Recenzja rozprawy doktorskiej

sModels of cancer genome evolution used to evaluate the role of selection
and occurrence of new mutations”

Doktorant: mgr inz. Pawel Kus

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska dotyczy problemu inferencji statystycznej
parametrow w modelach ewoluc;ji biologicznej nowotworédw, na podstawie spektrum czestosci
mutacji uzyskanych metodg sekwencjonowania DNA.

Jestem pod bardzo dobrym wrazeniem uktadu pracy, uzytego jezyka, i poziomu objasnien
niezaktadajacego dogtebnej znajomosci tematu badan. Cata dysertacja napisana jest bardzo
dobrym jezykiem angielskim. Dysertacja ma bardzo przejrzysty uktad, dzieki czemu
przyjemnie sie jg czyta.

W rozdziale 1 doktorant zwiezle przedstawia motywacje, cel i hipoteze badawczg pracy, oraz
ogolny plan rozprawy. W rozdziale 2 opisane zostaly podstawy biologii raka oraz tych
aspektéw ewolucji biologicznej, ktore sg istotne w rozwoju nowotworow. Rozdziat 3 w
przystepny sposob przedstawia metody sekwencjonowania DNA i analizy danych
wykorzystywane w biologii raka, ich zalety i wady, wprowadza tez pojecie ,Variant Allele
Frequency (VAF) Spectrum” — podstawowy obiekt badan w dalszej czesci pracy, oraz sposob
jego teoretycznego modelowania. Cze$¢ ,historyczna” jest w mojej opinii zbyt dituga,
zwlaszcza ze wiekszo$¢ opisanych zagadnien nie jest istotna dla dalszych rozdziatow, ale to
moze kwestia gustu. W rozdziale 4 autor opisuje zbiory danych ktore bedzie analizowac, oraz
narzedzia do ich analizy. Rozdziat 5 przedstawia wyniki zastosowania tych narzedzi do
danych pochodzacych z kilku réznych rodzajow nowotworow. Cze$¢ 5.1 skupia sie na analizie
danych wygenerowanych w projekcie NCN, w ktorym doktorant uczestniczyt, czes¢ 5.2
dotyczy analizy danych z projektu ze wspotpracy z grupg z Dr. B. Czerniaka z MD Anderson
CC. Koncowy rozdziat 6 podsumowuje wyniki badan. Praca zawiera jeszcze dwa suplementy:
liste gendéw typu ,driver” (onkogeny, suppressor genes) istotnych dla pracy, i zwiezty opis
modelu matematycznego istotnego dla Rozdz. 5.2.

Dysertacja zawiera tez liste publikacji doktoranta oraz abstrakty konferencyjne; jego wktad do
publikacji ktorych wyniki zostaty wykorzystane w dysertacji jest jasno opisany. Wiekszo$¢
skrotow jest wyjasniona w tek$cie i osobnej tabeli.

Literatura cytowana w pracy jest dobrze dobrana tematycznie i reprezentatywna dla
omawianych zagadnien. Bibliografia jest dobrze sformatowana, w jednolitym stylu, bez
oczywistych btedéw, cho¢ musze przyznaé¢, ze nie sprawdzatem poprawnosci danych
wszystkich 136 pozycji.

Gtéwnym celem pracy jest zbadanie hipotezy, czy zmiany w dynamice ewolucyjnej raka
podczas przerzutow i nawrotow choroby mogg byé wykryte sekwencjonowaniem DNA typu
,bulk” tzn. makroskopowych prébek nowotworu, w ktorych DNA pochodzi z wielu réznych
komérek raka. Tak postawiona hipoteza jest bardzo ogélna, i wydaje mi sie, ze juz zostata w
pewnym sensie potwierdzona przez prace A. Sottoriva, T. Graham, C. Curtis, T. Reiter, i inne,
wiele z nich cytowane w dysertacji. Jednakze w dalszej czeéci doktorant precyzuje, ze chodzi
mu o analize spektrum VAF w specyficznych rodzajach nowotworow: okreslenie, ktore
mutacje sg neutralne a ktore przystosowawcze w sensie ewolucyjnym, jak ich proporcja zalezy
od rodzaju raka, oraz znalezienie odchylen w neutralnym ,ogonie” VAF (mutacje o matej
czestoéci) od przewidywan prostego modelu matematycznego typu ,well-mixed” bez selekc;ji.



Zastosowane metody to do$¢ standardowe metody bicinformatyczne, polegajace na uzyciu
(ze zrozumieniem) dostepnych pakietéw narzedzi typu command-line oraz R i Python, oraz
proste modelowanie matematyczne. Nowym wkiadem doktoranta jest program cevomod —
alternatywa dla istniejacych programéw np. MOBSTER pozwalajgcych wyznaczac
wspotczynniki selekcji mutacji na podstawie VAF.

Gtownym wynikiem pracy jest zastosowanie cevomod do analizy danych z sekwencjonowania
DNA nowotworéw BRCA i LSCC oraz AML (guz pierwotny i przerzuty). Doktorant rozwinat tez
analize z pracy [10] ktérej jest wspétautorem, dotyczacej procesu powstawania raka pecherza
moczowego. Wynikow jest dos¢ duzo: liczba mutacji w réznych probkach z podziatem na
,driver mutations” i neutralne, korelacje miedzy prébkami z pierwotnego guza vs przerzuty,
liczba sub-klonalnych mutacji, i wreszcie oszacowanie na czesto$¢ mutacji i wartosci
wspotczynnikow selekcji. Wyniki sg generalnie w zgodzie z podobnymi danymi z literatury dla
innych nowotworéw. Interesujace jest, ze MOBSTER nie zadziatat dla wielu z prébek, dla
ktorych mozna byto otrzymac parametry ewolucyjne z cevomod. Autor uznaje to za dowdd na
przewage jego podejscia, ale ja nie jestem do konca przekonany (zob. moje uwagi ponizej).
Doktorant pokazuje tez, ze wyktadnik @ w prawie potggowym ~ f~% opisujgcym dolny ogon
VAF czesto nie jest rowny 2 jak zaktada prosty model matematyczny, i sugeruje selekcje oraz
zmieniajacy si¢ szybko$¢ mutacji jako mozliwe wyjasnienia. W sekcji 5.2 dot. raka pecherza
moczowego jest przedstawiona podobna analiza, dodatkowo z analizg rozkfadu
przestrzennego mutaciji.

Przedstawione rezultaty sg nowe, ich prezentacja i interpretacjia w $wietle literatury
przedmiotu jest na poziomie oczekiwanym od kandydata na doktora. Wyniki uzyskane przy
pomocy cevomod stanowig interesujgcy dodatek do podobnych wynikow otrzymanych
wczesniej dla innych nowotwordw. Najciekawsze wydaja mi sie wyniki uzyskane z projektu
raka pgecherza moczowego — jesli rzeczywiscie udatoby sie wykry¢ stan przed-nowotworowy
za pomocg podobnej analizy u Zzywego pacjenta (a nie na wycietym pecherzu), bytby to duzy
postep. Jesli chodzi o praktyczne zastosowanie otrzymanych wynikéw to z jednej strony,
pakiet cevomod zostanie zapewne uzyty do dalszych badan, generujacych publikowalne
wyniki. Z drugiej strony, ograniczenia modelu uzytego w cevomod powodujg, ze ciezko uzyé
go do uzyskania zupetnie nowego wgladu w procesy powstawania nowotworéw tak jak np.
zrobili to A. Sottoria et. al. ze swoim modelem ,Big Bang”.

Podczas lektury zwrécitem uwage na kilka probleméw, niezrecznych sformuowan, oraz
brakujgcych informaciji:

» Formatowanie wyrazer matematycznych jest niezbyt nieeleganckie, np. logarytm In,
funkcja exp, sg pisane kursywa jakby to byty zmienne, subskrypty zmiennych tez
(niepoprawnie) sg pisane kursywa np. Nrer (str. 24). Wybor symboli reprezentujgcych
niektore zmienne jest mylacy np. CN,,,,, jest jedng zmienng, ale zapis sugeruje dwie:
C i Ny, podobnie Nu — liczba nowych wariantéw. Nie ma puktuacji po wyrazeniach
matematycznych. Na szczescie dla autora, praca nie jest bardzo zmatematyzowana i
takie problemy ograniczajg sie do kilku stron.

¢ Minimaine legendy (opisy symboli) w figurach czasami utrudnia zrozumienie (np. Fig.
5.10, 5.18)

¢ Maty font na osiach wykreséw, i legend utrudnia czytanie.

e ,Mutation rate” jest uzyte na oznaczenie liczby mutacji, zamiast prawdziwej ,rate”
(wielkosci o wymiarze 1/czas)

¢ Fig. 3.4 — skad wzieto przedstawiony VAF?

» Fig. 5.20 - nie jest wyjasnione co to sg ,maps of analyzed specimens”. Generalnie
trudno zrozumiec te figure z powodu minimalnej ilosci objasnien.



» ,Darwinian vs non-Darwinian evolution” — poprawniej byto pisa¢ ,non-neutral vs neutral
evolution” gdyz to zwykle autorzy prac uzywajgcych te sformuowania majg na mysli.

Nie wymieniam drobnych probleméw takich jak (rzadkie) btedy jezykowe czy nieprezycyjne
stwierdzenia nieistotne dla zrozumienia wynikow pracy.

Mam tez kilka uwag krytycznych natury merytorycznej:

(1) MOBSTER pozwala na dopasowanie zaleznosci potggowej (,power law”, Pareto
Distribution type I) z wyktadnikiem réznym od 2. Co zatem innego robi cevomod, oprécz braku
testowania neutralno$ci modelu (co akurat bytoby korzystne, patrz nizej)? Dlaczego
MOBSTER dziata gorzej, skoro robi fundamentalnie te sama rzecz? Zapewne ma to zwigzek
z optymalizacjg przedstawiong w 4.2.7, ale nie do korfica rozumiem jej ideg. W szczegdlnosci,
nie przedstawiono uzasadnienia tego podejscia na gruncie statystyki.

(2) Zwigzany z tym problem: brakuje testow analizy VAF na danych syntetycznych.
Pozwolitoby to ustali¢ wiarygodnosé otrzymanych rezultatow np. wspéiczynnikéw selekgji s.
Naiwnie oczekiwatbym, ze pewna liczba mutacji da niezerowe s z powodéw fluktuaciji
statystycznych, pomimo ze naprawde s neutralne, i vice versa, neutralne mutacje moga
okazjonalnie da¢ sygnatury mutacji typu ,driver”. Skad wiemy, ze otrzymane wyniki to nie
szum statystyczny? Taki test bytby tym bardziej pozadany, ze brakuje stupkoéw bledéw przy
podawanych wartosciach liczbowych, nie mozna wiec oceni¢ ich dokfadnosci.

(3) Wiele z przedstawionych konkluzji brzmi prawdopodobnie, ale wydaje mi sig, ze czesto
mozna zaproponowac inne wyjasnienie niz podane przez kandydata. Np. jesli chodzi o
wyktadnik @ # 2 w potegowym ogonie VAF, to moze on powstac rowniez w wyniku ograniczen
przestrzennych (zob. np. D. Fusco, et al., Nature Communications 7, 12760 (2016)).
Dysertacja w ogdle nie dotyka tego problemu tzn. ze guzy nowotworowe nie sg ,well mixed”
ale majg przestrzenng strukture i rosng w niejednorodny sposéb, co wptywa na dynamike
ewolucyjng. Prawdziwo$¢ zatozenia ,well mixed” jest bardzo wazna dla wartosci
wyznaczonych wspotczynnikdw selekc;ji.

(4) ,Copy number changes” — jest wspomniane ze mog3 sie pojawia¢ wczesnie w rozwoju
raka, a wigc teoretycznie mogtyby mie¢ duzy wplyw na VAF, ale w modelu nie s3
uwzglednione. Czy da sie oszacowaé wielkosé efektu takich zmian na wynikKi pracy?

(5) ,Emergence times” mutacji muszg by¢ skorelowane ze wspotczynnikami selekcji z powodu
fundamentalnej zaleznosci wynikajacej z zatozonej dynamiki populacyjnej (eksponencjalny
wzrost klonow). Czy jest zatem zaskakujace znalezienie takiej korelacji na Fig. 5.15? Czy
korelacja jest silniejsza czy stabsza niz oczekiwana na podstawie zatozonego modelu
selekcji?

Na podstawie informacji zawartych w dysertacji, poziom wiedzy ogoéinej kandydata w
dziedzinie biologii nowotwordw i bioinformatyki, oraz umiejetnosé pracy samodzielnej wydajg
si¢ by¢ na poziomie oczekiwanym od osoby koriczacej doktorat. Kandydat jest wspétautorem
9 prac, ale tylko jednej z nich (Wydawnictwo Politechniki Slaskiej) jako pierwszy autor.
Poniewaz wkiad doktoranta w prace nie zwigzane z dysertacjg nie jest opisany, sprawdzitem
»~author contributions” publikacji, do ktérych miatem dostep: wktad doktoranta polegat gtéwnie
na stworzeniu sofware'u i analizie danych, chociaz zdarzyto sie mu mie¢ wktad do koncepciji
projektu. Moze to $wiadczy¢ o zainteresowaniu bardziej techniczng strona badan niz ich
interpretacjg, ale jest to wedtug mnie normaine i nie odbiega od moich do$wiadczen z osobami
0 podobnym profilu badawczym.

Podsumowujac, zaprezentowana dysertacja posiada, mimo drobnych mankamentéw
przedstawionych powyzej, wystarczajaca warto§é poznawcza do zaklasyfikowania jej
jako oryginalne rozwiazanie problemu badawczego. Stwierdzam zatem, ze praca
doktorska spetnia wymogi okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o
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szkolnictwie wyzszym i nauce, i wnioskuje o dopuszczenie mgr. inz. Pawia Kusia do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Podczas obrony doktorskiej bede oczekiwa¢ od kandydata odniesienia si¢ do mojej krytyki
(punkty 1-5).

Barttomiej Wactaw 04.08.2023



