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OCENA PRACY DOKTORSKIEJ

pt. ,,Proteomiczna i metabolomiczna analiza surowicy krwi i moczu w poszukiwaniu
biomarkeréw raka prostaty” wykonanej przez mgr Pawla Derezinskiego w Katedrze i
Zakladzie Chemii Nieorganicznej i Analitycznej, Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska stanowi kontynuacje badan zespotu
naukowego Zaktadu Chemii Nieorganicznej 1 Analitycznej nad metodologiag analizy
proteomicznej i metabolomicznej plynéw ustrojowych w przebiegu réznych chordb.
Przedmiotem badan objetych niniejsza rozprawa doktorska jest analiza proteomiczna i
metabolomiczna surowicy krwi 1 moczu pacjentow z rakiem prostaty w celu poszukiwania
markeréw wezesnego wykrywania tej choroby, ewentualnie patomechanizmu tego procesu.
Gléwnymi narzgdziami badawczymi zastosowanymi przez Doktoranta sg wysokosprawna
chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometrig mas oraz technika MALDI-TOF-MS.
Ponadto Doktorant zastosowal multipleksowa analiz¢ immunologiczng z zastosowaniem
kulek magnetycznych metoda cytometrii przeplywowej, a takze zaawansowang analize
chemometryczng i statystyczna. Zastosowane techniki badawcze charakteryzujg sie wysoka
czulo$cia oraz wysokim potencjalem poznawczym dostarczajgc wielu parametrow
analizowanych zwigzkéw (dokladna masa, polarno$é, rozktad izotopowy, jony
fragmentacyjne), ktore umozliwiaja identyfikacje szerokiego spektrum zwigzkow o
zréznicowanych  wlasciwosciach  fizykochemicznych. W  swojej pracy Doktorant
wykorzystuje nowe kompleksowe podejscie do poszukiwania w surowicy krwi i w moczu
charakterystycznych dla choroby zwigzkéw, poprzez analize biatek, peptydow i
aminokwaséw. Ten rodzaj kompleksowego podejscia analitycznego (chemii analitycznej,
multipleksowej analizy immunologicznej, analizy chemometrycznej) stanowi aktualnie
najwyzszy poziom rozwiazan technologicznych w celu uzyskania charakterystycznego obrazu
probki. Ogromny zbior danych analitycznych poddawany jest analizie chemometrycznej i
zaawansowanej wielowymiarowej analizie statystycznej w celu odzwierciedlenia relacji
ilosciowych 1 jakosciowych pomiedzy zwigzkami endogennymi i ich metabolitami oraz
okreslenia aktualnego profilu metabolicznego zdrowia lub choroby. Zastosowana technologia
badawcza wymaga uzycia wielu nowoczesnych narzgdzi obliczeniowych, specjalistycznych




programow oraz bieglej znajomosci metod statystycznych 1 specjalistycznej wiedzy
biochemicznej w celu uzyskania wiarygodnych wynikow charakteryzujgcych okres$lony stan
fizjologiczny lub patologiczny.

Podjecie przez Doktoranta niniejszego tematu badawczego uwazam za uzasadnione i
niezwykle wazne =z punktu widzenia zaréwno metodologicznego, poznawczego,
diagnostycznego jak i patofizjologicznego. Doktorant wykorzystal do§wiadczenie zespotu
badawczego Zaktadu Chemii Nieorganicznej i Analitycznej i innych badaczy z zakresu
metodologii analizy proteomicznej i metabolomicznej oraz patobiochemii raka prostaty.
Zagadnienia te stanowig przedmiot intensywnych badan. Swiadczy o tym aktualna literatura
dotyczaca tych zagadnien, zamieszczona w pismiennictwie rozprawy doktorskiej. Na jej
podstawie Doktorant opracowal syntetyczny wstep i obszerng metodologic badan. Wiele
miejsca poswiecit wprowadzeniu czytelnika w wiedze o patogenezie, diagnostyce i terapii
raka prostaty, analizie proteomicznej i metabolomicznej tacznie z metodologig przygotowania
probek, nowoczesnych strategiach badawczych z wykorzystaniem spektrometrii mas,
metodologii identyfikacji aminokwasoéw, metabolitow i peptydéw, walidacji metod, analizie
danych Iacznie z analizg statystyczng oraz interpretacji wynikow badan w kontekscie
metabolicznych proceséw biochemicznych. Doktorant zamie$cit we Wstepie pracy
syntetyczng ilustracje graficzng prezentowanych zagadnien. Pozwala to tatwiej zrozumieé
czytelnikowi metodologie analizy proteomiczno-metabolomicznej 1 zastosowanych
technologii badawczych, zwlaszcza metode znakowania aminokwaséow oraz multipleksowsg
technike immunofluorescencyjng Luminex/xMAP. Wstep zawiera bogatga dokumentacje
‘ omawianych zagadnien, ktére zostaly poparte aktualnym pismiennictwem. Literatura
omawianych zagadnien zostata poprawnie dobrana tematycznie i w przewazajacej czesci
‘ stanowi osiggnigcia ostatnich 10 lat w tej dziedzinie.

Na podstawie uzyskanych wynikow badan surowicy i moczu pacjentéw z rakiem
prostaty Doktorant wykazat, ze w przebiegu tej choroby nastepuja znaczgce zmiany ilosciowe
w obrebie co najmniej kilkunastu aminokwaséw, w szczegolnosci ilosciowy wzrost stezenia
sarkozyny, metylohistydyny, beta-alaniny i kwasu asparaginowego oraz obnizenie stezenia
m.in. metioniny, glutaminy, argininy, leucyny, w surowicy krwi. W moczu natomiast
charakterystyczne zmiany ilo$ciowe zaobserwowano w przypadku 26 aminokwasow, w
szczegblnosci wzrost iloSciowy tauryny 1 obnizenie ilo$ci pozostatych 25 aminokwasow,
zwlaszcza argininy i asparaginy. Sposrod sporej grupy charakterystycznych aminokwasow,
wyzej wymienione aminokwasy surowicy i moczu mogg stanowi¢ potencjalne markery
omawianej choroby.

Analiza profili peptydowych pltyndéw biologicznych wykazata istotne statystycznie
réznice w stezeniach 65 peptydow surowicy 1 108 peptydow moczu w przypadku obecnosci
raka prostaty. Doktorant wykazal istotne zmiany w profilach aminokwasowych i
peptydowych raka prostaty skorelowane ze stopniem ztosliwos$ci histologicznej nowotworu i
sugeruje dalsze poszukiwania specyficznych biomarkeréw prognostycznych raka prostaty. W
odniesieniu do biatlek Doktorant wykazat wysoki potencjal predykcyjny 10 ligandéw lub

————a I e i s St 2



receptordw czynnikow wzrostowych, miedzy innymi PDGF, SCF, FCF oraz receptorow
VEGF1 i VEGF2, EGF.

Wiarygodnos¢ swoich badan Doktorant potwierdzit szeregiem testow istotnosci
statystycznej. Stosujac wielowymiarowa analiz¢ statystyczng — analize gtéwnych sktadowych
(PCA) oraz dyskryminacyjna analize¢ najmniejszych kwadratow (PLS-DA) Doktorant
zbudowal modele charakteryzujace si¢ duzym potencjalem poznawczym i predykcyjnym.
Poprawnos¢ i wiarygodno$¢ modeli dyskryminacyjnych Doktorant zweryfikowat poprzez
wykonanie testow permutacji, obliczenie czulo$ci 1 swoisto$ci modeli.

Tres¢ pracy doktorskiej zostala przedstawiona w postaci 25 rycin i 30 tabel. Stanowia
one obszerng dokumentacj¢ ogromu pracy dos$wiadczalnej Doktoranta. Szczegdlng uwage
Zwraca opanowanie nowoczesnego i innowacyjnego warsztatu badawczego, do§wiadczenie i
profesjonalizm badawczy, ktore pozwolity zapewnié¢ wysokg jakos¢ i rzetelno$é badan.

Na podstawie wynikow obszernych badan Doktorant sformulowal 12 wnioskow
podsumowujacych. Odzwierciedlaja one najistotniejsze elementy poznawcze pracy i
wyznaczajg dalsze kierunki badan nad selekcja biomarkeréw raka prostaty.

Dyskusja zawiera konkluzje przedstawione w czes$ci do$§wiadczalnej oraz doskonale
interpretuje uzyskane wyniki badan na podstawie badan wilasnych i obszernej literatury
przedmiotu. Pozwala to bardzo pozytywnie oceni¢ specjalistyczng wiedze Doktoranta,
umiejetno$¢ rozwigzywania problemow badawczych, korzystania z literatury stanowigcej
przedmiot pracy oraz interpretacji wynikow. Niemniej jednak niektore zagadnienia moga
stanowi¢ przedmiot dyskusji, na przyktad:

Str. 76. Rozdziat 4.8.2.

Doktorant informuje, ze dane zostaly poddane normalizacji w odniesieniu do probek — tzw.
»hormalization by sum”. Dalej Autor stwierdza, ze st¢zenia aminokwasow i peptydow w
moczu zostaly znormalizowane w odniesieniu do stg¢zenia kreatyniny. Rodzi to pytanie czy
jeden typ normalizacji nie wyklucza drugiego?

Str. 78. Rozdziat 5. Wyniki
Uwazam, ze spis tabel powinien by¢ umieszczony na koncu rozprawy. Nie wszystkie
wymienione tabele dotycza wynikow.

Str. 115 Rycina 10.

Powinna przedstawia¢ poréwnanie wynikow pomiarow kreatyniny w 20 prébkach moczu
otrzymanych przy wykorzystaniu opracowanej metody LC-MS/MS i laboratoryjnej metody
kolorymetrycznej. Na wykresie pokazane sg wyniki pomiaréw tylko jednej metody i nie jest
opisane z ktorej, wiec nie jest to pordwnanie wynikéw obu metod.

Str.122. Rycina 18.Rys.B. Model PLS-DA dla aminokwaséw w moczu zawiera probke
znacznie odstajaca od zbioru danych. Dlaczego Autor zaliczyt ja do zbioru? Moze nalezato
rozwazy¢ usuniecie tej probki ze zbioru danych?

Str. 126 Rycina 24.Rys B. Dlaczego w modelu PLS-DA dla aminokwaséw w moczu
sktadowa 2 wyjasnia wiecej zmiennosci (25,6%) niz sktadowa 1 (16,6%)?




Reasumujgc, uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Pawta Derezinskiego jest praca
warto$ciowa, poprawnie przygotowana warsztatowo i wnosi nowe elementy poznawcze w
zakresie proteomiki i metabolomiki raka prostaty.

Upowaznia mnie to do wystapienia z wnioskiem do Wysokiej Rady Wydziatu

Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu o
dopuszczenie mgr Pawta Derezinskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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