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Ocena rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny Rajskiej

Ocen¢ przygotowano w zwigzku z pismem nr WEFD-500-D-417/2023
Przewodniczacego Rady Nauk Farmaceutycznych Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego z
dnia 22.09.2023 roku zgodnie z uchwala Rady Nauk Farmaceutycznych Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego nr 60/2023 z dnia 19.09.2023.

Informacje ogélne

Podstawa ubiegania si¢ Pani mgr Anny Rajskiej o stopien naukowy doktora jest
rozprawa na temat: ,, Ocena patogenezy hiperandrogenizmu oraz zaburzen metabolicznych
wsrod kobiet z zespolem policystycznych jajnikéw przy uzyciu analizy metabolomicznej”.
Promotorami pracy sg Pan prof. dr hab. n .farm. Michat Markuszewski oraz prof. dr. hab. n.
med. Dominik Rachofi. Opiekunem naukowym pracy byta dr hab. inz. Magdalena Buszewska-
Forajta. Dysertacja powstata na podstawie cyklu czterech prac, z czego trzy zostaty juz
opublikowane, czwarta zostata wystana do recenzji.

Rozprawa ma standardowa forme, w ktérej oprocz samych publikacji Autorka zawarta
opis pracy jako spdjnego cyklu z wstepem teoretycznym, wprowadzajacym czytelnika w temat
pracy od strony klinicznej i analitycznej tj. aspekt celowanej i niecelowanej analizy
metabolomicznej, celem pracy, metodologie badan, podsumowaniami i wnioskami. Dysertacja
zawiera takze: spis tresci, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrotow, wykaz

prac stanowiacych podstawe rozprawy, bibliografie, o$wiadczenia wspotautorow prac.
Ocena rozprawy doktorskiej

Temat badawczy podjety przez Panig mgr Anne Rajska jest niezmiemie istotny z punktu
widzenia klinicznego, gdyz zespot policystycznych jajnikéw (PCOS) dotyka az do 20% kobiet



i jest jedna z gléwnych przyczyn nieptodnosci, co powoduje, ze problem jest nie tylko
osobistym dramatem, ale z punktu widzenia demograficznego, ma takze ogromne znaczenie
spoteczne. Mimo, ze od wielu lat PCOS jest przedmiotem aktywnych badan majacych na celu
znalezienie jego przyczyny i sposobu walki z problemem, wyniki sa co najmniej
niezadowalajgce. Dlatego podejmowanie prob wykorzystania nowych strategii pozwalajacych
na lepsze scharakteryzowanie zmian zachodzacych na réznych poziomach w organizmie os6b
cierpigcych na PCOS wydaje si¢ jedyna droga do wyjécia z pewnego impasu. Zastosowana
przez Doktorantke metabolomika jest obecnie jedng z najbardziej pozadanych metod
odkrywania mechanizméw patofizjologicznych, gdyz detaliczna wiedza o zmianach
zachodzacych na poziomie zwiazkow drobnoczgsteczkowych pozwala na uzupelnienie danych
uzyskanych z badan genomu, transkryptomu i proteomu prowadzac do maksymalnie
holistycznego spojrzenia na dane =zagadnienie. Jednakze postugiwanie si¢ analiza
metabolomiczng wymaga bardzo dobrego przygotowania, zarbwno merytorycznego, jak i
praktycznego, gdyz na kazdym kroku czyhajg putapki moggce doprowadzié do wyciagniecia
absolutnie blednych wnioskow, nawet z pozomie idealnego eksperymentu.

Niezmiernie wartoSciowym jest zatem dla mnie jako recenzenta rozprawa, ktorej
cze$cig jest rzetelnie przygotowana praca przegladowa. Zapoznanie si¢ z biezaca literatura z
danego tematu i jej krytyczna ocena umozliwiaja bowiem doskonata baze zaréwno do
odpowiedniego zaplanowania badan w projekcie w taki sposdb, aby uzupetnialy one
dotychczasowg wiedze, odpowiadaty na pytania ciggle pozostajace bez odpowiedzi, i wdrazaty
nowe rozwigzania pozwalajace przyjrzec si¢ problemowi z innej pespektywy, jak rowniez dla
odpowiedniego przeprowadzenia dyskusji wlasnych wynikoéw. W rozprawie przedstawionej do
recenzji, pierwsza z prac jest whasnie praca przegladowa podsumowujgcg zastosowanie analizy
metabolomicznej w poznaniu patomechanizmu oraz poszukiwaniu ewentualnych biomarkerow
PCOS. Publikacja ukazata si¢ w czasopi$mie International Journal of Molecular Sciences o IF
5924 i MEIN 140. Artykut stanowi bardzo szczegblowe zestawienie metodologii,
wykorzystanych w badaniach rodzajéw probek biologicznych oraz samych zmian w szlakach
biochemicznych. Jest tym samym praca, w ktorej badacze zajmujacy si¢ PCOS moga znalezé
zarowno informacje od strony czysto analitycznej, jak i interpretacje wynikow. O duzej
warto$ci pracy, poza wspomnianymi wskaznikami, §wiadczy wysoka ilo$é cytacji siegajaca na
dzien pisania recenzji az 51 (rok publikacji — 2020).

Jak wynika z calosci rozprawy, spostrzezenie wynikajgce z przygotowania powyzszego
review dotyczace braku dotychczasowych badaf na wiecej niz jednej matrycy biologicznej w

danej badanej grupie pacjentébw oraz braku analiz prowadzonych réwnolegle na kilku
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platformach analitycznych zostato wykorzystane przez Doktorantke w kolejnych pracach
eksperymentalnych. Prace przedstawiaja logiczny, przemySlany ciag, pozwalajac uzyskaé
spojny i szeroki obraz zmian biochemicznych towarzyszacych zespotowi policystycznych
jajnikéw. W kazdej z prac grupy badane i kontrolne dobrane sg wg dobrze okreslonych
kryteriow, metodologia opisana jest w sposob pozwalajacy na odtworzenie catosci procedury,
a zachowana sztuka kontroli jakosci i raportowania wynikOw umozliwiaja oceng¢ poprawnosci
cksperymentalnej na wszystkich etapach. Opracowanie danych i analiza statystyczna
odpowiadaja przyjetym standardom, co w catosci daje gwarancje, ze otrzymane wyniki daja
podstawe do przeprowadzenia interpretacji natury biochemicznej.

Pierwsza z nich, w ktorej Pani Magister jest trzecim autorem, zostata opublikowana w
roku 2019 w czasopi$mie The Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology (IF
3.813, MEIN 100). Podobnie jak wcze$niej omowiona praca przegladowa, ten artykut
réwniez wyroznia si¢ znaczaca iloscig cytacji (21), co na prace oryginalng jest duzym
osiagnigciem. W niniejszej pracy autorzy zastosowali analiz¢ metabolomu nielotnego i lotnego
probek krwi, stosujac odpowiednio dwie platformy instrumentalne: chromatograf cieczowy
sprzgzony ze spektrometrem mas wyposazonym w analizator czasu przelotu (TOF) oraz
chromatograf gazowy polaczony ze spektrometrem mas typu potrdjny kwadrupol. Analiza
zwigzkéw lotnych wymagata wprowadzenia do protokotu etapu derywatyzacji, ktory pozwolit
na efektywne zwigkszenie lotnosci oraz termostabilnosci zwigzkow. Przeprowadzone analizy
umozliwily wskazanie kilkunastu zwiazkow istotnie réznicujgcych badane grupy. Wsrdd nich
znajdowaty si¢ gtéwnie aminokwasy i lipidy. Identyfikacja zwiazkéw pochodzacych z analiz
LC-MS oparta byta o mase monoizotopowa, rozktad izotopowy, czas retencji, wzor
sumaryczny 1 kilka baz danych, natomiast z analiz GC-MS o biblioteke widm NIST11.
Zdecydowana wigkszo$¢ obserwowanych zmian biochemicznych zostata wytlumaczona w
oparciu o dane literaturowe. Autorzy w rzetelny sposob odniesli si¢ do ograniczen swoich
badan, z ktorych relatywnie mata grupa badana (30 PCOS i 30 kontrola) stanowi najwiekszy
minus bioragc pod uwage wieloczynnikowe podioze choroby. Niemniej, uzyskane wyniki daty
bardzo solidne podstawy do kontynuacji obranego kierunku badan.

W kolejnej prady Doktorantka powtérzyta analizy na obu platformach na nowym
zestawie probek walidujac tym samym wczesniejsze wyniki i dodatkowo wskazata na inne
zwigzki wykazujgce znamienno$é statystyczng w roznicowaniu badanych grup.
Prace opublikowano w czasopi$mie Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis (IF
34, MEiN 100). Do analiz wlaczono spektrometr mas typu TOF posiadajacy

mozliwo$¢ fragmentacji, co znaczaco wplywa na poziom wiarygodnosci identyfikacji



analizowanych zwigzk6w. Ponadto, rozszerzono analize na druga matryce, mocz, co pozwolito
na uzupelnienie informacji o metabolity istotne w charakterystyce PCOS wystepujace w
probkach pobieranych w sposob bezinwazyjny. Zwigkszony panel zwiazkéw umozliwil takze
zwigkszenie wiarygodnosci w identyfikacji szlakow metabolicznych zwiazanych z przebiegiem
PCOS. Tlos¢ uczestnikow badania byta zblizona do poprzedniego badania (35/35). W zwiazku
z tym mam pytanie dotyczace mozliwoSci powigkszenia grup — jaka jest rzeczywista szansa na
zebranie grupy znaczaco wiekszej (>100?) oraz jak duza, biorac pod uwage heterogennosc
pacjentek z PCOS, powinna by¢ taka grupa? Czy byloby zasadne i mozliwe zaprojektowanie
badan uwzgledniajgcych rozne fenotypy tak, aby stanowity one osobne grupy odniesienia w
badaniach metabolomicznych?

Ostatni etap badan opisanych w dysertacji Pani mgr Anny Rajskiej przedstawia
opracowanie metody oznaczania wybranych hormonéw steroidowych w moczu jako
przedstawicieli grupy zwigzkow wykazujacych najwieksza znamienno$¢ w analizach
opisanych w poprzedniej pracy, jak rowniez w literaturze z zakresu PCOS. Doktorantka bardzo
dobrze uzasadnita wybér moczu jako matrycy alternatywnej do krwi oraz koniecznosé
wprowadzenia metod o wiekszej swoistosci i czutosci niz rutynowo stosowane testy
immunoenzymatyczne. Powyzsze warunki spelnia analiza z uzyciem platformy LC-MS, w
szczegOlnosci z typem analizatora potrdjny kwadrupol. Wiasnie takiego wyboru dokonata Pani
mgr Rajska, jednoczesnie wylamujac si¢ ze schematycznego stosowania tradycyjnych metod
preparatyki probki i opracowujac protokot oparty o mikroekstrakcje do fazy statej w formacie
cienkiego filmu. Oprécz prostoty oznaczen istotnym elementem cechujacym metody
mikroekstrakcyjne jest bardziej , zielone” podejscie do chemii analitycznej, co jest bardzo
wazne z punktu widzenia obecnych klopotow z zanieczyszczeniem srodowiska i koniecznosci
praktycznego wprowadzania rozwigzaf alternatywnych adresujacych niedoskonatosci czy
wady rutynowo wykorzystywanych testow. Z uwagi na moje doswiadczenie w pracy z TF-
SPME chciatam zapyta¢ co stato za wyborem pokrycia PS-DVB, poniewaz wszystkie z
analizowanych tutaj zwigzkow doskonale ekstrahuje sorbent C18, ktéry jest duzo
praktyczniejszy w uzyciu i ogolnie dostepny? Jakkolwiek autorzy otrzymali bardzo dobre
wyniki, a metoda przeszta pozytywnie walidacje pozwole sobie poleci¢ pracg Boyaci E. i wsp.
,Introduction of solid-phase microextraction as a high-throughput sample preparation tool in
laboratory analysis of prohibited substances” (Analytica Chimica Acta 809 (2014) 69— 81), w
ktorej znajduje si¢ mnostwo praktycznych spostrzezen analitycznych o réznych grupach
zwigzkow zakazanych w sporcie, w tym hormondw steroidowych. Krotka sekcja jest takze

poSwiecona poroéwnaniu wynikow analiz wybranych zwigzkow w formie wolnej i
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skoniugowanych pochodnych glukuronidowych. Jakkolwiek ta cze$é nie byla walidowana,
jednak w aspekcie prezentowanej przez Panig mgr Rajska pracy moze to stanowié dobry punkt
wyjscia do optymalizacji kolejnej metody analiz moczu z uzyciem TF-SPME bez koniecznosci

przeprowadzania hydrolizy enzymatycznej.
Podsumowanie

Dysertacja Pani mgr Anny Rajskiej zostata przygotowana w sposob niezmiemie
skrupulatny, jest bardzo przejrzysta, polskie opracowania poszczegdlnych publikacji sg krétkie,
tresciwe i w pelni oddaja merytoryke zawarta w oryginalnych pozycjach. Wysokie wskazniki
cytacji potwierdzaja, zardwno istotno$é i aktualnosé podjetej tematyki badan, jak réwniez
wysoki poziom prac.

Rozprawa doktorska Pani mgr Anny Rajskiej stanowi spojny cykl prac opatrzony
skondensowanymi opisami w jezyku polskim i odpowiednimi sekcjami uzupetniajacymi catosé
dziela. Nie dopatrzytam si¢ zadnych bedow merytorycznych, ortograficznych, stylistycznych
czy edytorskich. Jedynie w przypadku skrotow czgs¢ wyrazo6w w nazwach pisana jest wielka,
a czes¢ mata literg, co w mojej ocenie jest btedem. Poszczegolne prace dobrze ukazuja rozwoj
Doktorantki, od przygotowania teoretycznego, poprzez wspotudzial w projekcie, a nastepnie,
w przypadku dwoch ostatnich prac, Jej role jako gléwnego wykonawcy.

Mimo, ze rola recenzenta jest ocena osiagnig¢ przedstawionych w pracy, przyznaje, ze
chetnie widziatabym informacje nt. dorobku Doktorantki jako dodatkowy rozdziat w dysertacji.
Z Curriculum Vitae Pani mgr Anny Rajskiej mozemy wszakze wyczytaé, ze jest ona
doswiadczona w pracy badawczej, zaréwno jako stypendystka i wykonawca projektow
grantowych oraz kierownik granu Preludium. Nalezy podkresli¢, ze niniejsza praca doktorska
zostata finansowana ze srodkéw Narodowego Centrum Nauki w ramach wspomnianego grantu
Preludium oraz $rodkow Europejskiego Funduszu Spotecznego w ramach Programu
Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwo;.

Podsumowujac, na podstawie przedstawionej rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze
przyczynia si¢ ona do rozwoju dyscypliny nauk farmaceutycznych oraz spelnia wszystkie
wymogi merytoryczne i formalne stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z art. 187 ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2023 poz. 742).
Réwnoczesnie, zwracam si¢ do Rady Nauk F armaceutycznych Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego z wnioskiem o nadanie Pani mgr Annie Rajskiej stopnia doktora nauk

medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauk farmaceutycznych.



Biorac pod uwage wysoki poziom rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny Rajskiej oraz
spelnienie wymogéw formalnych dotyczacych zglaszania wnioskéw o wyrdznienie
recenzowanych prac (sumaryczny IF > 4.0 — tu 13.137 oraz minimum jedna praca oryginalna

pierwszego autorstwa z minimum Q2) wnosze do Wysokiej Rady o wyroznienie opiniowanej

pracy.
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