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RECENZJA

Przedmiotem niniejszej recenzji jest rozprawa doktorska mgr Sonii Wrobel
zatytutowana ,Canonical correlation analysis of multi-omics data obtained from
microvesicles of human skin melanoma cell lines and its possible application in biomarker
discovery’. Promotorkami rozprawy sg prof. dr hab. Ewa tucja Stepien
oraz prof. UJ dr hab. Monika Piwowar. Recenzje przygotowano na podstawie uchwaty
Rady Dyscypliny Nauki Fizyczne Wydziatu Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej
Uniwersytetu Jagiellofiskiego w Krakowie oraz wynikajacego z tej uchwaty zlecenia
Przewodniczacego Rady Dyscypliny Nauki Fizyczne prof. dr. hab. Jacka Golaka.

Problematyka rozprawy doktorskiej adresuje istotne wyzwanie integracji
wielowymiarowych zbioréw danych multiomicznych pochodzacych z pecherzykow
zewnatrzkomérkowych (EV) i komoérek nowotworowych w celu zidentyfikowania waznych
sygnatur molekularnych, ktére mogag by¢ kandydatami nowych biomarkerow biopsji
ptynnej w czerniaku skory. W mojej ocenie tematyka badawcza jest oryginalna i spetnia
wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Zastosowane podejscie wpisuje sie
w paradygmat biologii systemow (ang. systems biology) poprzez analize ztozonych
interakcji w obrebie systemoéw biologicznych i otwiera nowe mozliwosci w zrozumieniu
mechanizméw i wspoizaleznosci wystepujacych w mikrosrodowisku guza (TME)
zwigzanych z komunikacjg miedzykomérkowa. Wykorzystanie metody korelaciji
kanonicznej w rozwigzywaniu wyzwan bioinformatycznych jest obiecujgce, o czym
gwiadczy dynamiczny wzrost liczby publikacji w tym obszarze. Hipoteza zakfadata,
e analiza korelacji kanonicznej moze by¢ z powodzeniem uzyta do integracji danych

omicznych, takich jak transkryptomiczne czy proteomiczne, i efektywnie korelowac




sygnatury molekularne na potrzeby identyfikacji wysoce istotnych cech biologicznych,
ktore moga by¢ nastepnie wykorzystywane jako biomarkery w leczeniu czerniaka skory.
Weryfikacja postawionej hipotezy odbyla si¢ z uzyciem modeli linii komoérkowych
ludzkiego czerniaka skory o réznym stopniu ztosliwosci. Doktorantka wykorzystata dane
pochodzace z przeprowadzonych eksperymentéw oraz z publicznie dostepnych baz
danych molekularnych. W wyniku przeprowadzonych analiz Doktorantka zintegrowata
trzy rodzaje danych: transkryptomiczne miRNA, proteomiczne pochodzace
z mikropecherzykéow zewnatrzkomoérkowych czerniaka, transkryptomiczne mRNA z
catych komérek nowotworowych. W rezultacie otrzymano liste 24 sygnatur
molekularnych, w tym 8 miRNAs, 7 biatek i 9 mRNA.

Rozprawa doktorska sktada sie z 11 rozdziatéw, stownika poje¢ oraz obszernej
bibliografii sktadajacej si¢ na 178 pozycji. Struktura rozprawy doktorskiej jest poprawna.
Tresé rozprawy uzupetnia i wzbogaca 6 dodatkow. Dobor literatury $wiadczy o dojrzatosci
naukowej Doktorantki. Oceniana dysertacja zostata przygotowana bardzo starannie i
rzetelnie. Opis jest wzbogacony licznymi ilustracjami i tabelami, ktore utatwiajg percepcje
pracy. W mojej ocenie bardzo dobrg praktyka stosowang obecnie podczas prezentacji
wynikow badan naukowych jest opracowywanie tzw. ,streszczenia graficznego” (ang.
graphical abstract), Doktorantka takze przygotowata takie streszczenie graficzne i zostato
ono zamieszczone na rysunku nr 1.1,

We wprowadzeniu Autorka zwrécita uwage na dynamiczny wzrost objetosci
zbiorow danych biologicznych i wyzwania z tym zwigzane w konteksécie lepszego
srozumienia choréb nowotworowych. Doktorantka podkreslita, ze skuteczne badanie
mikrosrodowiska guza (TME) i proceséw powstawania przerzutow wymaga gtebokiego
zrozumienia kluczowych mechanizméw zaangazowanych w przekazywanie informacji
biologicznych. Pokazano, ze komaérki komunikujg sie ze sobg nie tylko za pomocg
pojedynczych czasteczek, ale takze za pomoca struktur zwane pecherzykami
zewnatrzkomérkowymi (EV). Cytowane wyniki badan sugeruja, ze zwiekszona liczba
pecherzykéw zewnatrzkomorkowymi (EV) jest obserwowana w krwi pacjentow z chorobg
nowotworowych w stosunku do zdrowej populacji. Doktorantka wskazuje, ze badanie
zawartosci pecherzykéw zewnatrzkomorkowych (EV) pochodzenia nowotworowego jest

obiecujgcym obszarem do poszukiwania nowych biomarkeréow. W zwigzku z powyzszym
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pojawia sie potrzeba rozwoju metod bioinformatycznych w celu wykrywania biomarkerow
opartych o pecherzyki zewnatrzkomérkowe (EV). W rozdziale drugim Doktorantka
opisuje teoretyczne podstawy metody korelacji kanonicznej oraz jej zastosowanie do
analizy wielowymiarowych zbiorow danych multiomicznych. W rozdziale trzecim
zatytutowanym  Extracellular  vesicles’ Autorka omawia role pecherzykow
zewnatrzkomérkowych (EV) w komunikacji miedzykomérkowej oraz ich zawartos¢
molekularng. Doktorantka cytuje  wyniki badan sugerujgce, ze pecherzyki
zewnatrzkomorkowe (EV) sg wydzielane przez wszystkie typy komorek i sg obecne we
wszystkich ptynach ustrojowych (w tym we krwi), ponadto komorki rakowe wytwarzajg
wiecej pecherzykow zewnatrzkomorkowych (EV) niz niezlosliwe. W oparciu o te wyniki,
uznaje sie, ze pecherzyki zewnatrzkomérkowe (EV) sa uznawane za obiecujgce
biomarkery raka oparte na biopsji ptynnej. W rozdziale czwartym zatytutowanym ,Sparse
multiset CCA computational implementation” Autorka odpowiednio uzasadnia wybor
implementacji o nazwie ,sCCA” oraz opisuje zastosowany algorytm. Implementacja
bioinformatyczna tego narzedzia zostata dokonana w jezyku programowania R.
Doktorantka w opisywanej analizie wykorzystuje nastepujgce trzy macierze wejsciowe
reprezentujgce rozne zestawy cech dla tego samego zestawu linii komorkowych
czerniaka: transkrypty miRNA z mikropgcherzykéw, biatka mikropecherzykowe oraz
transkrypty catkowitego RNA komarkowego. Rozdziat piaty zatytutowany ,Multi-omics
melanoma datasets’ zawiera informacje o wykorzystanych zbiorach danych (linie
komorkowe czerniaka: WM115, WM266-4, WM793 i WM1205Lu. WM115 i WM266-4,
dane z cBio Cancer Genomics Portal). Doktorantka przeprowadzita prace laboratoryjne
niezbedne do wygenerowania danych miRNA z mikropecherzykow w Zespole
Pecherzykéw Zewnatrzkomorkowych w Zakladzie Fizyki Medycznej, Instytutu Fizyki im.
Mariana Smoluchowskiego Uniwersytetu Jagielloriskiego oraz we wspotpracy z
Zaktadem Biochemii Glikokoniugatéw Instytutu Zoologii i Badan Biomedycznych
Uniwersytetu Jagielloriskiego, natomiast sekwencjonowanie nowej generacji (NGS)
zostato przeprowadzone przez Intelliseq Sp. z 0. 0. W rozdziale széstym zatytutowanym
,Data integration” opisany zostat sposob integracji danych miRNA, proteomiki i totalRNA
do plikéw w formacie CSV. Opisano oryginaing metodologie wykrywania biomarkeréw z

uzyciem metody sCCA, ktora cechuje sie: wykorzystaniem trzech macierzy danych
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czerniaka zamiast dwéch: integracjg danych nie tylko z catych komérek, ale takze z
mikropecherzykow; wykorzystaniem wynikow analizy sCCA i danych dotyczgcych
nowotworowych —pecherzykow zewnatrzkomorkowych. W rozdziale dziewiatym
zamieszczono wyniki przeprowadzonych analiz. Rozdziat dziesiaty zawiera dobrze
opracowang dyskusje otrzymanych wynikow. W rozdziale jedenastym zatytutowanym
_Conclusion” Doktorantka zbiera i omawia najwazniejsze konkluzje z pracy.

W mojej ocenie Doktorantka wykazata sig¢ bardzo dobrg znajomoécig
stosowanego warsztatu badawczego. Metodologia badan jest poprawna. Podkreslam
bardzo dobre przygotowanie metodologiczne i teoretyczne Doktorantki. Znakomite
przygotowanie merytoryczne wida¢ w rozdziatach pigtym i sicdmym. Na uwage zastuguje
bogaty materiat badawczy i interdyscyplinarny charakter prowadzonych badan jak
réwniez biegtosé w postugiwaniu sig terminologia. Praca jest poprawna pod wzgledem
merytorycznym. Sformutowatem nastepujace uwagi o charakterze dyskusyjnym:

o W mojej ocenie postawiona hipoteza rozprawy na str. 4 ,hypothesis that canonical
corelation analysis-based bioinformatics alghorithm can be an effective method for
identification of the extracellular vesicle-based biomarker candidates in human
melanoma’ mogtaby by¢ bardziej precyzyjnie sformutowana w kontekscie
mozliwoéci walidacji i oceny opracowanej metody. Mozna rozwazyc
doprecyzowanie ,effective method for identification”.

o Jakie sg ograniczenia i ryzyka zwigzane ze stosowaniem CCA do danych
multiomicznych?

o Czy rozwazono innych kandydatow na macierz wejsciowa do analizy sCCA?

o Wysoko oceniam dobdr literatury, jednakze w mojej ocenie warto byfoby
precyzyjnie poréwnac¢ cechy opracowanej metody z rozwigzaniami dostepnymi w
literaturze w oparciu o kryteria ilociowe lub jakosciowe.

o Autorka na str. 33 wskazuje, ze ,/n this thesis, a new method of miRNA isolation
from microvesicles, which uses centrifugation and Hydrostatic Filtration Dialysis
(HFD), has been proposed.”, nie zostato to jednak opisane w podrozdziale 1.1
Thesis objectives.

e Czy mozna wskaza¢ kryterium jakosciowe opracowanego rozwigzania |

przedstawi¢ wskaznik oceny przedstawionego rozwigzania?




e Autorka stwierdza, ze ,A big problem in developing and validating CCA-based
bioinformatics tools is a small amount of relevant publicly available experimental
data”, warto rozwazy¢ geneze tego problemu.

o Jaka metode komplementarng mozna wykorzysta¢ w dalszych badaniach?

o Czy Doktorantka analizowata mozliwos¢ zastosowania metod sztucznej
inteligencji?

Powyzsze uwagi nie umniejszajg wartosci merytorycznej rozprawy, ktorg oceniam
bardzo wysoko. Podsumowujgc stwierdzam, ze praca Pani mgr Sonii Wrobel spetnia
wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Za najwazniejsze osiagniecie Autorki
uznaje opracowanie oryginalnej metody integracji danych z réznych pozioméw
organizmu zywego i jej zastosowanie w celu zidentyfikowania waznych sygnatur
molekularnych, ktére moga byé kandydatami nowych biomarkeréw czerniaka skory.
Praca stanowi interesujace studium badawcze i niesie istotng wartos¢ praktyczna.
Zaangazowanie w eksploracje problematyki badawczej wida¢ w duzej aktywnosci
naukowej Doktorantki, ktéra zaowocowata uczestnictwem w grantach badawczych (NCN,
NCBiR), piecioma opublikowanymi artykutami naukowymi o 1{acznej punktacji
ministerialnej 480 punktow oraz uczestnictwem w szesciu miedzynarodowych
konferencjach naukowych, co w mojej ocenie jest znaczacym osiggnieciem.

Podsumowujgc mojg opinie stwierdzam, ze recenzowana rozprawa spetnia
wymagania przewidziane dla rozpraw doktorskich w obowigzujgcych przepisach przeto
wnosze o przyjecie tej rozprawy i o dopuszczenie jej Autorki mgr Sonii Wrébel do
jej publicznej obrony. Ponadto, biorac pod uwage znaczace osiggnigcia naukowe

Pani mgr Sonii Wréblel wnosze o wyréznienie rozprawy.
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