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Charakterystyka tematyki badawczej

W ostatnim dwudziestoleciu dzieki rozwojowi technik spektrometrii mas i
opracowaniu odpowiednich strategii analitycznych nastapil szybki rozwdj podejsé
wykorzystujacych metody profilowania biopolimerow (kwasy nukleinowych oraz biatka) oraz
roznych klas metabolitow pierwotnych i wtérnych przy zastosowaniu powyzsze] metody

fizykochemiczne;j.

Celem przeprowadzonych analiz bylo okreslenie mozliwosci identyfikacji
biomarkerow stanéw chorobowych w procesach nowotworzenia. Drugi rozwigzywany
problem dotyczyt przewidywania skutecznosci prowadzonych metodami
farmakologicznymi/chemicznymi lub wykorzystujagcych naswietlania promieniowaniem

jonizujacym terapii leczniczych.

Calosciowe podejscie do proceséw chorobowych z wykorzystaniem danych
uzyskiwanych na réznych poziomach molekularnych (transkryptom/proteom/metabolom) w
kolejnych etapach przebiegu roznych schorzen pozwoli na lepsze definiowanie mechanizméw
przebiegu chor6b zgodnie z teorig biologii systeméw. Tak sformutowane podejscia badawcze

wymagajg stosowania odpowiednich, wysokoprzepustowych  metod analitycznych




pozwalajgcych na badanie duzych ilosci probek (metody wysokoprzepustowe) z odpowiednig
czuloscig i powtarzalnoscig oraz wykorzystania wlasciwych metod obliczen statystycznych
oraz podejs¢ bioinformatycznych umozliwiajacych korzystanie z istniejgcych baz danych
zawierajacych informacje na temat przebiegu procesOw transkrypcji, syntezy biatek oraz
przebiegu szlakéw metabolicznych, co pozwoli na ostateczng interpretacje zebranych duzych
ilosci danych. Takie holistyczne podejscie zgodne z teorig biologii systemow moze pozwoli¢
na precyzyjne okreslenie mechanizmow przebiegu roznych choréb w organizmie cztowieka, a

takze na optymalizacje proceséw leczenia wielu choréb.

Ze wzgledu na olbrzymi zakres zagadnien badawczych na rdéznych poziomach
molekularnych zwigzany z diagnozowaniem i leczeniem stanéw rakowych oraz obecny stan
wiedzy w tej tematyce Doktorantka podczas przygotowania rozprawy doktorskiej zajela sig¢
sprawdzeniem mozliwosci wykorzystania podejscia bazujgcego na profilowaniu metabolitow,
ze szczeg6lnym uwzglednieniem lipidow. Podczas przygotowywania rozprawy doktorskiej
kandydatka skoncentrowata si¢ na sprawdzeniu mozliwosci wykorzystania technik
spektrometrii mas: Maldi ToF i EI/GC/MS do profilowania lipidow i metabolitow
pierwotnych i wtérnych w prébkach osocza krwi pacjentdow chorych na raka ptuc, lub
poddawanych chemo- lub radioterapii w chorobach raka prostaty lub gtowy i szyi. Dla kazdej
grupy osob chorych i poddawanych terapii dobrana byla odpowiednio liczna grupa osob
stanowigcych kontrole. Godnym podkreslenia jest fakt, ze we wszystkich grupach
badawczych Pani Ros$-Mazurczyk dysponowata wiarygodnymi liczbami obiektow
badawczych umozliwiajgcymi statystyczng obrobke uzyskanych wynikdéw profilowania

metodami spektrometrii mas.
Ocena rozprawy doktorskiej

Rozprawa doktorska zostata napisana w tradycyjnym uktadzie na 117 stronach. W jej
sklad wchodzg streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Po nich oraz spisie

zamieszczonych skrotow, w kolejnej czesci zostat sformutowany zwigzle Cel Pracy.

Pierwszym rozdzialem jest Wstep, w tej czesci zostat opisany stan wiedzy na temat
uprawianej problematyki badawczej zarowno od strony biologicznej oraz analitycznej, jak i
medycznej. Autorka zdefiniowata i skomentowala podstawowe pojecia na ktorych oparte
zostaly jej badania, to znaczy teorii biologii systemoéw oraz metabolomiki, a takze krotko
opisala metody analityczne stosowane przez nig podczas przygotowywania pracy. W
odczuciu oceniajacego rozdziaty poswigcone zagadnieniom analitycznym nie zostaly opisane

w sposOb wystarczajgco wyczerpujgcy. Rowniez nie poswiecita kandydatka zbyt duzo uwagi




na przedstawienie zagadnien zwigzanych z mozliwosciami przeprowadzenia obliczen
statystycznych wykorzystywanych podczas opracowania wynikéw analiz profilowania
metabolitow oraz celowanej analizy lipidow, a takze mozliwej do przeprowadzenia analizy
bioinformatycznej. Czes¢ wstepu literaturowego poswigcona zostala zagadnieniom
medycznym, opisowi wybranych do badan nowotworéw oraz odzialywania promieniowania

jonizujgcego na organizm o0s6b poddawanych leczeniu metodami chemio- i radioterapii.

Kolejny rozdzial stanowi czg$¢ doswiadczalna w ktorej przedstawiono metodyke
prowadzonych prac analitycznych, szczegodlnie przygotowanie probek surowicy do izolacji
lipidéw i metabolitow oraz procedura ich ekstrakcja i prowadzenie analiz metodami Maldi
ToF i GC/MS. Wedlug oceniajacego w czesci poswigconej opisowi przeprowadzonych
doswiadczen poswiecono zbyt mato miejsca opisowi problematyki obliczen statystycznych i

analizie bioinformatycznej.

W rozdziale trzecim i czwartym zostaly przedstawione uzyskane wyniki analiz
profilowania metabolitow oraz lipidow oraz ich interpretacja wraz z dyskusjg. Podczas
omoéwienia wynikow profilowania lipidow metodami Maldi ToF nie zostala poruszona w
odpowiedni szczegétowy sposdb kwestia przebiegu procesu jonizacji lipidow, szczegdlnie
problem zwigzany ze skutecznoscig protonowania czgsteczek (jony [M+H]") poszczegdlnych
klas lipiddw w analizowanym materiale w procesie jonizacji Maldi, w zaleznosci od ich

budowy.

W mojej ocenie nie zostata przeprowadzona doglgbnie ocena wykonanych analiz ze
wzgledu na mozliwosci wykorzystywania wynikow profilowania metabolitow i lipidow pod
katem wystgpowania biomarkeréw choréob nowotoworowych (rak ptuca) jak i wskaznikow
oceny przebiegu chemo- i radioterapii oraz rokowan skutecznosci i prawidlowosci jej
przebiegu w przypadku raka prostaty i nowotworow regionu glowy i szyi. Szczegdlnie
brakuje informacji o zidentyfikowanych metabolitach przy wykorzystaniu metody GC/MS, w
tym przypadku nie zostaly podane rowniez informacje o stosowaniu standardow

wewngetrznych podczas analiz.

W czasie czytania rozprawy doktorskiej natrafilem na szereg sformulowan nie
niosacych zadnych informacji lub dotyczgce stosowania niezbyt szczesliwych sformutowan

nomenklaturowych. Na przyktad:

1. ,,Profilowanie molekularne” jest pojeciem nigdzie nie zdefiniowanym/okreslonym

W pracy.




2. W pracy podano informacje o wykorzystaniu jednej, okreslonej metody ekstrakcji

lipidow, nie zostata przeprowadzona walidacja skutecznosci ekstrakcji lipidow.

3. Autorka pracy nie podala w czesci eksperymentalnej w jaki sposob okreslono

indeksy retencji poszczegdlnych analitow podczas analiz GC/MS.

4. Opis spektrometru masowego Maldi ToF w czgsci eksperymentalnej pracy jest
zbyt ogolny, szereg dodatkowych danych jest potrzebnych do oceny warunkow
pracy przyrzadu w czasie wykonywania analiz. Najpowazniejszym brakiem jest
brak informacji o rozdzielczosci uzyskiwanej w analizatorze spektrometru podczas
wykonywanych analiz. W przypadku systemu GC/MS wykorzystywanego do
podczas profilowania metabolitéw opis parametrow aparaturowych jest bardziej

kompletny.

5. W calej pracy podczas omawiania zarejestrowanych widm masowych jest mowa o
pikach, a nie jonach (brak informacji jakiego typu jony ([M+H]" lub
fragmentacyjne podczas procesu jonizacji ESI) byly identyfikowane po

zarejestrowaniu przy okreslonych wartosciach m/z.

6. W tabeli 3.2-2 zamieszczono informacje o zidentyfikowanych zwigzkach, pewne
watpliwosci oceniajgcego wzbudza niska liczba rozpoznanych zwigzkow, a takze
brak informacji w jaki sposob byly modyfikowane kolejne identyfikowane
substancje (liczba podstawionych grup trimetylosililowych). Ponadto, brakuje
informacji o zidentyfikowanych zwigzkach, ktorych stezenia w probkach nie

ulegaty zmianom.

W pracy znajduja si¢ liczne blgedy maszynowe i literowki, ktére powinny zosta¢

poprawione przed dalszym wykorzystaniem zebranych danych.

Nalezy jednak podkresli¢, ze oceniana praca jest pionierskg w skali polskiej proba
wykorzystania danych zebranych na poziomie metabolitow oraz lipidéw izolowanych z
osocza krwi do pordwnania i oceny stanéw chorobowych w przypadku duzych populacji osob
chorych na nowotwory. Uzyskane wyniki wysokoprzepustowych analiz wykonanych przy
wykorzystaniu  réznych technik spektrometrii mas, przystosowanymi do analizy
skomplikowanych mieszanin stanowig baz¢ wyjsciowa mozliwg do wykorzystania w celu
poszukiwania biomarkerow stanow chorobowych podczas kontynuacji badan klinicznych.
Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, Ze rozprawa doktorska mgr Malgorzaty Ros jest

oryginalnym osiggnieciem Autorki. Ma walory zaréwno poznawcze, jak i potencjalnie



aplikacyjne. Opracowany przez Doktorantke podczas przygotowania pracy model badawczy

powinien by¢ podstawa do dalszych dziatan w kierunku poznania metabolomu i lipidomu.

Niezaleznie od wielu uwag krytycznych dotyczacych przedstawionych wynikéw
wykorzystania spektrometrii mas do analizy surowicy krwi metoda profilowania ma ona
zalety gltownie jako metoda przesiewowa. Pozwala na bezposrednig analize zlozonej
mieszaniny bez koniecznosci frakcjonowania. W wypadku analizowania frakcji lipidow
podejscie z wykorzystaniem techniki Maldi ToF charakteryzuje si¢ wysoka czutoscig i
tolerancja na zanieczyszczenia obecne w probece pod warunkiem wykluczenia ich wptywu na
proces krystalizacji matrycy oraz posiadanie odpowiednich informacji doswiadczalnych na
temat wydajnosci wzbudzania poszczegdlnych klas lipidow. Nie bez znaczenia jest tez fakt,

ze wiele probek moze by¢ analizowanych w krétkim czasie w standardowych warunkach.

Wszystkie elementy prac badawczych zawarte w opiniowanej rozprawie powoduja, ze
takie ujecie problematyki diagnostyki biomedycznej nalezy uzna¢ za aktualng i wazng tak dla
profilowania surowicy krwi na poziomie metabolitow/lipidéw, jak réwniez z punktu widzenia

biologii nowotworow.
Whiosek koncowy

Przedstawiona do recenzji praca wnosi powazny wklad w poznanie zagadnien
zwigzanych z mozliwosciami analitycznego wykorzystania technik spektrometrii mas
(GC/MS oraz Maldi ToF/ToF) w badaniach zmian w profilach metabolitow oraz lipidow
obecnych w osoczu krwi o0sob chorych na kilka rodzajow nowotwordéw (nowotwor phuc,
prostaty i regionu glowy i szyi), a takze mozliwosci prognozowania skutecznosci leczenia po
zastosowaniu metod chemo- i radioterapii. Zauwazone podczas czytania rozprawy doktorskiej
dos¢ liczne niescistosci oraz bledy nie majg szczegdlnie istotnego znaczenia dla oceny

merytorycznej wartosci pracy.

Whioskuje wigc o przyjecie rozprawy doktorskiej przez Wysoka Rade Naukowsg
Centrum Onkologii Instytutu im. Marii Sklodowskiej-Curie oraz dopuszczenie autorki, mgr

Matgorzaty Ros-Mazurczak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Maciej,Stobiecki
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