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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr farm. Julii Jacyny, zatytulowanej: ,,Analizy metabolomiczne
w nowotworach pecherza moczowego z zastosowaniem technik analitycznych
sprz¢zonych ze spektrometria mas oraz zaawansowanych metod statystycznych”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska byla zrealizowana pod kierunkiem Pana
Profesora Michata Markuszewskiego, ktory od lat z duzymi sukcesami zajmuje si¢ bioanalityka
stosowang w naukach medycznych oraz $cistych i przyrodniczych, to jest w chemii i biologii.

Odpowiednie zaplanowanie eksperymentu razem z opracowaniem powtarzalnych
protokoléw badawczych, przeprowadzenie analizy metodyki przygotowania prébki
oraz wykonania pomiaru powinno by¢ czeécia procedury zwigzanej z prawidlowo wykonana
analiza metabolomiczng. Pomimo duzego potencjatu metabolomiki i prawie 30 lat jej rozwoju
nie zostala ona wdroZona na state do diagnostyki medycznej. Gtowng przyczyna jest wiasnie
brak powtarzalno$ci wynikéw pomiedzy réznymi laboratoriami na skutek stosowania
odmiennych procedur. Problem ten wystepuje pomimo wielu prac systematyzujacych
poszczegblne protokoly badawcze. W szczegblnosci dotyczy badan z zastosowaniem
spektrometrii mas sprzezonej z takimi metodami rozdzialu jak chromatografia gazowa
oraz chromatografia cieczowa, gdzie zar6wno przygotowanie eksperymentu jak i jego
przeprowadzenie wymaga ustalenia wielu zmiennych. W tym $wietle, tym bardziej wazna staje
si¢ tematyka podjeta w niniejszej dysertacji, a w polaczeniu z diagnostyka raka pecherza jest
nie tylko wazna z naukowo-badawczego punktu widzenia, ale rowniez ze wzgledow
spotecznych.

Dysertacja doktorska Pani mgr Julii Jacyny jest napisana w formie hybrydowej
tzn. znajduja si¢ w niej zwyczajowo streszczenia w jezyku polskim i angielskim
oraz wprowadzenie, w ktéorym zostaty dotaczone opublikowane prace w formie wydrukéw
,»pdf”. Jest to ciekawy, aczkolwiek do$¢ niespotykany sposob konstrukcji wstepu do pracy
doktorskiej. Rezultaty badan wykonanych do pracy doktorskiej zostaly réwniez dotgczone
w formie trzech wydrukowanych prac.

Jak juz napisatem praca ta nie jest standardowa sktada si¢ z takich rozdziatéow jak:
»otreszezenie”, ,,Wprowadzenie”, ,,Cel pracy”, ,Cze$¢ do$wiadczalna”, ,,Podsumowanie
i wnioski, ,,Pi§miennictwo” oraz ,,Addendy”.

Streszczenie pracy zawiera syntetyczny opis prac przeprowadzonych w dysertacji doktorskiej.
Rozdziatl ,Wprowadzenie” stanowi bardzo ciekawy fragment pracy, ktéry w pierwszym
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podrozdziale wprowadza czytelnika w problematyke zwigzang z rakiem pgcherza tzn.: zostaty
zaprezentowane dane epidemiologiczne, czynniki ryzyka, klasyfikacja histopatologiczna
oraz metody diagnostyki raka pecherza. Tg czg$¢ pracy uwazam za dobrze napisang w ktore;j
Autorka dysertacji z duzg szczegbtowoscig opisuje kazde z poruszonych zagadnien. Nastgpny
podrozdziat dotyczy analizy metabolomicznej. Na poczatku zostata w nim scharakteryzowana
niecelowana analiza metabolomiczna z jej gldwnymi zalozeniami, typowym przebiegiem
procesow badawczych, metodami analitycznymi stosowanymi w metabolomice, razem z ich
wadami i zaletami oraz mozliwo$ciami analizy danych. Po tej czeSci pracy Pani mgr Julia
Jacyna wprowadza czytelnika w zagadnienia zwigzane z dotychczasowa wiedza
na temat wynikow uzyskanych w badaniach metabolomicznych nad rakiem pgcherza.
Doktorantka stusznie zauwazyta, ze otrzymane na przestrzeni 13 lat wyniki r6znig si¢ od siebie,
chociaz wsp6lnym mianownikiem opisywanym w pracach pozostajg zmiany, w metabolizmie
aminokwasow, puryn i pirymidyn wraz z zaburzeniami przemian energetycznych. Nastepny
podrozdzial to podejécie projakosciowe w metabolomice. W nim to Autorka dysertacji
na poczatku zamiescita krotki wstep, po ktdorym zostaly umieszczone dwie wydrukowane
juz prace (o ktérych wczesniej wspomnialem) to jest monografia naukowa zatytulowana
»Quality of Design in Bioanalitics” (autorzy: J. Jacyna, M. Kordalewska, M. J. Markuszewski,
w Handbook of Bioanalitics, ed. Bogustaw Buszewski, Irena Baranowska, wyd. Springer,
Cham., 2022) oraz praca opublikowana w czasopiSmie JPBA, w 2019 roku ,Design
of Experiments in metabolomics-related studies: An overview” autorstwa J. Jacyna,
M. Kordalewska i M. J. Markuszewski. W obu pracach Pani mgr Julia Jacyna jest na pierwszej
pozycji w kolejnosci autorow wskazujac na jej wiodgcg role w napisaniu obu publikacji
przegladowych.

Nastgpny rozdziat to ,,Cel pracy”, w ktérym Doktorantka w bardzo rozbudowany sposéb
poprzez realizacje celow czastkowych zamierzata przeprowadzié oceng profili metabolicznych
w przebiegu raka pecherza moczowego. Do celow czastkowych nalezy zaliczy¢:
a) niecelowang analiz¢ metaboliczng probek moczu pacjentéw cierpigcych na raka pecherza
(BC) 1 o0s6b zdrowych, przeprowadzong za pomoca platformy skladajacej si¢ z trzech
komplementarnych metod opartych na spektroskopii 'H NMR, spektrometrii mas sprzezone;
z chromatografia cieczowa LC-MS i chromatografig gazowa GC-MS; b) niecelowang analizg
metabolomiczng probek moczu pacjentéw (BC) zebranych przed zabiegiem (jeden raz)
i po resekcji guza (jeden dzien i dwa tygodnie po zabiegu), wykonana za pomoca metody
LC-MS i GC-MS; c¢) wykorzystanie metod projakosciowych do wyznaczenia elastyczno$ci
(ang. robustness) metody przygotowania probek biologicznych wraz z oszacowaniem wptywu
niewielkich zmian w zastosowanej procedurze na profile metabololomiczne. Ostatni z celéw
czgstkowych miat by¢ zrealizowany poprzez preparacje probek moczu zgodnie z planem
Placketta-Bumana oraz ich analize¢ za pomocag metody GC-MS 2z zastosowaniem
do otrzymanych wynikéw zaawansowanych metod analizy statystycznej.

W dalszej czesci pracy znajduje si¢ rozdziat ,,Cze$¢ doswiadczalna”, w sktad ktérej wchodza
trzy publikacje bgdace przedmiotem niniejszej rozprawy. Pierwsza publikacja zatytulowana
wUrinary metabolomic signature of muscle-invasive bladder cancer: A multiplatform
approach” zgodnie z celem pracy przedstawia badania metaboliczne wykonane za pomoca
wczesniej wspomnianych trzech metod analitycznych. W tym miejscu nalezy dodac,



ze pomiary LC-MS byty wykonane przy uzyciu dwdch uktadow analitycznych typu RP (reverse
phase) oraz HILIC (hydrophilic interaction chromatography), w trybie jondw dodatnich
1 ujemnych. Badana grupa obejmowata sumarycznie 48 0s6b (24 pacjentéw BC oraz 24 osoby
zdrowe) zbalansowanych po wzgledem plci, wieku, wskaznika BMI oraz palenia tytoniu.
W wyniku przeprowadzonych analiz metabolomicznych zostalo przeanalizowanych 6
zestawOw danych, nastgpnie z nich wyodrebniono 17 metabolitow, ktore wykazaty istotnosé
statystyczng przynajmniej dla jednego zestawu danych. Zbior potencjalnych biomarkerow
byt zgodny z danymi literaturowymi, nalezat do $ciezek metabolicznych zwigzanych gléwnie
z metabolizmem energetycznym, metabolizmem aminokwas6w oraz puryn i pirymidyn.

Druga z prac zatytulowana ,,Pre- and Post-Resection Urine Metabolic Profiles of Bladder
Cancer Patients; Results of Preliminary Studies on Time Series Metabolomics Analysis”
obejmuje badania probek moczu pacjentow w trzech punktach czasowych przed resekcja guza
jeden dzien oraz dwa tygodnie po resekcji. Pétilosciowa analiza celowana przeprowadzona
za pomocg metody LC-MS podobnie jak w poprzednich pomiarach z wykorzystaniem uktadow
RP i HILIC oraz GC-MS wykazala, ze sposrdéd 17 metabolitow znalezionych w pierwszej
z prac tylko trzy z nich to jest kwas propionowy, erytrytol oraz urydyna potwierdzity potencjat
w prawidtowej klasyfikacji pacjentéw z BC. Przeprowadzona niecelowana analiza wykazata
25 metabolitéw o istotnosci statystycznej, z ktorych prawie potowa to byty metabolity
metylowane, a ich rola zostala po czgéci omdéwiona w pracy. W tym miejscu mam pytanie
o mozliwe zrédlo erytrytolu jako substancji egzogenne;.

Trzecia praca zatytutowana ,,Evaluation of robustness in untargeted metabolomics: Application
multivariate analysis, linear regression and hierarchy modeling” jest praca metodologiczna.
Jej celem bylo wykazanie krytycznych dla analizy GC-MS etapéw zwigzanych
z przygotowaniem probki. Zastosowanie niniejszego podejscia sprzyja zminimalizowaniu
zmiennosci analitycznej. Do oszacowania wptywu zmiennych Doktorantka zastosowata
w pracy plan Placketta-Burmana wraz z trzema podjgciami do danych otrzymanych za pomocsg
analizy GC-MS, to jest analize gléwnych skladowych PCA, regresji liniowej obliczonych
srednich intensywno$ci sygnatlu dla metabolitow oraz trzeci sposdb, czyli hierarchiczne
modelowanie liniowe. W calosci wykonano 12 eksperymentéw, ktére pozwolity
na identyfikacje istotnych parametréw przygotowania probek wplywajacych na otrzymane
wyniki analizy. W wyniku przeprowadzonego eksperymentu Doktorantka dowiodta, ze trzecie
z zastosowanych podejs¢ jest najbardziej efektywne. Wykazata, ze do krytycznych etapdw
przygotowania probki w analizie GC-MS nalezy =zaliczy¢é czas calonocnej inkubacji
oraz objeto$¢ dodanego metanolu. Dodatkowym parametrem, ktéry rowniez moglby mieé
wplyw na intensywno$¢ sygnatdw bylby czas odparowywania probki, ale ten czynnik
jak napisala sama Autorka dysertacji, wymaga jeszcze dodatkowych badan. Zdaniem
recenzenta zaprezentowane podejScie powinno by¢ stosowane przy kazdej metodzie
z zastosowaniem badan nie tylko metabolomicznych, lecz réwniez analitycznych.

Podsumowujac, wedtug przestawionych przez Doktorantke o§wiadczen Autorka pracy
miata wiodacy udzial w opublikowanych pracach opanowujac warsztat laboratoryjny
nie tylko badan bioanalitycznych, ale rowniez planowania eksperymentéw, analizy
statystycznej oraz chemometrycznej. Za najwieksze osiggniecie niniejszej dysertacji uwazam



ostatnig z przedstawionych prac wraz z przedstawieniem metodyki oszacowania elastyczno$ci
procedury przygotowania probek biologicznych. W catosciowym dorobku Doktorantka posiada
22 publikacje, z ktorych 18 znajduje si¢ na liScie czasopism JCR. Jak mozna si¢ domysle¢
z zalgczonych podzickowan Doktorantka byla beneficjentka grantu NCN |, Preludium”
oraz brala udzial dodatkowo w dwoch projektach. Jest to bardzo rzadko spotykany, duzy
dorobek publikacyjny i grantowy wskazujacy na duze zaangazowanie i wysoka aktywno$¢
naukowa Pani mgr Julii Jacyny w realizacji zadan badawczych, co bardzo dobrze rokuje
na przysztos¢.

Prawie na koniec recenzji dodam, Ze nie mam w zwyczaju wymieniania jakichkolwiek
bledow jezykowych, czy edytorskich, czego i w tym wypadku nie zamierzam czynic,
poniewaz nie wptywaja one na merytoryczng zawartos$¢ pracy.

Reasumujac stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
Pani mgr Julii Jacyny spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim okreslonym w ustawie
z dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z 18 kwietnia 2003 z p6zniejszymi zmianami
i uzupetnieniami) oraz art. 179 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. przepisy wprowadzajace ustawe —
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r., poz. 1669, z pdzn. zm.) i wnioskuje
o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na wysoki poziom prowadzonych multiplatformowych badan
metababolomicznych oraz rozwijaniem metod zwigzanych z jakosciag analiz wnoszg

o wyr6znienie niniejszej dysertacji doktorskiej. f



