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Przedmiotem pracy doktorskiej byla analiza proteomu raka jelita grubego ze szczegolnym
uwzglednieniem cech zwigzanych 2z procesem transformacji nowotworowej tkanki
prawidiowe;j przez etap gruczolaka do gruczolakoraka. Szczegétowymi celami projektu byty:
(i) opracowanie nowej metody analizy proteomicznej archiwalnego materiatu klinicznego, (ii)
wykorzystanie tej metody do scharakteryzowania proteomu réznych etapéw rozwoju
nowotworu, (iii) identyfikacja biatek i procesow kluczowych dla rozwoju raka jelita grubego,
oraz (iv) weryfikacja przydatnosci biatka zidentyfikowanego metodami proteomicznymi
(biatko MFI2) jako biomarkera raka jelita grubego. Oryginalny projekt badawczy bedacy
przedmiotem rozprawy doktorskiej ma olbrzymia warto$¢ naukows i dotyczy jednego z
najwazniejszych zagadnien onkologii, a jego wyniki majg potencjalnie duze znaczenie
praktyczne dla rozwoju metod diagnostyki i leczenia nowotworéw. Realizacja projektu
wymagata od Doktorantki uzyskania wiedzy i kompetencji umozliwiajacych wykorzystanie

metodologii bedacej tzw. state-of-the-art wspétczesnych nauk biomedycznych.

Rozprawa doktorska ma forme cyklu opublikowanych prac uzupehionych wprowadzeniem,
podsumowaniem, streszczeniem 1 wymaganymi zatacznikami (m.in. o$wiadczeniami
wspotautorow publikacji tworzacych cykl). W sktad cyklu wchodzi pieé publikacji
opublikowanych w latach 2012-2015:

[1] Dus-Szachniewicz K, Ostasiewicz P, Wozniak M, Gamian A. Zastosowanie hodowli
komorkowych, ptynéw ustrojowych i tkanck w onkoproteomice. Postepy Hig Med
Dosw. 2014;68:1312-24.

[2] Wisniewski JR, Ostasiewicz P, Du$ K, Zielifiska DF, Gnad F, Mann M. Extensive
quantitative remodeling of the proteome between normal colon tissue and

adenocarcinoma. Mol Syst Biol. 2012;8:611.

[3] Wisniewski JR, Dus K, Mann M. Proteomic workflow for analysis of archival
formalin-fixed and paraffin-embedded clinical samples to a depth of 10 000 proteins.
Proteomics Clin Appl. 2013;7:225-33.



[4] Wisniewski JR, Dus-Szachniewicz K, Ostasiewicz P, Ziotkowski P, Rakus D, Mann M.
Absolute proteome analysis of colorectal mucosa, adenoma, and cancer reveals drastic
changes in fatty acid metabolism and plasma membrane transporters. J Profeome Res.

2015;14:4005-18.

[5] Dus-Szachniewicz K, Ostasiewicz P, Wozniak M, Kotodziej P, Wisniewski JR,
Ziotkowski P. Pattern of melanotransferrin expression in human colorectal tissues: an
immunohistochemical study on potential clinical application. Anticancer Res.

2015;35:6551-61.

Publikacja [1] jest pracg przegladowa stanowiacg pewien wstep teoretyczny do catego cyklu.
W pracy tej w interesujacy i przystgpny sposdb przedstawione sg podstawowe zagadnienia
zwigzane ze spektrometria mas, analizg proteomiczng i wykorzystaniem materiatu

klinicznego do badan biomarkeréw nowotworowych.

W publikacji [2] poréwnano proteom prawidtowego nablonka jelita grubego i gruczolakoraka
w lokalizacji pierwotnej (cewy gruczotowe) i przerzutach do lokalnych wezléw chtonnych. W
pracy stwierdzono migdzy innymi znaczne podobiefistwo proteomu raka w lokalizacji
pierwotnej i w materiale przerzutowym. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze publikacja ta byla
jedna z pierwszych opublikowanych prac, w ktérych znaczne pokrycie proteomu raka (ponad

8 tysigcy bialek) uzyskano w tzw. materiale archiwalnym (preparaty FFPE).

Publikacja [3] stanowi pracg metodyczna, w ktorej opisano udoskonalenie metodyki analizy
proteomu z archiwalnych preparatow tkankowych FFPE, bedaca uzupetnieniem metody
MED-FASP (Multi Enzyme Digestion — Filter Aided Sample Preparation) opracowanej w
zespole JR Wisniewskiego i M Mann’a. Metoda ta stanowi obecnie state-of-the-art w
dziedzinie proteomiki klinicznej, umozliwiajgc analize ilosciowa (label-fiee quantification)
niemal kompletnego proteomu badanej tkanki (pokrycie proteomu rzedu 99%), co pozwala na

prowadzenie analiz poréwnywalnych z analizami genomicznymi.

W publikacji [4] scharakteryzowano (wykorzystujac metode opisang w pracy [3]) kompletny
proteom prawidlowego nabtonka jelita grubego, gruczolakow jelita grubego i rozwijajacych
si¢ z takiej zmiany niezlosliwej gruczolakorakéw jelita grubego. Uzyskane wyniki pozwolity
na identyfikacj¢ cech molekularnych towarzyszacych transformacji prawidlowego nablonka

przez gruczolak do gruczolakoraka.



W publikacji [5] udokumentowano badanie walidacyjne biomarkera zidentyfikowanego na
podstawie analizy proteomicznej. W pracy wykazano m.in., ze poziom melanotransferyny

umozliwia réznicowanie prawidtowego nabtonka jelita grubego, gruczolaka i gruczolakoraka.

Wszystkie prace oryginalne tworzace cykl zostaly opublikowane w liczacych sie
czasopismach o zasi¢gu miedzynarodowym (fgczny IF czasopism, w ktdrych opublikowano
prace stanowigce rozprawe doktorska wynosi ok. 20). Dwie prace, tj. [2] 1 [4], zostaly
opublikowane w najwazniejszych czasopismach z dziedziny proteomiki: Molecular Systems
Biology (IF=11,34) i Journal of Proteome Research (IF=4,25). Na podkreslenie zastuguje
bardzo dobry odbidr publikacji stanowigcych tre$é rozprawy przez srodowisko naukowe:
praca [2] opublikowana w roku 2012 byla cytowana 72 razy, a praca [3] opublikowana w
roku 2013 byla cytowana 37 razy. Mozna przypuszczaé, ze ,$wiezsze” prace [4] i [5]
opublikowane w roku 2015 spotkajg sie¢ z rownie wysokim zainteresowaniem. Tak wiec
zarowno publikacja powyzszych prac w renomowanych czasopismach naukowych jak i ich
wysoka rozpoznawalnos$¢ przez miedzynarodowe $rodowisko naukowe stanowia niezalezne

potwierdzenie ich znaczenia i wysokiej wartosci merytoryczne;.

W przypadku rozprawy doktorskiej opartej o wspdtautorski cykl publikacji istotnym
elementem recenzji jest ocena indywidualnego udziatu Doktoranta w publikacjach
stanowigcych rozprawg. Ocene takag mozna przeprowadzi¢ na podstawie o$wiadczen
wspotautorow zatgczonych do rozprawy. W przypadku dwu publikacji, ktérych Doktorantka
jest pierwszym autorem, tj. prac [1] i [5], jest ona autorem odpowiedzialnym za wszystkie
istotne elementy, poczawszy od koncepcji, poprzez wykonanie do przygotowania finalnego
manuskryptu. W przypadku dwu publikacji, ktérych Doktorantka jest drugim autorem, tj. prac
[3] i [4], na podstawie zalgczonych oswiadczefi mozna uzna¢ za réwnocenny udzial
pierwszego autora (dr JR Wisniewski) i Doktorantki: byla ona odpowiedzialna za
przygotowanie materialu oraz byla wspotodpowiedzialna za przeprowadzenie pomiaréw,
opracowanie 1 interpretacje wynikow oraz przygotowanie publikacji. W pracy [2], ktorej
Doktorantka jest trzecim wspotautorem, jej udzial byt rowniez istotny (byla odpowiedzialna
za immunohistochemiczg walidacj¢ badan proteomicznych). Udzial pozostatych
wspotautor6w miat charakter bardziej pomocniczy — uczestniczyli oni w réznych etapach
opracowania koncepcji catego projektu, przygotowania materiatu, opracowania i interpretacji
wynikow oraz przygotowania manuskryptow. Po analizie o§wiadczen wspotautoréw uznaje,

ze indywidualny wkiad Doktorantki w prace stanowigce przedmiot rozprawy doktorskiej



spelnia kryteria okreslone w artykule 13, ustep 1 i 4, Ustawy o stopniach naukowych i tytule

naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki.

Podsumowanie.

Recenzowana rozprawa doktorska sktada si¢ z cyklu publikacji o bardzo wysokiej wartosci
naukowej. Indywidualny udziat Doktorantki w pracach tworzacych rozprawe, a takze innych
pracach skladajacych si¢ na jej dorobek naukowy, stanowi potwierdzenie jej wiedzy i

umiej¢tnosei samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.

Whiosek koncowy:

W mojej opinii przedstawiona rozprawa doktorska w pelni spelnia warunki okreslone w art.
13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, p0s.595 z p6zn. zm.).

W zwigzku z tym wnosz¢ do Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego im.
Piastow Slaskich we Wroclawiu o kontynuowanie postepowania o nadanie pani Kamili Dus-

Szachniewicz stopnia doktora.

Jednoczesnie wnioskuj¢ o wyrdznienie rozprawy doktorskiej.
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