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pt. ,Proteomics characterization of immune responses in inflammation and cancer”.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Master of Science Victor Urbiola-
Salvador ,,Proteomics characterization of immune responses in inflammation and
cancer” dotyczy niezwykle cickawego zagadnienia jakim jest proteomika kliniczna w ocenie
odpowiedzi immunologicznej w raku jelita grubego. Rak jelita grubego to najczestszy
nowotwor ztosliwy przewodu pokarmowego, zgodnie z przewidywaniami w 2035 roku
zachoruje na niego 1,3 miliona mezezyzn i 1,08 miliona kobiet. Wysoka umieralnosé
1 zachorowalno$¢ na raka jelita grubego powoduje, ze duze znaczenie majg badania naukowe
majgce na celu znalezienie biomarkeréw klinicznych umozliwiajacych wezesniejsze wykrycie
pacjentéw narazonych na raka jelita grubego. Rak i przewlekle choroby zapalne zwigkszajg
swoja czestos¢ wystepowania i sa coraz czestszymi przyczynami zgonéw. Zapalenie zwlgzane
z rakiem stalo si¢ waina cecha charakterystyczng raka, szezegélnie w przypadku raka jelita
grubego (CRC), podczas gdy brak réwnowagi miedzy prozapalnymi i supresyjnymi
komérkami odpornosciowymi 1 biatkami przyczynia sie do rozwoju réznych chordb. Pomimo

duzych postepéw w diagnostyce i leczeniu, takich jak immunoterapie w przypadku raka.



wigkszos¢ pacjentéw nie wykazuje calkowitej odpowiedzi i rozwija lekoopornos¢ za
posrednictwem alternatywnych mechanizmow immunosupresyinych. Giebsze zrozumicnie
skomplikowanych sieci odpowiedzi immunologicznych zaangazowanych w choroby
konieczne jest, aby mozna byloby te choroby wczednie rozpoznaé i leczyé. Rozwaj
proteomiki klinicznej umozliwia wysokoprzepustowa kwantyfikacje bialek, moze takze
umozliwi¢ scharakteryzowanie odpowiedzi immunologicznych w kontekscie zapalenia i raka.
Jej wynikiem moze by¢ identyfikacja nowych regulatorow odpornosciowych i odkrycie
potencjainych biomarkeréw. Zakazenie SARS-CoV-2 powoduje ostry stan zapalny, ktory
moze rozwingé si¢ w zaostrzonych odpowiedziach immunologicznych, zwlaszeza
u pacjentéw z chorobami wspolistniejgeymi, takimi jak przewlekle choroby zapalne
I nowotwory. Zakazenie SARS-CoV-2 moze powodowaé ciezkic objawy charakteryzujace sie
ogdlnoustrojowym stanem zapalnym i zaostrzong odpowiedzia immunologiczna. Co wigcey,
u pacjentow z COVID-19 z istniejacymi wezesniej przewleklymi choro’oami zapalnymi

istnieje wigksze ryzyko wystapienia powiktan patologicznych.

lTemat pracy uwazam za bardzo dobrze dobrany, aspekty zwiazane z proteomika
kliniczna('i jej zastosowanie w poszukiwaniu biomarkeréw raka jelita grubego moga mied
istotne znaczenie kliniczne. Uzasadnieniem wyboru tematu jest réwniez fakt, iz magister
Victor  Urbiola-Salvador  pracuje w  uznanym  Osrodku  Akademickim czyli
Migdzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego

Uniwersytetu Medycznego.

Pod wzgledem formalnym praca dokiorska opiera si¢ o piec opublikowanych

publikacyi:

L. Proteomics approaches to characterize the immune responses in cancer.



2. Plasma Proteomics Elucidated a Protein Signature in COVID-19 Patients with

Comorbidities and Early-Diagnosis Biomarkers.

3. Plasma Proteomics Unveil Novel Immune Signatures and Biomarkers upon SARS-

CoV-2 Infection.

4. Mass spectrometry proteomics characterization of plasma biomarkers for colorectal

cancer associated with inflammation.

5. Plasma protein changes reflect colorectal cancer development and associated

inflammation.
oraz jeden, nieopublikowany manuskrypt:

Deep proteomics characterization of colorectal cancer tumor microenvironment enriched in

CD4+ T cells.

We wszystkich pracach opublikowanych (w czasopismach posiadajacych Impact
Factor) oraz nicopublikowanym manuskrypcie magister Victor Urbiola-Salvador jest
pierwszym autorem. Jego wktad autorski w cykl publikacji nie ulega watpliwosei. Chciatbym
rowniez zwréci¢ uwage na duze zaangazowanie naukowe Doktoranta, wykonanie tak

obszernych i skomplikowanych badan wymagalo ogromu pracy i poswieconego czasu.

Przedstawione w cyklu publikacje zostaly poddane szczegdlowej recenzjl przez
niezaleznych ekspertéw, co wynika z wymogéw stawianych czasopismom recenzowanyin.
Aspekty zwigzane z metodyka badan. poprawnoscia metod statystycznych, prezentacja
wynikow czy tez ich dyskusjg nie wymagaja wige oceny krytyeznej i nalezy przyjac. iz ich

poprawnosc jest dostatecznie zweryfikowana.

Catos¢ cyklu tworzy bardzo spdjng catosé, identyfikacja i scharakteryzowanie biatek
zwigzanych z przewlektym stanem zapalnym i transformacja Nnowotworowg za pomocg
proteomiki klinicznej ze szczegélnym uwzglednieniem bialek zwigzanych z ukladem
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odpornodciowym zwigzanych z podzbiorami komoérek T CD4+ i inymi  komérkami
odpornosciowymi moze mie¢ duze znaczenie praktyczne. Wydaje sie. 7e proteomika ulatwi
odkrywanie biomarkeréw, a takze identyfikacie nowych regulatorow odpowiedzi
immunologiczne] wywolywane] przez komorki T. Te nowe regulatory moga by¢
potencjalnymi celami immunoterapii w przewleklych chorobach zapalnych i leczeniu raka.
jego diagnostyce 1 prognozowaniu. Zakazenie SARS-CoV-2 powoduje zaostrzenie
odpowiedzi immunologiczagj i ostry stan zapalny, co u pacjentow z przewlektymi chorobami
zapalnymi moze zwigkszaé ryzyko wystapienia ciezkich obj awow po zakazeniu SARS-CoV-2
oraz $miertelno$¢. Pomimo duzego postegpu w immunopatogenezie SARS-CoV-2 od czasu
wybuchu  epidemii  COVID-19. konieczne jest lepsze zrozumienie odpowiedzi

immunologicznej SARS-CoV-2 1 biomarkerdw.

W pierwszej czgscei rozprawy doktorskiej zastosowano podejscia proteomiki
ortogonalnej, spektrometrii masowej 1 technologii PEA (proximity extension assay) do
badania probek osocza od pacjentéw z COVID-19 cierpigcych na wezesniejsze choroby
wspotistniejgce jak i bez nich oraz odpowiednich kontroli w celu okreslenia zmian biatek
osocza zwiazanych z zakazeniami SARS-CoV-2, czasu zakazenia i specyficznych odpowiedzi
anty-SARS-CoV-2. Obie technologie wykazaly, ze pacjenci z COVID-19 cierpiacy na
choroby wspotistniejace mieli wspolng sygnature biatkowa charakteryzujgcyg sie zmianami
w biatkach wrodzonej odpornosei, w tym ukladu dopetniacza i biatek ostrej tazy, takich jak
a-2-antyplazmina, ktére mogg przyczyniaé sie do komplikacji procesu krzepnigeia po
przebytej chorobie COVID-19. Wykryto kluczowe biatka odpornosciowe. w tym CD4 wraz
z powigzanymi biatkami, takimi jak CD28 i przeciwdrobnoustrojowe BST2. Ponadto bialka
zwigzane z przebudows i uszkodzenia tkanek, takie jak MATN2 i COL6A3 oraz biatka
macierzy zewnatrzkomorkowej ECM1 i keratyny K22E, moga byé¢ nowymi biomarkerami
wezesnego wykrywania, Kilka z nich nie zostalo wezesniej zgtoszonych, w tym podwyzszone

RBP2 i obnizona ekspresja RNF41 w COVID-19.
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Diagnostyka raka jelita grubego bazuje gtownie na programie badan przesiewowych.
ktore opieraja sig na kosztownej i inwazyjnej kolonoskopii, podczas gdy prognoza dotyczaca
przezycia jest glownie okreslana poprzez stadium guza w momencie oceny histopatologiczne;
po operacji. Wydaje sig, ze biomarkery obecne w krwi sa obiecujacg alternatywa dla poprawy
diagnostyki i prognozowanego czasu przezycia pacjentéw z rakiem jelita grubego. W drugiej
czgscl rozprawy doktorskiej, wezesniej zoptymalizowane podejscia proteomiczne zostaly
zastosowane do probek osocza z wieloosrodkowe] kohorty CRC i zdrowych kontroli w celu
okreslenia zmian biatkowych zaangazowanych w rozwéj CRC, progresje i stan zapalny
zwigzany z rakiem. Wykryte na podstawie MS zmiany biatkowe u pacjentéw z CRC byly
zwigzane z metabolizmem cholesterolu, w tym APOC?2 zwigzanym z postepem CRC, kilkoma
cztonkami rodziny SERPIN i ukladem dopelniacza, w tym CS, C1QB, a takze C4B 1 C8A,
zwigzanymi ze stanem zapalnym zwigzanym z rakiem i post@pém CRC. Co wazne.
zwigkszone stgzenie C5 w CRC zostalo potwierdzone w dodatkowej kohorcie. Ponadto po raz
pierwszy wykryto zwigkszone stgzenie prozapainych LBP i SAA4 w CRC, podczas gdy
bialko ostrej fazy LRG1 i ceruloplazmina byty powigzane ze stanem zapalnym Zwigzanym
z rakiem. Analiza PEA wykazala zmiany bia]r.ek W 0S0CZU réwniez Zwigzane ze stanem
zapalnym, takie jak MDK, biatka zwigzane z aktywowanymi szlakami sygnalowymi Thi7
1 onkogennymi na poziomie ogoélnoustrojowym. Doktorant wykryl zwigkszone stgzenie
atraktantow limfocytéw typu T CXCL9 i CCL23w osoczu CRC co zostalo potwierdzone w
dodatkowej kohorcie CRC. IFNGy, IL17C i TL32 byly powigzane z wezesnymi stadiami
CRC, podezas gdy ACP6, FLT4 i MANSCI byly powigzane z poznymi stadiami, co czyni je
obiecujacymi biomarkerami prognostycznymi.

W ostatniej czgdci, wysokoprzepustowa analiza proteomiczna oparta o MS byta
wykorzystana do okredlenia zmian biatek komérek odpornosciowych w mikrosrodowisku
guza (TME) w tkankach CRC i pasujacych tkankach niezmienionych nowotworowo
wzbogaconych w komorki T CD4 + i inne komoérki odpornodciowe. Profile ekspresji biatek

w tkance CRC odzwierciedlaly trwajace procesy nowotworowe i zaburzenje integrainosel
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tkanki w obrebie TME CRC. w tym zaburzenic cyklu komérkowego 1 innveh cech
charakterystycznych raka, takie jak angiogeneza, dysregulacja apoptozy. macierzystosé
komorek rakowych i przebudowa pozakomorkowa. Co wazne, odkryto zlozonag sied
zwigkszonej ekspresji biatek odpornosciowych w TME CRC z prozapalnymi i biatkami
wrodzonej  odpornosei  S100A12, SI00A8 i SI00A9, a takze mediatorami
immunosupresyjnymi, takimi jak CD276, PVR i NTSE. Co wiecej, ekspresja bialek
wskazywala na wysoka heterogeniczno$é immunologiczna komoérek ze wspélistnieniem
wysokiego poziomu fibroblastéw zwigzanych z rakiem (CAF) produkujacych FGF2 wraz
z ekspresja  monocytow/makrofagdw  prezentujacych biatko odpornosciowe punktu
kontrolnego ICOSL, z czego oba zostaly powiazane z progresjs CRC po raz pierwszy.
Ponadto, wyzsza zawartoéé Treg, aktywowanych komorek tucznych i limfocytow typu B,
a takze redukcja komorek plazmatycznych IgA i komorek NK CD56 zostaly przewidziane
w TME CRC. Co ciekawe, zwickszona ekspresja bialek kaskady dopelniacza w CRC
potwierdzita wyniki analizy osocza CRC, co sugeruje ich wiasciwosci immunosupresyine
w TME. Przewidziana ilos¢ Treg byla skorelowana z aktywna prezentacja MHCII z GILT,
ktéra moze posredniczyé w odpowiedziach tolerogennych i immunosupresyjnemu
przeprogramowaniu metabolicznemu poprzez pozbawienie tryptofanu (KYNU. IDO1, AHR).
argininy (ARGIL) 1 tauryny (SLC6AG6). Oprécz nowych potencjalnych regulatorow
odpornosciowych w obrebie CRC TME, MCEMP1 moze odgrywaé istotng role w adhezji
1 migracji komérek mieloidalnych i limfocytow typu T, zwhaszeza Treg.

Wszystkie powyzej przedstawione prace prezentujg bardzo wysoki poziom naukowy

i kliniczny. Sg one podsumowaniem wieloletnich do$wiadezen proteomika kliniczna.

Cheiatbym  pogratulowa¢ Doktorantowi osiagnietych wynikéw 1 formy ich
przedstawienia. Analizowane zagadnienie jest bardzo istotne klinicznie i moze mieé
znaczenie w poszukiwaniu nowych biomarkeréw choréb nowotworowych. Prezentowane

prace sg pracami w petni oryginalnymi, jednymi z pionierskich w skali krajowej i $wiatowej.
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Rangg prac podnosi ich prezentacja przez Autora na dwoch konferencjach naukowych:
na Young Science Congress [I1 (Gdansk, 2023) prezentacja pt V. Plasma proteomics unveil
novel complement and proinflammatory proteins involved in colorectal cancer oraz na Annual
congress of the European Association for Cancer Research 2024 (Rotterdam, 2024)
prezentacja zatytufowana Mass spectrometry-based proteomics uncover novel plasma
biomarkers for colorectal cancer associated with inflammation. Doktorant za swoje badania
dostal tez nagrode Awards Prize of the Dean of Intercollegiate Faculty of Biotechnology

UG&MUG 2023,

Podsumowujac, niniejsza praca doktorska przyczynita sie do scharakteryzowania
biatek zwiazanych z odpowiedziami immunologicznymi w stanach zapalnych i nowotworach.
Nowe biatka osocza zwigzane 7z zakazeniem SARS-CoV-2 w przypadku przewleklych standw
zapalnych i w CRC dostarczajg nowych spostrzezen na temat rozwoju choroby. Dane
wygenerowane w ramach niniejszej pracy dyplomowej moga wlatwi¢ opracowanie nowych
biomarkerdéw klinicznych poprzez dqlsze badania walidacyjne w wigkszych i bardziej
zroznicowanych kohortach w celu oceny ich wykonalnosei w zastosowaniach klinicznych.
Szeroka charakterystyka CRC TME z wysokg infiltracja immunologiczng uiawnila wiele
biatek zwigzanych z komérkami i ukladem odpornoiciowym, ktére moga byé nowymi
regulatorami  odpornosci. Dalsze badania funkcjonalne moga ulatwi¢  okreslenie
podstawowych ~ mechanizméw  molekularnych zaangaéowanych w  odpowiedzi

immunologiczne TME CRC.

Uwazam, iz przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, dowodzi posiadanej wiedzy w dyscyplinie biotechnologii
oraz umiejgtnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. spelniajac w petni formalne
i merytoryczne warunki stawiane rozprawom doktorskim okre$lone w art.13 ust.1 ustawy

z dpnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
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i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz.1789 ze zm.) w zwiazKku z art. 179 ust. 1
Ustawy z dnia 3 lipca 2018 roku przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie

wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz 1669 ze zm.).

Wobec powyzszego wnioskuje do wysokiej Rada Dyscypliny Biotechnologia
z  Miedzyuczelnianego Wydzialu  Biotechnologii Uniwersytetu  Gdanskiego
i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie magistra Victora Urbiola-Salvador

do dalszych etapéw pracy doktorskiej. Postuluje réwniez wyréznienie ocenianej przez mnic

pracy.
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