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pt. ,Badania metabolomiczne proceséw nowotworzenia na uktadach modelowych oraz préobkach
pochodzgcych od pacjentow”

wykonanej w Zaktadzie Chemii Bioorganicznej na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej

(promotor: dr hab. Piotr Mitynarz, prof. PWr)

Tematyka dysertacji opiera sie na zastosowaniu metabolomiki, jako narzedzia diagnostycznego w wykrywaniu
réoznego typu nowotwordw. Wraz z postepujacym rozwojem technologicznym i coraz wiekszg wiedza na temat
biologii nowotwordw, diagnostyka onkologiczna zyskuje jako nowe narzedzia stuzgce do szybkiego, bezpiecznego i
skutecznego wykrywania nowotwordw. Zadaniem diagnostyki onkologicznej jest sprawdzenie, czy w ogdle mamy do
czynienia z chorobg nowotworowag, a jesli tak, to jaki jest stopien zaawansowania schorzenia. Skuteczna diagnostyka
onkologiczna wymaga zastosowania szeregu dostepnych metod. Wykorzystuje sie w niej metody obrazowe,
morfologiczne, morfometryczne, biochemiczne, cytogenetyczne i molekularne. Pomimo ogromnego postepu
technologicznego w zakresie diagnostyki raka, fundamentalng role w procesie rozpoznawania standéw
patologicznych nadal odgrywa prawidtowa diagnoza oparta na wiedzy i doswiadczeniu lekarzy. Niezbedna jest
rowniez Scista wspotpraca wszystkich specjalistow zaangazowanych w proces poczatkowo diagnostyczny, a
nastepnie leczniczy. Daje to pewnos¢ wykorzystania wszystkich dostepnych narzedzi w celu osiggniecia ostatecznego
celu, czyli wyleczenia pacjenta. Wéréd dostepnych metod, choé jeszcze niezbyt powszechnych, znajduje sie réwniez
metabolomika. Jest to nieinwazyjne narzedzie diagnostyczne, ktdre wraz z proteomikg, transkryptomika i genomikg
zajmuje sie badaniem ztozonych oddziatywan jakie zachodzg w uktadach biologicznych. Skorelowane wyniki badan
pochodzacych z tych wszystkich dziedzin nauki (tzw. ,-omiki”) stanowig petny obraz proceséw zachodzacych u oséb
cierpigcych na nowotwory. Metabolomika zajmuje sie badaniem i analizg metabolitéw (pierwotnych i wtérnych) w
komérkach i w tkankach zywych organizméw do ktérych nalezg niskoczgsteczkowe zwigzki, pochodne
aminokwasow, lipidéw, weglowodandw, nukleotyddéw czy hormondw. Zastosowanie metabolomiki w odniesieniu do
organizmu ludzkiego stwarza mozliwosci znalezienia biomarkeréw stanéw chorobowych. Badania prowadzone przez
mgr inz. Wojciecha Wojtowicza dotyczg zagadnien badania profilu metabolomicznego w ptynach ustrojowych ludzi
chorych na réznego typu nowotwory oraz mediach hodowlanych komérek nowotworowych.

Podjeta przez Doktoranta tematyka pracy doktorskiej jest bardzo aktualna zaréwno w aspekcie problematyki
badawczej (badanie profili metabolomicznych ptynéw ustrojowych chorych na nowotwory) a takze w aspekcie

wyboru i opracowania nowoczesnego narzedzia badawczego (metabolomika). Wszystkie prace badawcze zostaty
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wykonane w grupie dr hab. Piotra Mitynarza, prof. PWr na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej. Dr hab.
Piotr Mtynarz od wielu lat prowadzi badania nad okreslaniem profili metabolicznych w kontekscie zastosowan ich w
diagnostyce medycznej.

Rozprawa doktorska obejmuje 179 stron maszynopisu i podzielona jest na 8 gtdwnych rozdziatéw (tj. wstep
teoretyczny, cel pracy, streszczenie, metodologia, informacje demograficzne i medyczne, czes¢ eksperymentalna
rozbita na cztery rozdziaty, podsumowanie i wnioski oraz literatura). Rozdziaty te poprzedza wykaz uzywanych
skrétow oraz spis rysunkow i tabel. Na koncu pracy doktorskiej znajduje sie spis piSmiennictwa, ktéry obejmuje 228
pozycji literaturowych. W pracy umieszczono kilkanascie tabel, rysunkdéw i schematéw, ktére znacznie utatwity
zrozumienie przedstawionych wynikéw. Praca ma uktad typowy dla prac z zakresu chemii.

W pierwszym rozdziale, zatytutowanym WSTEP TEORETYCZNY, Doktorant w sposdb zwiezty wprowadzit
czytelnika w tematyke tzw. biologii systemowej. Rozdziat ten zawiera opis dotyczgcy zastosowania matabolomiki w
kontekscie innych nauk ,-omicznych”. Opis ten jest napisany w sposob bardzo przejrzysty i w tym miejscu zachecam
Doktoranta do napisania polskojezycznego artykutu na temat metabolomiki, co z pewnoscig postuzytoby mtodym
adeptom nauki jako materiat szkoleniowy. Nastepnie Doktorant scharakteryzowat bardzo krétko podstawy
teoretyczne techniki NMR oraz opisat zastosowanie tej techniki do badan metabolomicznych. W rozdziale tym
dowiadujemy sie na przyktad, ze oprécz ,odciskdw palcow”, ktére znamy ze spektroskopii, w metabolomice
pojawiajg sie réwniez ,,odciski stopy”. Na uwage zastuguje w mojej opinii opis przetwarzania danych NMR, lektura
tego fragmentu pokazuje jak bardzo, na koncowy wynik badania wptyngé moze wiele czynnosci posrednich (np.
korekcja fazy, linii bazowej czy sygnatéw rezonansowych widm NMR). Doktorant nieco szerzej omowit we wstepie
stosowane w metabolomice metody matematyczne a mianowicie jedno- i wielowymiarowa analize danych, w tym
analize sktadowych gtéwnych PCA, analize dyskryminacyjng z uzyciem metody PLS-DA oraz OPLS oraz selekcje
zmiennych w modelach PLS. Uwazam, Zze umiejetno$¢ wtasciwej analizy danych pozwala na krytyczng ocene
uzyskanych wynikéw. Zauwazy¢ nalezy, ze analiza danych metabolomicznych, pochodzacych z widm NMR jest
szczegodlnie trudna ze wzgledu na obszerng ilos¢ danych i zmiennych, ktére sg wynikiem réznorodnosci materiatu
biologicznego.

Po wstepie teoretycznym Doktorant, przedstawit gtéwny cel badawczy swojej pracy, ktory polegat na
okresleniu mozliwosci diagnostycznych metod metabolomicznych oraz wyznaczeniu $ciezek metabolicznych,
ktorych funkcjonowanie jest zaburzone poprzez procesy nowotworowe. Postawiony sobie cel badawczy
postanowit zrealizowac poprzez wykonanie analizy metabolomicznej ptynéw ustrojowych pacjentéw chorych na
wybrane choroby tarczycy (guz tarczycy nie bedacy tkanka nowotworowsa, gruczolak pecherzykowy tarczycy oraz
nowotwor tarczycy), nowotwory hematologiczne i nowotwory piersi, w oparciu o widma 'H NMR. Dodatkowo
Doktorant postanowit sprawdzi¢ jakie sg rdznice i podobienstwa w profilu metabolicznym pomiedzy ptynami
ustrojowymi pacjentow chorych na nowotwér a medium hodowlanym, pochodzgcym z hodowli nowotworowej linii
komarkowej.

Po przedstawieniu celu badawczego, w rozdziale zatytutowanym METODOLOGIA Doktorant opisat
wykorzystywane przez siebie techniki eksperymentalne tj.: hodowla komérkowa, przygotowanie préb surowicy i
moczu, wykonanie eksperymentéw NMR, przygotowanie i analiza widm, korekta sygnatéw ‘H NMR oraz ich
normalizacja a takze jedno- i wielowymiarowa analiza danych metabolicznych. Na podstawie tego opisu mozna z
catg pewnoscig stwierdzi¢, iz zdobyt On warsztat badawczy w zakresie: przygotowania materiatu biologicznego do

badarn metabolomicznych, rejestracji widm *H NMR oraz przetwarzania i statystycznej analizy danych.
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Kolejny rozdziat, zatytutowany INFORMACIE DEMOGRAFICZNE | MEDYCZNE, zawiera zestaw tabel w ktdrych
umieszczone zostaty dane pacjentéw, ktérzy wyrazili zgode na badanie ich ptyndw ustrojowych. Dane zawarte w
tabelach zostaty wykorzystane przez Doktoranta podczas dyskusji i analizy uzyskanych danych metabolicznych.
Uwazam jednak, ze nie powinny one stanowié integralnej czesci pracy doktorskiej mgr inz. Wojtowicza, gdyz nie
wynikajg z bezposredniej pracy badawczej Doktoranta. Ten fragment pracy w mojej opinii powinien stanowic¢ jedynie
zatgcznik do pracy.

W kolejnych czterech rozdziatach rozprawy doktorskiej mgr inz. Wojtowicza przedstawione zostaty wyniki
jego prac. Rozdziaty te zostaty podzielone wedtug analizowanego materiatu badawczego. | tak w pierwszym z nich
przedstawione zostaty wyniki badan metabolomicznych wykonanych dla ptynéw ustrojowych pacjentdw cierpigcych
na wybrane choroby tarczycy. Uzyskane wyniki pozwolity na opracowanie modeli, ktére mogg by¢ zastosowane do
diagnostyki pacjentdw z gruczolakiem pecherzykowym tarczycy. Natomiast obliczone modele, ktére miaty stuzy¢
rozrdznianiu poszczegdlnych jednostek chorobowych tarczycy nie sprawdzity sie. Doktorant wyttumaczyt to faktem
wystepowania podobnego profilu metabolicznego ptyndéw ustrojowych u osdb posiadajgcych zmiany w gruczole
tarczycy oraz lokalnym charakterem zmian patologicznych. W kolejnym rozdziale przedstawione zostaty wyniki z
analizy metabolomicznej ptyndw ustrojowych pacjentéw cierpigcych na nowotwory hematologiczne. Uzyskane
wyniki daty podstawe do zrozumienia metabolicznych zmian biochemicznych zachodzacych w wybranych
nowotworach hematologicznych. Oprdcz tego, opracowane wyniki umozliwiajg rowniez klasyfikacje nowotworéw
hematologicznych w oparciu o réznice w ich skfadzie biochemicznym. W trzecim podrozdziale opisane zostaty wyniki
analiz metabolomicznych ptynéw ustrojowych pacjentéw z nowotworem piersi. Przeprowadzone przez mgr
Wojciecha Wojtowicza badania pozwolity na stwierdzenie, iz metabolomika moze by¢ skutecznym narzedziem
diagnostycznym do prowadzenia badan przesiewowych nowotworu piersi. Dodatkowo, niezalezenie od rodzaju
nowotworu piersi Doktorantowi udato sie wyznaczy¢ zestaw czterech metabolitdw, umozliwiajgcych rozrdznienie
poszczegblnych stadidw nowotworu piersi (I oraz Il). W ostatnim z czterech podrozdziatéw mgr inz. Wojtowicz
porownat profile metaboliczne ptynu ustrojowego oséb chorych na nowotwér piersi z medium hodowlanym
zbieranym podczas hodowli linii komérkowej raka piersi MDA-MB-468. Uzyskane wyniki pokazaty, ze profil
metabolomiczny obu ptynéw rdzni sie, co wynika z faktu iz ptyny ustrojowe zawieraja metabolity catego organizmu
powstajgce w odpowiedzi na zachodzace procesy nowotworowe.

W kolejnym rozdziale, zatytutowanym PODSUMOWANIE Doktorant przedstawit najwazniejsze wyniki swojej
dysertacji. Do najwazniejszych osiggnie¢ pracy stanowigcych jednoczesnie element nowosci naukowej zaliczam
pokazanie mozliwosci zastosowania metabolomiki do badan diagnostycznych wybranych choréb nowotworowych
oraz pokazanie réznic w profilu metabolicznym ptynéw ustrojowych pochodzacych od jednego pacjenta.

Uwazam, ze czes$¢ doswiadczalna pracy doktorskiej zostata dobrze zaplanowana a prezentacja i omdéwienie
wynikéw sg przeprowadzone poprawnie. Ponizej, z obowigzku recenzenta, wymienitam najwazniejsze pytania oraz
drobne uwagi dotyczace dysertacji:

(1) Prosze o wyjasnienie danych umieszczonych w Tabeli 5.

(2) W pracy znalaztam informacje, iz surowice pobierano na czczo od uczestnikdéw badania. Czy rzeczywiscie
pobierano od pacjentéw surowice czy moze krew? Jesli krew to w jaki sposdb pozyskiwana byta surowica?

(3) Czy w badaniach nad nowotworami piersi pacjentami byty kobiety czy rdwniez mezczyzni, bo z opisu trudno
to oceni¢?

(4) W podsumowaniu brakuje mi jednoznacznej informacji na temat konkretnych metabolitéw ktére mogag
stanowic¢ marker w nowotworach tarczycy, nowotworach hematologicznych czy w nowotworach piersi.
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(5) Czy wedtug Doktoranta technika diagnostyczna oparta na metabolomice wykorzystujgcej widma NMR ma
przysztos¢, biorgc pod uwag fakt, ze przygotowanie i analiza danych jest bardzo trudna i wymagajgca duzego
doswiadczenia?

(6) W pracy doktorskiej znajdujg sie liczne btedy stylistyczne, ktére miejscami utrudniaty zrozumienie tekstu. W
tym wzgledzie zabrakto konsekwencji i starannosci na etapie redakcji ostatecznej wersji maszynopisu. Jako
przyktad podam jedynie kilka z nich: (a) str. 21: , w literaturze mozliwe jest natkniecie sie na rézne definicje
tych samych podejs¢ do eksperymentéw metabolomicznych”; (b) str. 27: ,Jednakze istotne jest, aby
pamietac¢ o tym, ze nawet najlepsze algorytmy warto wizualnie zweryfikowaé przed rozpoczeciem dalszych
analiz”. Jest to bardzo cenna uwaga, gdyz podobnie jak Doktorant uwazam, ze warto wizualnie weryfikowac
wszystko i wszystkich; (c) str. 41: ,zaréwno mocz jak i surowica zawierajg informacje...”; (d) str. 44: ,Kazda
wyznaczona godzina byta wykonana w tryplikatach”. Prosze o wyjasnienie tej mysli, gdyz pomimo wielkiej
wyobrazni nie bytam w stanie zrozumied tego zdania.

(7) Uwazam, ze wykaz skrotéw i wykaz odczynnikéw znajdujacy sie na poczatku rozprawy nie powinien by¢
rozdzielony dziewieciostronicowym wykazem rysunkéw i tabel.

(8) Na osobny komentarz zastuguje rdwniez rozdziat zatytutowany BIBLIOGRAFIA. Nie rozumiem dlaczego kazdy
podrozdziat dysertacji ma osobno numerowang literature? Dodatkowo, literatura nie jest cytowana w
jednolity sposéb. W tym wzgledzie réwniez zabrakto Doktorantowi konsekwencji i starannosci.

Przytoczone uwagi krytyczne nie majg istotnego charakteru i nie podwazajg w zadnej mierze wysokiej
wartosci rozprawy i mojej bardzo pozytywnej jej oceny. Reasumujgc, uwazam, ze cele pracy zostaty w petni
zrealizowane. Rozprawa doktorska mgr inz. Wojciecha Wojtowicza to bogaty, solidny i wartosciowy materiat
doswiadczalny. Kandydat wykazat sie ponadto znajomoscig nowatorskiej, w skali krajowej, techniki metabolomiczne;j
i udowodnit jej zastosowanie jako narzedzie w diagnostyce medycznej. Na podkreslenie zastuguje fakt, iz uzyskane
wyniki badan opublikowane zostaty czasopismach o wysokiej randze naukowej tj. Oncotarget, Metabolomics czy
Scientific Reports. Na opublikowany dorobek mgr inz. Wojciecha Wojtowicza tgcznie sktada sie 5 artykutow
opublikowanych w czasopismach indeksowanych w JCR oraz 2 artykuty bedace w trakcie recenz;ji.

Podsumowujac, stwierdzam, iz przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska w petni odpowiada wymogom
stawianym  pracom  doktorskim (Ustawa z dnia 14 marca 2003 r., Dz.U.03.65.595 wraz
z pozniejszymi zmianami (Dz. U. z 2005 r. Nr 164, poz. 1365, z 2010 r. Nr 96, poz. 620 i Nr 182, poz. 1228 oraz z 2011
r. Nr 84, poz. 455). W tym odniesieniu wnosze do Rady Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej o
dopuszczenie mgr inz. Wojciecha Wojtowicza do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z powazaniem,




