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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Wojciecha Wojtowicza pt.: ,,Badania metabolomiczne proceséw
nowotworzenia na uktadach modelowych oraz probkach pochodzqcych od pacjentow”
wykonanej pod kierunkiem dr hab. Piotra Mtynarza (prof. PWr)

z Zaktadu Chemii Bioorganicznej Politechniki Wroctawskiej.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska dotyczy wykorzystania metabolomiki do
poznania zmian biochemicznych zachodzacych w organizmie w wyniku nowotworzenia oraz
mozliwosci zastosowania jednego z komponentéw biologii systemowej, metabolomiki,
w diagnostyce nowotwordw. Przeprowadzone badania dotyczyty nowotwordw hematologicznych,
tarczycy oraz piersi. Wérdd najczesciej wystepujacych nowotworéw hematologicznych wyrdzniamy
ostrag biataczke szpikowg (AML), chtoniak nieziarniczy (nHL) i przewlektg biataczke limfatyczng (CLL),
i wiasnie te choroby byty przedmiotem badar Doktoranta. Nowotwor tarczycy, rowniez wybrany
przez Doktoranta do badan, jest najczesciej wystepujgcym nowotworem endokrynnym, a jego
diagnostyka wymaga wykonania biopsji cienkoigtowej guza i przeprowadzenia badan cytologicznych.
Takze w przypadku nowotworu piersi do postawienia ostatecznej diagnozy niezbedne jest pobranie
materiatu biologicznego w sposdb inwazyjny, najczesciej przez biopsje, i przeprowadzenie badania
histopatologicznego oraz cytologicznego. _

Kluczowym elementem skutecznosci leczenia chordb nowotoworowych jest wczesna
diagnostyka, w zwigzku z czym poszukiwane sg nowe metody i markery diagnostyczne. Duze
nadzieje w tym aspekcie wigzane sg z metabolomika. Wielkoskalowe podejscie do pomiaru
zwigzkow drobnoczasteczkowych umozliwia wskazanie metabolitdw, ktdrych stezenie zmienito
sie w wyniku pojawienia sie sytuacji patologicznej. Ich pomiar moze by¢ stosowany nie tylko do
celdw diagnostycznych, ale réwniez do oceny stopnia zaawansowania choroby czy skutecznosci

podjetego leczenia. Ponadto, wskazanie zaburzonych szlakow metabolicznych moze przyczynic



sie do zaproponowania nowych celéw terapeutycznych. Biorgc pod uwage ciaggle rosnaca
w Polsce liczbe zachorowan na wybrane przez Doktoranta choroby nowotworowe oraz
konieczno$¢ poszukiwania nowych metod do ich wczesnej i mniej inwazyjnej diagnostyki
uwazam podjety temat badawczy za aktualny i istotny z punktu widzenia spotecznego. Ponadto
na uwage zastuguje wyboér przez Doktoranta nowoczesnego warsztatu badawczego, jakim sag
badania metabolomiczne. Wielkoskalowa analiza prébek biologicznych w pofaczeniu
z zaawansowang analizg bioinformatyczng to odpowiednie narzedzia do rozwigzania

postawionego problemu badawczego.

Przedtozona mi do recenzji rozprawa liczy 179 stron maszynopisu i ma typowy uktad. Po
spisie tresci Doktorant zamiescit wykaz skrotow, spis rysunkéw, wykaz tabel oraz wykaz
uzywanych odczynnikéw, a takze wstep teoretyczny i cel pracy. W dalszej czesci znajdujg sie
streszczenie, metodologia badan, informacje medyczne o badanych pacjentach oraz cztery
rozdziaty poswiecone badanym zagadnieniom: choroby tarczycy, nowotwory hematologiczne
oraz rak piersi (badania na pacjentkach oraz z wykorzystaniem hodowli komérkowych). Ostatnie
czesci rozprawy to podsumowanie i wnioski przeprowadzonych badan, dorobek naukowy
Doktoranta oraz bibliografia.

We wstepie teoretycznym obejmujgcym 23 strony Doktorant przedstawia ,omiczne”
komponenty biologii systemowej przedstawiajac szerzej, co zrozumiate, metabolomike. Opisane
sg rozne podejscia do badania metabolomu (metody celowane i niecelowane), wykorzystywane
techniki analityczne oraz strategie pracy z danymi wiekoskalowymi, a takze metody statystyczne
wykorzystywane w tego typu badaniach. Przy opisywaniu technik analitycznych podane sg
informacje wywotujace u czytelnika dezorientacje. Na stronie 23 napisane jest: ,Spektroskopia
NMR jednoczesnie umozliwia pomiary w limicie detekcji i limicie kwantyfikacji, ktory jest nizszy
od wartosci uzyskiwanych przez spektrometrie mas. Dodatkowo spektrometria mas umozliwia
wysokqg czutosc i selektywnosc, ktora przydatna jest w analizie celowanej.” Wobec powyzszego,
ktéra z tych technik analitycznych jest bardziej czuta i charakteryzuje sie nizszymi limitami
detekcji oraz oznaczalnosci? W czeéci dotyczacej przygotowania widm H NMR do analizy
metabolomicznej Doktorant opisuje rézne programy do obrébki widm spektroskopowych NMR.
Na uwage zastuguje wskazéwka Doktoranta, iz ,,...istotne jest, aby pamietac o tym, ze nawet
najlepsze algorytmy warto wizualnie zweryfikowac przed rozpoczeciem dalszych analiz”, co
dowodzi jego skrupulatnosci, a takze wiedzy w aspekcie mozliwosci i ograniczen algorytmow do

wstepnego opracowywania danych spektralnych.



W kolejnym rozdziale Doktorant formutuje jasny i zrozumiaty cel pracy. Jest on
podzielony na cel ogdlny oraz cztery wypunktowane cele szczegétowe odpowiadajgce réznym
aspektom przeprowadzonych badan. Rowniez na cztery cze$ci podzielone jest streszczenie
bedace nastepna czescig rozprawy doktorskiej.

W czes$ci metodologicznej Doktorant opisuje przygotowanie materiatu biologicznego do
badain metabolomicznych, zastosowane techniki analityczne, przygotowanie widm do analiz,
wstepne opracowanie danych, identyfikacje metabolitéw oraz wykorzystane metody do analizy
statystycznej i analizy szlakow metabolicznych. W tej czesci pada niefortunne sformutowanie
odnos$nie pobierania od pacjentow materiatu do badan: ,Surowice pobierano z Zyty

”

obwodowej...”. Jak rozumiem, z zyty pobierano krew petng do probdéwek zawierajgcych
aktywator krzepniecia, a nastepnie po zakonczeniu wykrzepiania probki odwirowano i tak
uzyskang surowice przechowywano w temperaturze -80°C do czasu wykonania analiz. Brakuje
opisu tego etapu badan z wyszczegdlnieniem rodzaju probéwek oraz warunkéw i parametrow
wirowania. Rodzaj probéwek ma istotne znaczenie dla wiarygodnosci uzyskiwanych wynikow. Ze
wzgledu na interakcje pomiedzy metabolitami a tworzywem z ktérego wykonane sg probdéwki
istotne jest, by wszystkie prébki byty pobierane i przechowywane w takich samych probéwkach.
Ponadto we fragmentach, gdzie opisane jest wirowanie, jego predkos¢ wyrazona jest w ilosci
obrotéw na minute (RPM). Wartosci te powinny by¢é podane w postaci sity odsrodkowej
wirowania g. W zaleznosci od rodzaju wiréwki, wartos¢ RPM odpowiada innej wartosci
g. Niektdre opisy wymagajg ujednolicenia. W kilku miejscach (np.: strony 45 i 47) uzyta jest
nazwa Akademia Medyczna we Wroctawiu, natomiast w innych Uniwersytet Medyczny we
Wroctawiu, ta druga nazwa obowigzuje od 2012 roku. Dopiero na stronie 47 pojawia sie nazwa

producenta kuwet do badan NMR, chociaz juz wczesniej opisane jest ich uzycie do badan. Na tej

samej stronie brakuje wartosci temperatury w jakiej rozmrazano prébki moczu do badan NMR.

Nastepny rozdziat stanowi zestaw tabel, w ktérych zebrane sg podstawowe informacje
o badanych pacjentach oraz wyniki dostepnych badan biochemicznych. Moim zdaniem, zmiany
wymaga obecny tytut tego rozdziatu, tj. ,Informacje demograficzne i medyczne”. Wg
encyklopedii PWN, demografia to dyscyplina naukowa, ktdéra bada zjawiska ludnosciowe
zmierzajgce do wykrycia prawidtowosci, ktérym te zjawiska podlegajg. Przedmiotem badan
demografii jest populacja, tj. cata ludnos$¢ zamieszkujgca okreslong jednostke terytorialng. Tytut
,Charakterystyka badanych pacjentdw” wydaje sie bardziej pasowaé do zawartosci tego

rozdziatu. Ponadto w tytutach niektdérych tabel pada niefortunne okreslenie: ,Podstawowe



dane...pacjentow wykorzystywanych w badaniu”. Lepszym okresleniem jest sformutowanie
»...biorgcych udziat w badaniu”. W tabelach brakuje réwniez jednostek, w jakich wyrazone sg
zebrane dane.

Dalsze rozdziaty rozprawy poswiecone sg poszczegdlnym badaniom, tj.: badania
wybranych choréb tarczycy, analiza nowotworéw hematologicznych, badania przesiewowe
nowotwordw piersi oraz badania nad tréjujemnym nowotoworem piersi w pofaczeniu z analiza
odpowiadajgcej temu nowotworowi linii komdrkowej. Kazdy z tych rozdziatéw rozpoczyna sie
wprowadzeniem, nastepnie przedstawione sg wyniki, a na koicu dyskusja uzyskanych wynikéw
i podsumowanie. Uzyskane wyniki badan sg w sposdb przejrzysty i zrozumiaty przedstawione
w postaci 37 rysunkéw i 26 tabel. W dyskusji uzyskanych wynikéw Doktorant przedstawia ich
wtasng interpretacje odnoszgc sie takze do rezultatow uzyskanych przez innych badaczy.
W badaniu dotyczacym choréb tarczycy ciekawym rozwigzaniem byto przeprowadzenie fuzji
danych uzyskanych dla prébek surowicy i moczu. Byto to mozliwe dzieki pobraniu obu typéw
materiatu biologicznego od jednego pacjenta. Takie podejscie pozwolito na poprawe jakosci
uzyskanych modeli wielowymiarowych podnoszac jednoczesnie ich potencjat predykcyjny
w porédwnaniu do modeli opartych jedynie na poszczegélnych biofluidach. W rozdziale
poswieconym nowotworom hematologicznym nalezy wyrdzni¢ szczegétowag dyskusje
biochemiczng uzyskanych wynikéw. Doktorant przedstawia powigzania biochemiczne istotnych
statystycznie metabolitéw oraz odnosi sie do ich roli w chorobach nowotworowych opisanych
w innych doniesieniach naukowych. Ogromnym atutem badan przesiewowych nowotworu piersi
jest liczba pacjentek, ktére wziety udziat w badaniu, tj. 322. Wyniki badan metabolomicznych
uzyskane w tak duzej populacji majg duzg wartos$¢ kliniczng. W tej czesci badan Doktorant
ponownie wykazat sie wnikliwoscig zwracajagc uwage na zalezno$¢ pomiedzy stezeniem
histydyny a wiekiem pacjentek, co mogto przyczyni¢ sie do zafatszowania uzyskanych
rezultatéw. Dodatkowe analizy statystyczne pozwolity zweryfikowac¢ zalezno$¢ pomiedzy
stezeniem histydyny, wiekiem pacjentek, a menopauza. Doktorant sugeruje, ze poziom
histydyny spada z wiekiem dopiero po przejsciu menopauzy. W kolejnym rozdziale
kontynuowana jest tematyka choréb nowotworowych piersi. Wyniki uzyskane z mediéw
hodowli komdrek tréjujemnego nowotworu piersi zostaty zestawione z danymi z surowicy
pacjentek chorujacych na ten nowotwodr. tgcznie 19 metabolitéw pokrywato sie w wynikach
z surowicy i medium hodowlanego, a cze$s¢ obserwowanych zmian byta widoczna tylko
w jednym z badanych materiatéw biologicznych. Doktorant zauwaza, ze badania na réznych

poziomach skompilowania uktadu biologicznego moga dostarczy¢ réznych informacji. Wyniki



badan metabolomicznych przedstawione w tym rozdziale, oprdcz techniki 'H NMR, zostaty
réwniez uzyskane przy zastosowaniu chromatografii cieczowej w potgczeniu ze spektrometrig
mas (LC-MS). Swiadczy to o szerokich umiejetnosciach analitycznych, jakie posiada Doktorant.
Brakuje jednak bardziej szczegdtowego przedstawienia wynikéw badan uzyskanych technikg LC-
MS. Doktorant ograniczyt sie do przedstawienia dwéch rycin z modelami VIP-PLS-DA uzyskanymi
dla danych z obu polaryzacji LC-MS. Na stronie 148 napisane jest: ,, Wsrod metabolitéw, ktdrych
identyfikacje potwierdzono z wykorzystaniem obu technik analitycznych LC/MS oraz NMR,
zaobserwowano, iz zidentyfikowane metabolity wykazujg tan sam przebieg zmian niezaleznie od
techniki analitycznej.” Brak jednak listy metabolitéw, ktore zostaty zidentyfikowane obydwoma
technikami, z wyszczegdélnieniem czasu retencji i sposobu identyfikacji metabolitéw wkrytych
technikg LC-MS.

Uzyskane wyniki badan zostaty podsumowane w rozdziale 10. W oddzielnych
paragrafach Doktorant przedstawia wtasne wnioski wyciggniete na podstawie uzyskanych
wynikéw. Sg one klarowne i w sposéb rzeczowy odpowiadajg na postawione cele pracy.
Doktorant zauwaza, ze dzieki zastosowaniu szeregu metod statystycznych mozliwe byto
wydobycie istotnych informacji, ktére doprowadzity do poszerzenia wiedzy w zakresie zmian
w zwigzkach niskoczgsteczkowych zachodzacych w zwigzku z pojawieniem sie choroby
nowotworowej.

W kolejnych rozdziatach zebrany jest dorobek naukowy Doktoranta, publikacje
z rozprawy doktorskiej oraz pozostate prace. Przedstawione osiggniecia sg znaczgce, 5 publikacji
bedacych podstawg rozprawy doktorskiej, jedna praca bedaca w recenzji oraz jedna
w przygotowaniu - we wszystkich tych pracach Doktorant jest pierwszym autorem. Ponadto
wspotautorstwo w 7 kolejnych pracach (w tym 2 w recenzji) Swiadczy o duzym zaangazowaniu
Doktoranta w dziatalnos¢ badawczg zespotu.

Cytowane pismiennictwo obejmuje 228 pozycji. Sg to w wiekszosci prace anglojezyczne
opublikowane w ostatnich latach. Pismiennictwo podzielone jest na czesci odpowiadajgce
rozdziatom z zastosowaniem oddzielnej numeracji, co czasami utrudnia czytelnikowi

przegladanie bibliografii.



Podsumowujgc uwazam, iz rozprawa doktorska mgr inz. Wojciecha Wojtowicza opiera
sie na nowatorskich badaniach, ktdre zostaty dobrze zaplanowane i przeprowadzone. Uzyskane
wyniki poszerzajg naszg wiedze odnosnie zmian w poziomie zwigzkdw drobnoczgsteczkowych
wywotanych rozwojem choréb nowotworowych, co moze rdéwniez przyczyni¢ sie do
opracowania metod do wczesnej diagnostyki nowotwordw.

Z pbziomu recenzenta nie moge poming¢ kilku bteddw stylistycznych i tzw. ,literéwek”,
ktore zauwazytem czytajac tq prace. Pragne jednak podkreslié, ze zaréwno wymienione
w recenzji uwagi jak i btedy edytorskie nie podwazaja wartosci merytorycznej
przeprowadzonych badan.

Biorgc pod uwage cato$¢ rozprawy doktorskiej stwierdzam, iz spetnia ona 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. 2016 poz. 882 z pdzn. zm.). Wnioskuje zatem
do Rady Woydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej o przyjecie niniejszej rozprawy
doktorskiej i dopuszczenie mgr inz. Wojciecha Wojtowicza do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Ponadto, ze wzgledu na nowatorski charakter, duzg wartosé merytoryczng oraz
fakt, iz duza czes¢ przeprowadzonych bada zostata opublikowana w anglojezycznych
czasopismach z listy filadelfijskiej, zwracam sie z prosbg do Wysokiej Rady o wyrdznienie

rozprawy.
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