, czy tez odfiltrowywanie wynikéw gdy R? ma warto$¢ mniejszg niz 0.98.
Argumentacja za przyjetymi zatozeniami jest jednak dos¢ skapa i nie pozwala stwierdzi¢, ze
inne mozliwosci zostaty gruntownie przebadane. W rozprawie powinna znalez¢ sie wnikliwa
analiza przyjetych zatozen, najlepiej z symulacyjnym zbadaniem ich wptywu na uzyskiwane
wyniki (rodzaj analizy wrazliwosci). Podobny problem wystepuje w sekcji 4.2.7 Fitting the
models with the best-fitting power coefficient, gdzie Autor opisuje kolejny zestaw przyjetych
wartosci parametréw i zatozen bez doktadnego wyjasnienia (np. ,Then we smooth the
spectrum using the stats::filter() function with a vector weights ‘c(1/3,1/3,1/3)"").
Analogicznie w podrozdziale 4.2.8 czytamy, ze “[...] to fit the VAF distribution [...] with a
mixture of 1 to 3 binomial models” — czemu nie np. 4 albo np. 5? Takiego typu zatozenie
wymaga wyjasnienia.

6.2. W pracy zostaty wykorzystane m.in. prébki guzéw litych pochodzace z guzéw pierwotnych
(N prébek), ognisk przerzutowych (N prébek) oraz zdrowej tkanki (N probek). W przypadku
tych nowotwordéw brakuje w rozprawie kluczowych informaciji klinicznych dla poszczegdlnych
pacjentow, takich jak czy wystepowaty przerzuty odlegte, jaka byta klasyfikacja TNM, w ilu
weztach chtonnych byty wykryte przerzuty (zwykle sprawdza sie wiele). Mozna sobie
wyobrazi¢, ze dynamika i status choroby jest inny u osoby z matym guzem i mikroprzerzutami
w jednym wezle chtonnym w poréwnaniu z kim$ kto ma wiele przerzutéw odlegtych, wiele
zajetych weztéw chtonnych i duze ognisko pierwotne. Tego typu informacje wzbogacityby
prace i moze pozwolityby na dogtebniejszg analize uzyskanych wynikéw. Dodatkowo, pomimo
tego, ze dane dotyczgce biataczki pochodzg z innej pracy, w rozprawie warto bytoby
przedstawi¢ jaki byt rozktad czasu pomiedzy prébkami (ile mineto od diagnozy do wznowy).
Moze to by wyjasnito spadek indeksu Jaccard’a na Rys. 5.4?

6.3. Biorgc pod uwage, ze prébki pochodzace z raka piersi i krtani nie byty oczyszczone (byty
mieszaning komdérek nowotworowych i zwyktych) watpliwos$¢ moze budzi¢ opisany powyzej
uktad eksperymentalny (2N prébek zmienionych + N prébek tkanki zdrowej). Mianowicie
komérki nienowotworowe sktadajgce sie na wezet chtonny sg zupetnie innego typu niz tkanka,
z ktorej byta pobierana prébka kontrolna. To moze miec znaczgcy wptyw na uzyskane wyniki,
bo Autor poréownuje probke nowotworowg z wezta chtonnego do zdrowej tkanki.

6.4.  Autor wykorzystuje rowniez dane literaturowe pochodzgce od pacjentow z biataczkg, a
doktadniej wyniki sekwencjonowania prébek z momentu diagnozy, wznowy oraz prébek



kontrolnych. Powstaje pytanie czym jest probka kontrolna. Czy to znaczy, ze byty dostepne
prébki krwi pacjenta zanim zostat zdiagnozowany?

6.5. Kompletnie niezrozumiaty jest podrozdziat 4.2.3 Intra-Tumor Heterogeneity (ITH) measure
i pdzniej zwigzane z nim wyniki na str. 52. Autor poprawnie podaje, ze indeks Jaccard’a moze
by¢ wykorzystywany do badania podobienstwa pomiedzy zbiorami (tutaj mowa o zbiorach
wystepujacych wariantéw), ale w pracy Autor nie ma do dyspozycji réznych prébek
pochodzacych z ogniska pierwotnego (to bytoby badanie tzw. intra-tumor heterogeneity; ITH).
Poréwnywanie prébek z ognisk przerzutowych i ogniska pierwotnego nie ma nic wspdlnego z
ITH. Co wiecej, w przypadku biataczki Autor dysponuje prébkami z rézinych punktéw
czasowych.

Pozostate uwagi ogdélne i komentarze (niewymagajgce odnoszenia sie w trakcie obrony):

6.6.  Autor przedstawia we wprowadzeniu do pracy (Rozdziaty 2 i 3) wiele ciekawych informacji
nt. nowotwordéw, mutacji oraz metod ich detekcji, ale zainteresowanym czytelnikom bedzie
brakowaé odnosnikéw do literatury. Dla przyktadu we wprowadzeniu do podrozdziatu 2.1.2
DNA, genome and genes, w ktérym Autor opisuje budowe DNA, geny i biatka, nie znajdziemy
nawet jednego odnos$nika do literatury. Dalej pojawia sie The Cancer Genome Atlas bez
zadnego odnosnika gdzie mozna go znalezé. Autor powinien zadbac, aby elementy pracy,
ktore zawierajg fakty, czy tez znane hipotezy, miaty odniesienia do literatury, z ktorg czytelnik
mogtby sie zapoznad.

6.7. Autor w pracy dos¢ niedbale przedstawia wzory matematyczne, popetniajgc przy tym
btedy i wprowadzajac niescistosci/zamieszanie. W szczegdlnosci:

e W mianowniku réwnania (3.4) powinna by¢ suma, a nie iloczyn cztonéw MCF*CNct oraz
(1-MCF)*CNnorm

e Autor wykorzystuje znak tyldy (~) do okreslenia rozktadu, a potem wykorzystuje go jako
przyblizenie np. w réwnaniu (3.6)

e W réwnaniu (3.8) jest jeden zestaw parametréw (a, b, A), a w opisie do tego rdwnania
Autor wymienia parametry M, b oraz ¢

e Autor powinien zadbaé, aby postac¢ réwnan (3.7), (3.8) i (3.9) przedstawiata ten sam punkt
poczatkowy, czyli tg samg warto$¢ N(0). Teraz jest tak, ze np. (3.7) ma N(0) = 1 w
przeciwienstwie do pozostatych réwnan.

e Autor stosuje rédzne symbole do oznaczania mnozenia (np. w réwnaniu (3.4) jest -, w (3.10)
jest *, w (3.18) jest x).

e W (3.15) Autor pisze binomial(,) a w (3.3) pisze B(,) do okreslenia tego samego rozktadu

6.8.  Nastr. 51 Autor poréwnuje obcigzenie mutacyjne pomiedzy réznymi prébkami. Watpliwe
wydaje sie jednak poréwnywanie danych dotyczacych biataczki z pozostatymi, poniewaz dla
biataczki byt robiony WGS, a dla pozostatych WXS.

6.9. Niepotrzebne zamieszanie wprowadza w pracy doktadne opisanie wynikédw uzyskanych w
[10]. Doktorant miat do tej pracy relatywnie maty wktad i duza czes$¢ przedstawionego



materiatu nie dotyczy tego co bylo efektem jego prac. Wystarczytoby przedstawienie
krétkiego opisu, a potem przedstawienie dodatkowych wynikéw uzyskanych przez Autora.

Inne uwagi szczegétowe:

6.10.

Na str. 48 Autor pisze, ze rak potrdjnie ujemny jest rzadki, ale jednoczes$nie pojawia sie

informacja, ze to 15% przypadkéw rakéw piersi — nie mozna tego uznac zatem za rzadki
przypadek.

6.11.

7.

W pracy pojawiajg sie niedociggniecia jezykowe i edycyjne. Miedzy innymi:

Lista skrétow i symboli, ktorg Autor zawart po spisie tresci nie jest petna i nie zawiera
szeregu waznych skrotéw, ktére potem pojawiajg sie w tekscie (np. MCF na str. 24, ISM
na str. 27, MR na str. 61, EMT na str. 74)

Autor niefortunnie wykorzystuje do okreslania nowotworéw piersi skrétu BRCA. Skrét ten
jest wykorzystywany dla jednego z najbardziej znanych gendw zwigzanych ze zwiekszonym
ryzykiem wystgpienia raka piersi (a doktadnie BRCA1 i BRCA2).

drobne btedy jezykowe (np. ,,needed to be [...] for cancer to growth” gdzie powinno by¢
grow na str. 8; “Variant calling algorithms try to [..] distinguish true algorithms” na str. 22);
step -> steep na str. 66

do Rysunku 2.3 nie ma odniesienia w tekscie

na Rys. 5.6 bytoby lepiej przedstawié procent, a nie liczbe pacjentéw, poniewaz rozwazane
kohorty nie sg réwnoliczne.

Ocena koricowa rozprawy

Podsumowujgc, pomimo uwag szczegétowych przedstawionych powyzej, uwazam, ze silne
strony pracy przewazajg nad stabszymi. Stwierdzam, ze mgr inz. Pawet Kus$ wykazat sie wiedzg i
umiejetno$ciami uprawniajgcymi go do ubiegania sie o stopien doktora nauk technicznych w
dyscyplinie Informatyka Techniczna i Telekomunikacja. Przedstawiona praca doktorska spetnia
wymagania stawiane pracom doktorskim przez ustawe Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z
dnia 20 lipca 2018 r. W szczegdlnosci, jej przedmiotem jest oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego, zdefiniowanego przez postawiong hipoteze badawczgy. Autor posiada tytut magistra
inzyniera oraz jest wspoétautorem siedmiu artykutdéw opublikowanych w czasopismach
naukowych, ujetych w odpowiednim wykazie. Wnioskuje o dopuszczenie mgra inz. Pawtfa Kusia
do publicznej obrony rozprawy doktorskiej.
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