Warszawa, 13 marca 2017 r.

Prof. dr hab. Anna Lankoff

Centrum Radiobiologii i Dozymetrii Biologicznej
Instytut Chemii i Techniki Jadrowe;j

w Warszawie

Zaklad Radiobiologii i Immunologii
Instytut Biologii

Uniwersytet Jana Kochanowskiego
w Kielcach

RECENZJA PRACY DOKTORSKIEJ
Pani mgr Malgorzaty Ros-Mazurczyk
pt.: Analiza lipidomu surowicy i wykorzystanie spektrometrii mas w diagnostyce chorob
nowotworowych.

Praca zostala wykonana w Centrum Badan Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotworéw
Centrum Onkologii — Instytutu w Gliwicach. Promotorami pracy sa: prof. dr hab. Piotr Widtak oraz dr
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Nowotwory zlosliwe stanowia narastajacy problem zdrowotny i ekonomiczny na calym
swiecie, przyczyniajac si¢ do przedwczesnej umieralnosci. Nalezy spodziewaé sig, ze wraz z
wydluzajaca si¢ dlugoscia zycia czlowieka, rozwojem cywilizacji i zwigzanym z tym wiekszym
narazeniem na nowe czynniki rakotworcze, bedzie wzrastaé ryzyko zachorowania na nowotwory.
Swiadcza o tym obserwowane od wielu lat trendy. Chociaz zauwaza sie pewien postgp dotyczacy
wyleczalnosci nowotworow, to jednak w ostatnim trzydziestoleciu liczba nowych przypadkow
nowotwordow zlosliwych, jak rowniez zgonow, wzrosta istotnie. Biorac powyzsze pod uwage,
oczywistym jest, ze diagnostyka i terapia nowotworow jest obecnie jednym z najwigkszych wyzwan
dla wspolczesnej medycyny i pokrewnych nauk biologicznych. I wlasnie tym zagadnieniom
poswigcona jest przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska.

Rozprawa Pani mgr Malgorzaty Ros-Mazurczyk zawiera rozdzialy typowe dla prac
doktorskich. Prace rozpoczyna przedstawienie Celu pracy, ktory zostal sprecyzowany jasno i
konkretnie. Nastgpnym rozdzialem jest kompetentnie napisany Wstegp, ktory wprowadza Czytelnika w
zagadnienia z zakresu matabolomiki, ze szczegélnym uwzglednieniem metabolizmu komérki
nowotworowej, narzgdzi analitycznych opartych o spektrometric mas i wykorzystywanych w
badaniach metabolicznych, zagadnienia zwiazane z radioterapia rakow glowy i szyi oraz raka prostaty
jak rowniez zagadnienia dotyczace odpowiedzi komorek i tkanek na promieniowanie jonizujace.
Materiaty i metody, obejmujace techniki uzywane w badaniach metabolomicznych: spektrometrie¢ mas
w polaczeniu z chromatografia gazowa GC/MS oraz spektrometrie mas MALDI w potlaczeniu z

analizatorem czasu przelotu (Tof), jak rowniez metody biochemiczne, przedstawione sa w rozprawie



nalezycie szczegétowo. Uzyty warsztat metodyczny byl, w moim przekonaniu, optymalny dla
realizacji celu pracy, nowoczesny i odpowiadajacy wspotczesnym swiatowym standardom badan w tej
dziedzinie. Opis wynikow jest dosy¢ jasny. chociaz ich prezentacja i tresci dotyczace wynikow
skomplikowanej analizy statystycznej nie sa dla mnie w pehni zrozumiate. Dlatego odniosg si¢ do tego
zagadnienia w dalszej czesci recenzji. Literatura przedmiotu jest bardzo dobrze dobrana. Autorka
wybrata 212 pozycji, nie ograniczajac sie do prac najnowszych. Jezyk pracy jest poprawny, a zakres
przeprowadzonych badan oraz dyskusja i wnioski przedstawione sa klarownie.

Przedmiotem rozprawy sg zagadnienia dotyczace mozliwosci wykorzystania narzedzi
spektrometrii mas dla wykrycia w surowicy krwi metabolitow o potencjalnym zastosowaniu w
diagnostyce chorob nowotworowych. Autorka postawita sobie dwa zasadnicze cele: (1) identyfikacje
cech metabolomu surowicy o mozliwym zastosowaniu we wczesnej detekcji raka phic oraz (2)
scharakteryzowanie zmian metabolomu surowicy krwi, towarzyszacych odpowiedzi na radioterapie u
pacjentéw z rakiem prostaty lub rakami regionu glowy i szyi. Celom glownym towarzyszyly cele
szczegotowe, ktore obejmowaly:

- scharakteryzowanie profili masowych lipidowej frakcji surowicy krwi za pomoca spektrometrii
MALDI-ToF, w celu identyfikacji sygnatury molekularnej pozwalajacej na odroznienie o0sob
zdrowych z grupy wysokiego ryzyka od pacjentow z rakiem ptuca we wezesnym stadium choroby,

- scharakteryzowanie profili metabolicznych surowicy krwi za pomoca chromatografii gazowej i
spektrometrii mas (GC-MS), w celu identyfikacji sygnatury molekularnej pozwalajacej na odréznienie
0sob zdrowych z grupy wysokiego ryzyka od pacjentow z rakiem pluca we wczesnym stadium
choroby,

- scharakteryzowanie profili masowych lipidowej frakcji surowicy krwi za pomoca spektrometrii
MALDI-ToF, w celu identyfikacji sygnatury molekularnej zwiazanej z wczesna odpowiedzig na
promieniowanie u pacjentéw z rakiem prostaty lub rakami regionu glowy i szyi.

- scharakteryzowanie profili metabolicznych surowicy krwi za pomoca chromatografii gazowej i
spektrometrii mas (GC-MS), w celu identyfikacji sygnatury molekularnej zwigzanej z wezesng
odpowiedzia na promieniowanie u pacjentéw z rakiem prostaty lub rakami regionu glowy i szyi.

Material do badan stanowila surowica krwi pochodzaca od 0sob z rozpoznaniem nowotworu
oraz bez takiego rozpoznania (w sumie 595 probek do analizy MALDI-ToF, w tym 143 probki do
analizy GC/MS). Biorac pod uwage swoje wieloletnie doswiadczenie w uzyskiwaniu materiatu
doswiadczalnego od pacjentow i zdrowych dawcow, taka liczba probek swiadczy o duzym
zaangazowaniu i determinacji Doktorantki. Aby zrealizowa¢ zalozone cele, Doktorantka wykonata
badanie lipidomu w surowicy 100 pacjentéw z rakiem pluc oraz 300 zdrowych dawcow.
Przeprowadzona analiza profili masowych lipidowej frakcji surowicy za pomoca MALDI-ToF
wykazata 309 sktadowych lipidowych, ktérych poziom roznit si¢ w sposéb statystycznie istotny
miedzy grupa pacjentow z rakiem pluc, a grupa kontrolng. Jednakze zastosowanie bardziej

konserwatywnej metody korekty bledu pozwolilo na ograniczenie tej grupy do 31 skladowych
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lipidowych. Wsrod tych sktadowych réznicujacych, poziom wigkszosci z nich o masach od ok. 500 do
525 Da (odpowiadajacych klasie lizofosfatydylocholin) byt obnizony w prébkach pochodzacych od
pacjentow z rakiem ptuc, w stosunku do grupy kontrolnej. Natomiast poziom sktadowych o masach
powyzej ok. 685 Da (odpowiadajacych klasie fosfatydylocholin, innym diacylofosfolipidom oraz
sfingomielinom) byt wyzszy w grupie pacjentow z rakiem ptuc. Nastepnie, dane uzyskane przez
Autorke zostaty wykorzystane do budowy wieloskfadnikowego klasyfikatora raka pluc. Klasyfikator
zostal opracowany w oparciu o skomplikowana analize¢ statystyczna i zawierat finalnie 15 sktadowych.
Optymalizacja klasyfikatora pozwolita na zmaksymalizowanie wartosci predykcyjnej ujemnej, przy
zachowaniu wartosci predykcyjnej dodatniej wiekszej od 25%. Klasyfikator zostal poddany
wewnetrznej walidacji za pomoca walidacji krzyzowej Monte Carlo. Po jej przeprowadzeniu uzyskany
klasyfikator charakteryzowal sie 95% czuloscia, 18% specyficznosdcia, 28% wartoscig predykcyjna
dodatnia, 92% wartoscia predykcyjna ujemna oraz wartoscia pola pod krzywa ROC réowna 0.71.

Kolejnym aspektem pracy byla analiza profili metabolicznych w surowicy krwi 31 pacjentéw
z rakiem ptuc i 92 zdrowych dawcow za pomoca metody GC/MS. Wyniki uzyskane przez
Doktorantke wykazaty 195 réznych metabolitow, wsrod ktorych 103 byly obecne w co najmniej 60%
probek w kazdej grupie. Wyniki dotyczace poziomu tych wybranych metabolitow poddano nastgpnie
analizie statystycznej. Analiza roznicujaca pozwolila na wylonienie 17 metabolitow, ktérych poziom
byt istotnie rézny w grupie pacjentow z rakiem pluc i w grupie kontrolnej. Wsréd nich, poziom 16
metabolitow byl obnizony w grupie pacjentéw z rakiem pluc, w poréwnaniu do grupy kontrolnej.
Doktorantka nastepnie podjefa probe okreslenia funkcji metabolitow, ktérych zmiany poziomu
pozwolity na rozroznienie grupy chorych od zdrowych dawcéw. W tym celu zidentyfikowane
metabolity zostaly przypisane do sciezek metabolicznych. Uzyskane wyniki wykazaty, ze metabolity o
obnizonym poziomie w surowicy zdrowych dawcéw, w porownaniu do pacjentdow, zaangazowane
byly w metabolizm biatek. Nastepnie, uzyskane wyniki zostaly wykorzystane do opracowania
wielosktadnikowego klasyfikatora raka ptuc, ktory finalnie obejmowal 9 metabolitow. Klasyfikator
ten pozwolit na rozdzielenie obu grup otrzymujac nastepujace cechy separatora: czutos¢ 100%,
specyficznosé 95%, wartos¢ predykeyjna dodatnia 86%, i wartos¢ predykeyjna ujemna 100%.

Bardzo ciekawym aspektem pracy byta proba scharakteryzowania zmian lipidomu i
metabolomu surowicy krwi, towarzyszacych odpowiedzi na promieniowanie jonizujace w trakcie
radioterapii. W pierwszym etapie badan Doktorantka scharakteryzowata zmiany lipidomu w surowicy
krwi 129 pacjentow z rakiem prostaty oraz 66 pacjentow z rakami glowy i szyi za pomoca metody
MALDI-ToF. Analiza uzyskanych wynikéw pozwolita na wyodrgbnienie 240 sktadowych w zakresie
mas: 350-900 Da. Nastepnie, Doktorantka skonstruowata widma réznicowe dla poszczegdlnych
pacjentow i poddata je analizie. Uzyskane wyniki wykazaly, ze poziom kilku sktadowych
spektralnych zmienil si¢ istotnie pomiedzy punktami czasowymi. Najwigksza liczbe lipidowych
sktadowych réznicowych odnotowano w surowicy pacjentow z rakami glowy i szyi. W przypadku

pacjentow z rakiem prostaty liczba skladowych réznicowych byla wigksza w grupie pacjentow, u
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ktorych plan napromieniania obejmowal oprdcz obszaru guza réwniez obszar weztdw chlonnych
miednicy. Na uwage zastuguje fakt, ze wigkszos¢ zmian indukowanych przez promieniowanie byla
odwracalna lub kompensowana przez zmiany zachodzace miesiac od zakonczenia terapii.

Powyzsze wyniki zostaly uzupetnione przez analiz¢ zmian profili metabolicznych surowicy
krwi 20 pacjentow z rakami glowy i szyi za pomoca metody GC/MS. Wyniki uzyskane przez
Doktorantke pozwolily na wyodrgbnienie 166 metabolitoéw, wsrod ktorych znajdowaty sig¢ 102
zwiazki, ktére byly obecne w co najmniej 60% probek pobieranych zaréwno przed, jak i po
zakonczeniu radioterapii. Nastepnie. Doktorantka oznaczyla rdznice poziomdéw kazdego z tych
metabolitow dla poszczegolnych pacjentow. Uzyskane wyniki pozwolily na wyodrgbnienie 18
zwigzkow, ktorych poziomy réznily sig istotnie przed i po zakonczeniu radioterapii. Poziom 12 z nich
wzrastal, a 6 spadal po zakonczeniu radioterapii. Najwieksza roznicg zaobserwowano w przypadku
kwasu 3-hydroksymastowego, ktérego poziom wzrést okoto trzykrotnie. Nastgpnie, Doktorantka
okreslita $ciezki metaboliczne zwiazane z tymi metabolitami w celu okreslenia ich funkcji. Uzyskane
wyniki wykazaly, ze metabolity, ktérych poziom wzrastal po zakonczeniu radioterapii zwiazane byly z
metabolizmem metioniny i galaktozy. Metabolity, ktorych poziom ulegal obnizeniu po zakonczeniu
radioterapii, zaangazowane byly w metabolizm glicyny, seryny. treoniny, alaniny oraz tauryny.

Reasumujac, wyniki uzyskane przez Doktorantke pozwolity na okreslenie sygnatur
molekularnych, réznicujacych pacjentow z rakiem ptuca od zdrowych dawcoéw. Wykazaly rowniez, ze
profil molekularny frakcji lipidowej moze odzwierciedla¢ ryzyko wystapienia reakcji popromiennej u
pacjentow poddawanych radioterapii. Dyskusyjna kwestia pozostaje ocena potencjalnego znaczenia
klinicznego otrzymanych sygnatur. Z pewnoscia przedstawione w pracy wyniki powinny zostac
poddane dalszym badaniom. Bez watpienia natomiast pozostaje fakt, ze uzyskane wyniki stanowia
niezwykle istotny wkiad do osiagnie¢ naukowych w Polsce i na swiecie.

Tym niemniej, Autorka nie ustrzegla si¢ pewnych niescistosci w rozprawie. Migdzy innymi
zabraklo mi w pracy wyjasnienia zasady tworzenia efektywnego klasyfikatora nowotworowego do
oceny podatnosci na raka ptuc oraz klasyfikatora do oceny ryzyka wystapienia reakcji popromiennej u
pacjentéow poddawanych radioterapii. W opisie wynikéw na stronie 73 pojawia si¢ jedynie
stwierdzenie: .,.Dane uzyskane w opisanych wyzej doswiadczeniach zostaty wykorzystane do budowy
wielosktadnikowego klasyfikatora raka pluc.” Doktorantka wspomina, ze klasyfikator ztozony byl z
15 sktadowych i podaje wylacznie ich sktadowe spektralne. Bardziej szczegbtowe przedstawienie tych
sktadowych w tabeli utatwitoby zdecydowanie zrozumienie tresci przez czytelnika, ktory nie korzysta
w codziennej pracy z tak zaawansowanych narzedzi statystycznych. Jednoczesnie, Doktorantka
zamiescita w pracy tabele 3.2-1 na stronie 72, ktora zawiera charakterystyke skltadowych lipidowych
roznicujacych grupe chorych na raka ptuc i grupe zdrowych dawcow. W tabeli umieszczone sg tylko
wyniki $rednie. Brakuje wartosci SD lub SE, ktore sa podstawowa miara zmiennosci obserwowanych
wynikow. Skladowe spektralne w powyzszej tabeli sa rézne od skladowych spektralnych z

klasyfikatora. Podobna uwaga dotyczy konstrukeji klasyfikatora nowotworowego na podstawie profili
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metabolicznych surowicy krwi chorych na raka ptuc. W opisie wynikéw na stronie 74 pojawia sig
stwierdzenie: ,,Wybrane metabolity zostaly poddane dalszym analizom statystycznym, a na ich
podstawie skonstruowano klasyfikator nowotworowy”. Wybrane, czyli ktore ? Zestawienie ww.
metabolitow w tabeli ufatwiloby zrozumienie tresci przez czytelnika. W dalszej czesci pracy
Doktorantka zamiescita tabele 3.2-2, zawierajaca 28 metabolitow, ktorych poziom réznicuje probki
chorych na raka ptuc od prébek zdrowych dawcéw. Nie rozumiem, na jakiej podstawie wiasnie te
konkretne metabolity (ze 103 wykrytych i oznaczonych ilosciowo) znalazty si¢ w tabeli, tym bardziej,
ze w dalszym fragmencie pracy Doktorantka stwierdza, ze poziom jedynie 17 metabolitow wykazuje
istotne roznice miedzy grupa chorych na raka ptuc i grupa zdrowych dawcéw. Ponadto, Doktorantka
stwierdza, ze na podstawie dalszej korekcji bledu, poziom tylko trzech metabolitow wykazuje istotne
roznice miedzy grupa chorych na raka phuc i zdrowych dawcow. Musze przyznaé, ze pogubitam sie w
tym opisie wynikow i nie jestem juz pewna, ile metabolitow i ktore z nich maja znaczenie dla
rozroznienia grupy chorych na raka ptuc i zdrowych dawcow ? Wynika z tego fakt, ze rowniez nie
bardzo rozumiem, ktére metabolity zostaty przypisane do $ciezek metabolicznych. Z tekstu na stronie
75 wynika, ze: ,,W celu okreslenia ich funkcji oraz potencjalnego znaczenia réznic pomiedzy grupami,
zidentyfikowane metabolity réznicujace (p-wartos¢ < 0.05) zostaly przypisane do Sciezek
metabolicznych...” Czy odnosi si¢ to do 28, 17 czy moze 3 metabolitow ? Dopelnieniem
wspomnianych niejasnosci jest informacja ze strony 76, wskazujaca, ze na podstawie powyzej
przedstawionych wynikéw opracowano wieloskladnikowy klasyfikator raka ptuc, obejmujacy 9
metabolitow. Mam rowniez kilka uwag edytorskich. Pierwsza, gtéwna uwaga, dotyczy bardzo
fragmentarycznej prezentacji wynikow. Zdaje sobie sprawe z tego, ze niemozliwym jest
przedstawienie wszystkich uzyskanych wynikéw z powodu ich ogromnej liczby, ale nawet w
czasopismach naukowych okreslajacych limit stron, zwyczajowo umieszcza si¢ wybrane wyniki wraz
z wlasciwg publikacja jako materialy uzupelniajace. Ponadto, moje uwagi dotycza opisow tabel, ktore
powinny zawiera¢ wyjasnienia stosowanych skrotow, aby nie odsyfa¢ bez przerwy czytelnika do spisu
skrotow. To rozprasza i nie pozwala skupi¢ si¢ na analizie wynikow. Z powodu dbatosci o
poprawnos¢ jezykowa. bardziej wilasciwym okresleniem niz: ...grupe chorych na raka ptuca od
zdrowej kontroli.” (tabela 3.2-1, strona 72) wydaje si¢ okreslenie: ....grupe chorych na raka ptuca od
grupy zdrowych dawcow”. Powyzsze uwagi nie wplywaja na mojg pozytywna oceng rozprawy
doktorskiej Pani mgr. Malgorzaty Ros-Mazurczyk. Oceniajac catos¢ recenzowanej rozprawy nalezy
uznaé, iz jest ona $wiadectwem ogromnej pracowitosci Doktorantki i bardzo dobrej znajomosci
podjetego tematu. Zardwno zawartos¢ merytoryczna rozprawy, jak i sposob analizy wynikéw oraz ich
dyskusji $wiadcza o dojrzatosci naukowej oraz o doskonatym warsztacie badawczym.

W mojej opinii rozprawa speinia wszystkie wymogi stawiane pracom doktorskim. Wnoszg
zatem do Rady Naukowej Centrum Onkologii-Instytutu im. Marii Sklodowskiej-Curie o dopuszczenie
pani mgr Malgorzaty Ros-Mazurczyk do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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