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Recenzja rozprawy na stopieri doktora nauk medycznych lek. Krzysztofa
Ossolifiskiego pod tytutem "Metabolomiczna analiza tkanki, surowicy i moczu w

poszukiwaniu potencjalnych biomarkeréw raka pecherza moczowego"

Zgodnie z uchwatg Rady Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii im. M.

Sktodowskiej-Curie z dnia 29 sierpnia 2023r o powotaniu mnie na recenzenta w/w rozprawy

mam zaszczyt przedstawi¢ swojg opinig.

I. Warto$é¢ celu badawczego

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska dotyczy waznego problemu medycznego
jakim jest znalezienie metod wczesnego rozpoznawania rakéw pecherza moczowego.
Rosnaca zapadalnos$é na te nowotwory, stale zwigkszajacy sie niedobdr pracownikéw stuzby
zdrowia na catym $wiecie i ograniczone zasoby finansowe s3 podstawg do poszukiwania coraz
skuteczniejszych metod zapobiegania zaréwno ich rozwojowi jak i progresji. Jednoczesnie
pilnie potrzebne s3 mniej inwazyjne i tarisze metody diagnostyki pierwotnego i nawrotowego
raka pecherza moczowego w praktyce klinicznej. Wczesne wykrycie moze u wielu chorych
zapobiec okaleczajacym radykalnym cystektomiom.

Literatura na temat potencjalnych powigzarn migdzy czynnikami stylu zycia a
wystepowaniem raka pgcherza moczowego jest skapa. Wykazano niekwestionowany zwigzek
miedzy paleniem a rakiem pegcherza moczowego, CoO sktania do kontynuowania wysitkéw
skupiajacych sig¢ na profilaktyce pierwotnej, przede wszystkim poprzez szersze wdrazanie
polityk kontroli tytoniu na catym $wiecie. Biorgc pod uwage dane obserwacyjne wskazujgce

korzystny wptyw zdrowego stylu 2ycia na wyniki kliniczne w przypadku innych typoéw



nowotworéw, aspekt ten powinien stanowi¢ priorytet takze w badaniach nad rakiem pecherza
mOoCczowego.

Dotychczas stosowane standardowo metody diagnostyki obrazowej s3 suboptymalne.
Jest to powodem obserwowanej migracji stopnia zaawansowania - najczesciej zmiany stopnia
zaawansowania patologicznego na wyiszy niz stopien zaawansowania klinicznego u
nieleczonych neoadjuwantowo pacjentéw poddanych radykalnym zabiegom operacyjnym.
Nieprawidtowa ocena stopnia zaawansowania jest powodem suboptymalnego leczenia i w
konsekwencji pogorszenia rokowania. Wczesne rozpoznanie rakéw pecherza moczowego oraz
ich nawrotéw podobnie jak precyzyjne i wilasciwe ustalenia klinicznego stopnia
zaawansowania jest wiec kluczowe dla poprawy jakosci 2ycia oraz efektow leczenia
wyrazonych na przyktad wskaZnikami przezy¢ pigcioletnich.

Metabolomika nalezy do grupy badan translacyjnych, ktére maja za cel przetozenie
odkryé naukowych ,,0d stotu laboratoryjnego do tézka chorego” (bench-to-bedside; B2B). W
2003 roku przedstawiono je w modelu dwustopniowym, gdzie T1 odnosi sig wtasnie do B2B, a
T2 obejmuje przetoienie wiedzy uzyskanej z badan klinicznych na poprawe zdrowia
publicznego. Obecnie powszechnie stosowany jest model czterostopniowy, w ktorym:

« T1jest charakteryzowane jako przektadanie wiedzy podstawowej, uzyskanej w wyniku
badarn laboratoryjnych, na zastosowanie kliniczne. Polega to na zgtgbianiu wiedzy o
ludzkiej fizjologii i poszukiwaniu mozliwosci wykorzystania jej w medycynie. Z tym
stopniem zwigzane sg migdzy innymi badania przedkliniczne i na zwierzetach oraz
badania , pierwsze podanie/zastosowanie u czowieka”;

« T2 zwiazane jest z przektadaniem wiedzy teoretycznej na pacjentdw, innymi stowy
polega na sprawdzaniu skutecznosci nowych metod leczenia;

« T3 to wprowadzanie nowych zalecer i wytycznych do rutynowej praktyki, kiedy to
powstaja nowe, powszechnie stosowane schematy leczenia;

« T4 oznacza translacje nowych praktyk na zdrowie publiczne, gdzie analizuje sig czynniki
wplywajace na zdrowie populacji, a celem jest opracowanie metod jego poprawy.

Problemy i pytania postawione przez Doktoranta sq wigc waine, majq charakter poznawczy,
cho¢ uzyskane przez Niego wyniki obecnie nie wplywaja na decyzje kliniczne umiejscawiajac je

w zakresie wspomnianego wyzej T1.



Il. Poprawnos$¢ metodyczna
Przedstawione badanie miafo charakter prospektywny.

Autor wiaczyt do analizy 100 chorych na raki pgcherza moczowego oraz 100 zdrowych
ochotnikow.

Na przeprowadzenie badar Autor uzyskat zgode Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Rzeszowskim.

Hipoteza badawcza, ktéra jest najwazniejszym elementem kazdego badania naukowego,
zostata wtasciwie sformutowana.

Analizujac dobor i liczebno$¢ grupy badanej trudno jest jednoznacznie stwierdzic, ze jest
satysfakcjonujaca. Zaréwno w dysertacji jak i w publikacjach brakuje charakterystyki badanej
populacji. Autor postuguje sie terminem "raki pecherza moczowego", podczas gdy sam dosyc
obszernie opisuje réznorodnos$¢ tej grupy nowotworéw wymieniajac poszczegdlne typy
histopatologiczne. Wydaje si¢ niemozliwe, aby roézne typy nowotwordw, dodatkowo o réznej
ztoéliwoséci biologicznej charakteryzowaty identyczne zaburzenia czy zmiany metaboliczne.
Prawdopodobnie miato to wptyw na réznorodnoé¢ zaobserwowanych przez Autora typowych,
wedtug Jego oceny, zmian metabolicznych, ktére opisuje w poszczegodlnych publikacjach. Byc¢
moze byto to takie powodem braku znamiennosci statystycznej w kazdym z analizowanych
parametrow. Powyisze spostrzezenia nie umniejszajg wartosci pracy, ktorg nalezy uznac za
cenny wstep do dalszego poszukiwania jakze potrzebnych w tej jednostce chorobowej
biomarkerow.

Doktorant postuguje sie zaawansowanymi technikami analitycznymi, jak spektrometria
mas (MS), spektroskopia magnetyczna rezonansu jadrowego (NMR), spektrometria atomowa
emisyjna z indukcyjnie sprzezongq plazma (ICP-OES). Swobodnie postuguje sie metodami
modelowania jak maszyny wektoréw nosnych, algorytm k-najblizszych sasiadow, sztuczne sieci
neuronowe, konwolucyjne sieci neuronowe, rekurencyjne sieci neuronowe czy random forest.

Metody statystyczne wykorzystane w pracach s3 wysokospecjalistyczne. Poza
standardowo stosowanymi w nauce testami jak ANOVA, AUC, ROC, OPLS-DA Autor korzystat z
zaawansowanych metod analizy metabolomicznej jak na przyktad VIP, R2Y, Q2, test permutacji.
Analiza korelacji zaobserwowanych zmian ze skapymi wprawdzie i opartymi na niedoskonatych

metodach diagnostyki danymi klinicznymi jest wnikliwa.



I1l. Redakcja pracy

Przedtozona mi do oceny rozprawa na stopien doktora nauk medycznych sktada sig z cyklu
monotematycznych prac, opublikowanych w recenzowanych czasopismach naukowych, w
ktérych w Doktorant jest pierwszym lub drugim autorem.
Na cykl prac sktadajq sig:
1. Ossoliniski K., Ruman T. Ossolinski T i wsp.: Monoisotopic silver nanoparticles-based mass
spectrometry imaging of human bladder cancer tissue. Advances in Medical Scienses 2022;
68(1):38-45.
IF = 3,287, MNiSW = 100
2. Niziot J., Ossolinski K., Ptaza-Altamer A. i wsp.: Untargeted ultra-high-resolution mass
spectrometry metabolomic profiling of blood serum in bladder cancer. Scientific reports 2022;
12(1). https://doi.org/10.1038/541598-022-19576-9.
IF =4,997, MNIiSW = 140
3. Ossoliriski K., Ruman T., Copie V. i wsp.: Metabolomic and elemental profiling of blood serum
in bladder cancer. Journal of Pharmaceutical Analysis 2022; 12(6): 889-900.
IF = 14,026, MNIiSW = 140
4. Ossoliriski K., Ruman T., Copie V. i wsp.: Targeted and untargeted urinary metabolic profiling
of bladder cancer. Pharmaceutical and Biomedical Analysis 2023; 233; 115473.
IF=3,571, MNiSW = 100
5. Niziot J., Ossolifiski K., Plaza-Altamer A. i wsp. Scientific Reports 2023; 13(1).
https://doi.org/10.1038/541598-023-36874-y.
IF = 4,997, MNiSW = 140
taczna punktacja prac wigczonych do cyklu publikacji stanowigcych rozprawe doktorskg
wynosi 620 pkt MNiSW, taczny IF: 30,878.

Zgodnie z o$wiadczeniami wspotautoréw udziat Doktoranta w kazdej z publikacji jest

istotny zaréwno pod wzgledem koncepcyjnym jak i wykonawczym i wynosi ok. 60%.

Do cyklu publikacji Autor dodat streszczenie przeprowadzonych badan, ktore zawiera:
- Wprowadzenie (omawiajace epidemiologig - niestety powotujac si¢ m. innymi na dane 2
GLOBOCAN z 2010 roku i nie zawierajace danych dla populacji polskiej, klinikg, diagnostyke,

zarys metabolomiki, metody analityczne i statystyczne)



- Zalozenia i cel pracy (na cel pracy sktadaja sie trzy cele gtéwne i trzy cele poboczne)

- Materialy i Metody

- Wyniki i Dyskusje (zawierajace oméwienie poszczegélnych publikacji wehodzacych w sktad
rozprawy)

- Podsumowanie i wnioski a wiaéciwie jeden wniosek - "Badanie wykazato odmienne profile
metabolomiczne pomiedzy pacjentami z rakiem pecherza moczowego a grupq
kontrolna......Konieczne s jednak dalsze badania walidacyjne w celu potwierdzenia tych
ustaler w wiekszych i bardziej zréznicowanych kohortach pacjentow.”

W pierwszej publikacji wykazano znaczne réinice w metabolitach z tkanki
nowotworowej wobec prawidtowej. Na przyktad aminokwasy takie jak glicyna i glutamina
wykazywaty obnizone wartoéci w tkance guza. Wysokie wartosci uzyskane w wyniku
przeprowadzonych badari moga sugerowac ich przydatnos¢ w analizie patomorfologicznej.

Kolejne dwie prace s3 zaadresowane profilowaniu metabolomicznemu w surowicy
chorych na raki pecherza moczowego - w kazdej z prac Autor postugiwat sig innymi metodami
analitycznymi - w jednej metodg MS a w drugiej NMR. Teoretycznie zastosowana metodyka
nie powinna wplywac na wyniki - wydaje sig, ze profile metaboliczne surowicy roznicujace
chorych na raki pecherza moczowego od zdrowych powinny by¢ takie same niezaleznie od
metody badawczej. Wyniki obu prac nalezy wigc traktowac jako wstepne, tym bardziej, ze w
zadnej z analiz nie osiggnieto znamiennosci statystycznej.

Ostatnie dwie prace adresujg profilowanie metabolomiczne na podstawie badania
moczu. W tych badaniach zidentyfikowano metabolity réznicujace mocz od zdrowych i
chorych jednak takich, ktére pozwolityby na ocene stopnia zaawansowania czy stopien
ztosliwosci histologicznej.

W dyskusjach zamieszczonych w opublikowanych pracach lekarz Krzysztof Ossoliriski
krytycznie omawia wyniki swoich badan, niektére odnoszac do wynikéw uzyskanych przez
innych autoréw. Problem zmian metabolicznych w rakach pgcherza moczowego zajmowano
sie od okoto 20 lat a wyniki przedstawiono w okoto 90 pracach. Publikacje Doktoranta majg
charakter innowacyjny, poniewaz poszukuje on zaburzeri nowoczesniejszymi metodami
wykorzystujac kompleksowo surowice, mocz oraz tkanke guza. Najmocniejszym elementem
wnioskow jest krytyczne przedstawienie mocnych i stabych stron metod oraz wynikow

przeprowadzonych  badad.  Podkreslenie  koniecznosci  zwalidowania wynikow,



przeprowadzenia badan prospektywnych oraz potrzeby posiadania drogiego specjalistycznego

sprzetu oraz zespotu 0s6b, ktére beda ten sprzet obstugiwac a nastgpnie analizowac wyniki.
IV. Znaczenie naukowe i praktyczne wnioskéw wynikajacych z przeprowadzonych badar

Analiza metabolomiczna réznych tkanek pochodzacych od chorych na raki pecherza
moczowego pogtebia wiedze na temat tych nowotwordw, jej wplyw na klinike pozostaje w

sferze futurystyki.

V. Wniosek koricowy

Oceniajac rozprawe doktorska lekarza Krzysztofa Ossolinskiego pragne stwierdzic, ze
nie mam istotnych zastrzezen merytorycznych odnosénie hipotezy, celu podjetych badar i
zastosowanych metod badawczych. W pracy znajdujg sie drobne biedy stylistyczne i literowe -
nie wptywaja one jednak w zaden sposéb na mojg ocene. Uzyskane wyniki badan sg
interesujace i wartosciowe, cho¢ na obecnym etapie nie majq przetozenia na korzysci kliniczne,
ktére s3 nadrzednym celem badan translacyjnych. Wysunigte przez Doktoranta wnioski a
przede wszystkim ich krytyczna interpretacja odpowiadajq postawionym celom i wnoszq nowe
informacje do podstawowej wiedzy dotyczacej raka pecherza moczowego. W zatgczonym
streszczeniu Autor nie cytuje wielu z dotychczas opublikowanych badan o tej samej tematyce

jednak s3 do nich odniesienia w poszczegolnych publikacjach.

Przedstawiona do recenzji praca lekarza Krzysztofa Ossolinskiego spetnia wszystkie
wymagania stawiane rozprawom doktorskim, ma istotny charakter poznawczy. Mam zaszczyt
przedstawic¢ Wysokiej Radzie Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii im. M. Sktodowskiej-
Curie wysoce pozytywna recenzje pracy, z wnioskiem o dopuszczenie lekarza Krzysztofa
Ossolinskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczeénie wnioskuje o wyrdinienie pracy.

Prof. dr hab. Renata Zaucha
Wl g 70
Gdansk 16/listopada 2023.



