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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Szymona Plewy
nt. , Metabolomika celowana w analizie ztozonych matryc biologicznych”,

wykonanej w Katedrze i Zaktadzie Chemii Nieorganicznej i Analitycznej Uniwersytetu Medycznego im.
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Promotor pracy doktorskiej: Prof. dr hab. Zenon J. Kokot.
Promotor pomocniczy pracy doktorskiej: Dr n. farm. Pawet Derezifiski.

Wybrany przez Doktoranta temat stanowi duze wyzwanie zaréwno dla Autora, promotora
gtéwnego i pomochiczego a o wyzwaniu dla recenzenta juz nie wspomne. Jako ,poligon
doswiadczany” swoich badan Doktorant wybrat ptyny biologiczne (prébki krwi, moczu, ptynu
mézgowo-rdzeniowego), ktdére stusznie potraktowat jako pewnego rodzaju odzwierciedlenie
metabolomu (prébki krwi w szczegélnym odniesieniu do endogennych metabolitéw, natomiast
prébki moczu do koncowych produktéw szlakéw metabolicznych i proceséw przemiany
ksenobiotykéw).

Jak podajg dane literaturowe, pod koniec drugiego dziesieciolecia XXI w. z prébek
biologicznych wyodrebni¢ mozna juz ponad tysigc rdéznego rodzaju metabolitéw o budowie
aminokwasow, peptyddéw, nukleozydéw czy zwigzkéw drobnoczgsteczkowych, jak katecholo- czy
indoloaminy. Ich zréznicowane poziomy w plynach fizjologicznych umozliwiajg uzyskanie szeregu
cennych informacji na temat ogoélnego stanu zdrowia pacjenta. Od potowy ubiegtego stulecia
nieustannie rozwijane sg badania, majace na celu identyfikacje i oznaczanie metabolitow, ktdrych
stezenia lub stosunki stezern pomiedzy nimi odzwierciedla¢ mogg procesy patologiczne zachodzace w
organizmie. Wraz z rozwojem metod przygotowania prob biologicznych do analizy (m.in. izolacji,
réznych technik ekstrakcji, liofilizacji) mozliwe stato sie selektywne wyodrebnianie i zatezanie
markeréw z prdbek biologicznych. Natomiast rozwdj nowoczesnych technik separacyjnych
(chromatograficznych i elektroforetycznych) wraz technikami detekcji opartymi glownie na
spektrometrii mas umozliwit oznaczanie biomarkeréw z zadawalajgcg precyzjg, doktadnosciag w
stosunkowo krétkim czasie.

Wspotczesna medycyna pozwala na wykrycie choroby nowotworowej na wielu etapach jej
rozwoju, zaczynajgc od zmian w metabolizmie a konczac na objawach klinicznych, powigzanych z
nieprawidtowym funkcjonowaniem narzgdéw. Metody diagnostyczne majg na celu stwierdzenie
zmian patologicznych i w miare precyzyjne zbadanie cech nowotworu poprzez techniki obrazowe
(RTG, USG, TK, MR), diagnostyke histo- i cytopatologiczng oraz badania laboratoryjne ptyndw
fizjologicznych (morfologia i biomarkery). Metabolity sg produktami, bad? pétproduktami wielu cykli
biochemicznych o naturze anabolicznej lub katabolicznej, ktére zachodza w zywych organizmach a
ich stezenia zalezg od stopnia aktywnosci poszczegolnych enzymdéw oraz dziaftajgcych na nie
efektoréw. Stgd mozna wyttumaczyé zainteresowanie Doktoranta podjetg przez Niego tematyka
oznaczania metabolitéw, ktérych poziomy ulegajg zmianom w zaleznosci od standw fizjologicznych
czy patologicznych organizmu.




Ocena merytoryczna pracy

Z uwagi na stosunkowo ubogg literature dotyczaca badari metabolomicznych w zupetnosci
uzasadniona jest celowo$¢ podjetej przez Autora rozprawy tej tematyki. Doktorant zawart w swej
pracy gtéwne informacje dotyczace optymalizacji procedur postepowania zwigzanych ze zbieraniem i
gromadzeniem materiatu biologicznego, pochodzacego od pacjentdw pod katem przeprowadzenia
analiz metabolomicznych. W ramach przeprowadzonych badan naukowych Autor wykorzystat
najnowsze metody analityczne, ktére umozliwity oznaczenie szerokich grup metabolitéw w réznych
matrycach biologicznych. Z uwagi na konieczno$¢ analizy szerokiego spektrum analitow
zréznicowanych pod wzgledem wtasciwosci fizykochemicznych wybrang przez Doktoranta technikg
byta chromatografia cieczowa w potaczeniu ze spektrometrig mas. Jako gtéwne narzedzie badawcze
Autor wytypowat tandemowy spektrometr mas z analizatorem typu potréjny kwadrupol, ktéry
pozwala na prowadzenie celowanych analiz metabolomicznych i oznaczanie szerokich paneli
metabolitéw, zréznicowanych pod wzgledem chemicznym.

Najbardziej cennym elementem pracy jest zaproponowanie modeli zmian w szlakach
metabolicznych, spowodowanych pojawieniem sie komdrek nowotworowych (metabolizm histydyny,
tryptofanu, argininy i proliny oraz metabolizm alaniny, kwasu asparaginowego i glutaminy).
Dokonanie tego byto mozliwe dzieki przeprowadzeniu integracji uzyskanych danych
metabolomicznych z danymi uzyskanymi z literaturowych oraz internetowych baz danych,
dostepnemu oprogramowaniu i narzedzi stuzacych do opracowania danych online. Warto podkreslic
holistyczne podjecie Doktoranta w stosunku do analizowanych prébek, na ktdre sktada sie kompilacja
uzyskanych wynikéw i opracowania danych metabolomicznych z potencjalnym podfozem
molekularnym oraz z danymi klinicznymi pacjentéw co stanowi¢ moze nieocenione zrédfo informacji
na temat rozwoju choroby czy oceny stopnia jej zahamowania. Co wiecej, wyniki i wnioski
zaprezentowane w przedstawionej do oceny rozprawie przyczynic sie moga do petniejszego poznania
zmian zachodzacych w metabolomie cztowieka i proceséw natury patofizjologicznej, ktére
przebiegajg gtownie podczas kancerogenezy.

Jednym z osiggnie¢ Doktoranta jest analiza 42 aminokwaséw w prébkach surowicy krwi o
objetoéci 40 pL w czasie ponizej 18 minut przy uzyciu aparatury LC-MS/MS. Z kolei opracowanie
nowatorskiej metody oznaczania 10 wybranych kwaséw organicznych pozwolifo na pogtgbienie
wiedzy na temat metabolizmu sktadnikéw prébek moczu pacjentéw z nowotworem ztosliwym
prostaty i tagodnym przerostem gruczotu krokowego. Celowana analiza do$¢ szerokiego spektrum
metabolitéw (histydyny, cytruliny oraz metabolitéw natury lipidowej) w surowicy krwi pacjentek
pozwolita Doktorantowi zaproponowaé nowatorski wieloczynnikowy panel diagnostyczny
zaangazowany W procesy majgce zwigzek z obecnoscig komérek nowotworowych jajnika.

Dokonany przez Autora wybér kwaséw organicznych jako kolejnych zwigzkéw do ilosciowe;j
analizy zostat podyktowany wczesniejszymi doniesieniami dotyczacymi potencjalnej roli
pojedynczych zwigzkéw z tej grupy w onkogenezie oraz hipotezg Otto Warburga dotyczacy
przekierowania metabolicznego komoérek nowotworowych do metabolizowania glukozy do
mleczanu, ktéra nie zostata jeszcze w petni wyjasniona. Istotnym argumentem potwierdzajagcym
zasadno$¢ podjecia badari byt takze brak skutecznych biomarkeréw nowotworu ztosliwego
prostaty. Analizy statystyczne wykonane przez Doktoranta wykazaty obnizenie stezenia kwasu 3-
hydroksyizomastowego w obrebie pacjentow z nowotworem ztosliwym prostaty.

Wdrozenie metody celowanej analizy szerokiej grupy 188 matoczasteczkowych metabolitéw
(acylokarnityny (40), aminokwasy (21) i aminy biogenne (21), glicerofosfolipidy (90), w tym 14
lizofosfatidylocholin 76 fosfatydylocholin oraz sfingolipidy (15), sumy heksoz) w prébkach surowicy
krwi i ptynu mézgowo-rdzeniowego pochodzgcych od pacjentek z nowotworem jajnika, guzem
tagodnym jajnika i odpowiednio dopasowanej grupy kontrolnej pozwolito Autorowi na wytypowanie
metabolitéw réinicujacych grupy pacjentek i zaproponowanie potencjalnego mechanizmu
obserwowanych zmian zwigzanych z obecnoscig guza ztosliwego, a takie wytypowanie szlakéw
metabolicznych potencjalnie zwigzanych z obecnoscig nowotworu w obrebie jajnika.




Autor rozprawy przeprowadzit réwniez pierwsze poréwnawcze badanie szerokiego panelu
metabolitéw oznaczanych zaréwno w prébkach ptynu mézgowo-rdzeniowego (57 metabolitow),
jak i w surowicy krwi (148 zwigzkéw), u grup pacjentéw, co postuzyé moze jako wartosci
odniesienia do podjecia interpretacji zmian obserwowanych w réznych stanach patologicznych
organizmu.

Bardzo cennym elementem dysertacji, zaprezentowanym jeszcze w czesci teoretycznej, jest opis
platform, technik oraz stosowanych w badaniach metabolomicznych podejs¢ analitycznych. Godnym
uwagi jest Tabela 1 przedstawiajgca podsumowanie zalet i wad podstawowych matryc biologicznych
wykorzystywanych w analizach metabolomicznych, ktérg Autor stworzyt jako opracowanie wiasne.

Rezultatem badani Autora i oryginalnym Jego osiggnieciem byto:

- wdrozenie kilku nowoczesnych metod analizy stezenn wybranych metabolitéw w réznych
matrycach biologicznych;

- zaproponowanie odpowiednich metod analitycznych do pomiaru stezern metabolitéw w
probkach pochodzgcych od pacjentéw z réznymi typami nowotwordéw i dopasowanych grup
kontrolnych;

- interpretacja zaobserwowanych zmian w metabolomie na podstawie danych bioanalitycznych i
danych klinicznych pacjentéw.

Zastosowanie podejécia celowanego pozwolito Doktorantowi na wyznaczenie stezeri badanych
zwigzkow, a to z kolei na prébe interpretacji podioza molekularnego procesu nowotworzenia,
wytypowanie istotnych statystycznie réznic miedzy badanymi grupami pacjentéw i oceng potencjatu
diagnostycznego wybranych metabolitéw.

Ocena metodologiczna pracy

Badania stanowigce temat rozprawy doktorskiej Autor przeprowadzit w oparciu o nowoczesng
platforme analityczng wykorzystujgcg chromatografie cieczowg sprzezong z tandemowg
spektrometrig mas (LC-MS/MS) oraz strategie analityczno-bioinformatyczne, ktére zostaty
dostosowane do specyfiki kazdej z badanych matryc i do zastosowanych metod analitycznych.
Zaproponowane podejécie oparte na metabolomice celowanej pozwolito uzyska¢ wyniki ilosciowe —
w postaci stezenia konkretnych metabolitéw. Dzieki powigzaniu uzyskanych wynikéw z danymi
klinicznymi na temat analizowanych grup pacjentow mozliwa byla préba wyjasnienia
zaobserwowanych zmian w metabolomie w kontekscie patomechanizmu onkogenezy. Uzyskane
przez Niego wyniki mogg by¢ przydatne w spersonalizowanej diagnostyce i terapii pacjentéw.

Rozprawa doktorska mgr Szymona Plewy zostata przedstawiona w ukfadzie ,zebrane publikacje
plus zataczony do nich komentarz”. Praktycznie zawiera ona wszystkie elementy, ktdére cechuje
bardzo dobre przygotowana i napisana rozprawa doktorska. Sktadajg sie na nig 92 numerowane
strony, wykaz skrétow, artykuty naukowe stanowigce integralng cze$¢ rozprawy, co jest zgodnie z
przepisami opublikowanymi w Dz. U. z 2011 r. Nr 84 poz.455, art. 13 ust.2, tworzgce zbidr spdjnych
tematycznie czterech publikacji, ktére zostaty opublikowane w prestizowych czasopismach o
wysokim wspétczynniku oddziatywania (IF). W skfad rozprawy wchodzi cze$é opisowa, zawierajgca
komentarz w tym 3 rysunki i jedna tabela. Co najwazniejsze, do pracy jest dotaczony réwniez rozdziat
przyblizajgcy sylwetke doktoranta. Praca zawiera takze oswiadczenia wspétautoréw opublikowanych
manuskryptéw, okre$lajgce wktad, rodzaj zadan i zakres prac wykonanych przez wspdtautoréw.
Oswiadczenia te $wiadczg o wiodgcej roli Doktoranta w powstawaniu publikacji. Kopie orzeczen
(uchwat) lokalnej Komisji Bioetycznej dotgczone na koniec rozprawy stanowig dopetnienie szeroko
zakrojonych prac badawczych podjetych przez Doktoranta.



Piémiennictwo (78 pozycji) jest dobrze dobrane, zawiera (za wyjatkiem jednej) wszystkie pozycje
literaturowe opublikowane w ostatnich kilkunastu latach w jezyku angielskim, co $wiadczy Ze
Doktorant sprawnie postuguje sie tym jezykiem.

Struktura dysertacji jest poprawna, trafno$¢ doboru metod i narzedzi badawczych, jak réwniez
umiejetnos$¢ ich zastosowania w badaniach naukowych nie budzg zastrzezen. Z obowigzku
recenzenckiego przytaczam swoje drobne uwagi:

Str. 62 ,w badaniach metabolomicznych wstepne przygotowanie obejmuje zwykle stracanie
biatek oraz réznego typu ekstrakcje, w tym ekstrakcje do fazy statej (SPE) i ekstrakcje typu ciecz-ciecz
(LLE)” - warto rozszerzy¢ zakres przygotowania probek w przedstawionym opisie o techniki
mikroekstrakcjne typu: mikroekstrakcja do fazy statej (SPME) oraz dyspersyjna ekstrakcja typu ciecz-
ciecz (DLLME), ktérych popularno$¢ rosnie z uwagi na ograniczenie objetosci probek ptynow
ustrojowych.

Niektére ze stwierdzen zawartych w komentarzu uzywane sg w zargonie laboratoryjnym:

Str. 80 ,uzyteczne w skryningu kobiet z nowotworem ztosliwym jajnika (...) lub str. 81 ,panel
diagnostyczny, uzyteczny w skryningu raka jajnika” — co na to organizacje feministyczne? Raczej
mowimy zwykle o skryningu prébek.

Wymienione powyzej drobne mniej trafione sformutowania nie sg wstanie w jakikolwiek sposéb
obnizy¢ wysokiej oceny pracy doktorskiej autorstwa mgr Szymona Plewy.

Ocena dorobku

Doktorant jest absolwentem (z roku 2015) Uniwersytetu Medycznego im Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu, gdzie na Wydziale Farmaceutycznym po ukonczeniu studiéw na
kierunku farmacja swa kariere zwigzat z Katedrg i Zaktadem Chemii Nieorganicznej i Analitycznej.
Ponadto, w czerwcu 2017 roku mgr Szymon Plewa ukorczyt Studium Podyplomowe Badah
Klinicznych i Biomedycznych Badarn Naukowych na Wydziale Lekarskim Il tegoz Uniwersytetu.
Podczas pracy na Uczelni Doktorant intensywnie rozwijat wiedze i umiejetnosci w ramach cyku
szkolen i kurséw takich jak ,Statistica kurs podstawowy” oraz ,Zastosowania statystyki i Statistica w
opracowywaniu wynikéw badari medycznych — metody zaawansowane”, a takze szkolenh z zakresu
obstugi spektrometru mas 4000 QTRAP (LC-ESI-QqQ-MS/MS) oraz obstugi sprzetu i oprogramowania
do przechowywania probek biologicznych (biorepozytorium).

W trakcie swojej pracy Doktorant byt wykonawca w trzech grantach badawczych finansowanych
przez Narodowe Centrum Nauki:

1. ,Proteomiczno-metabolomiczna strategia poszukiwania biomarkeréw choréb nowotworowych
uktadu piciowego z wykorzystaniem metod spektrometrii mas” (kierownik projektu: Prof. dr hab.
Zenon J. Kokot);

2. ,Charakterystyka wybranych produktow pszczelich w oparciu o techniki omiczne”. (kierownik
projektu: dr hab. Jan Franciszek Matysiak);

3. ,Wptyw diugotrwatej adaptacji do intensywnego treningu szybkosciowo-sitowego i
wytrzymatosciowego na stezenie wolnych aminokwaséw w osoczu w spoczynku, podczas
stopniowanego wysitku i w okresie restytucji powysitkowej.” (kierownik projektu: dr hab.
Krzysztof Kusy).

Ponadto w okresie tym Doktorant petnit role kierownika dwdch projektdw uczelnianych.

Dotychczasowa dziatalno$¢ badawcza Doktoranta zostata uhonorowana przyznaniem dwukrotnie
Nagrody Zespotowej Naukowej Rektora Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w
Poznaniu za osiggniecia uzyskane w 2016 r. oraz 2017 r. a takze przyznaniem stypendium
doktorskiego dla pracownikéw Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu w
2018 r.

Aktualny, catkowity dorobek naukowy Doktoranta stanowi 12 publikacji i 1 monografia (w tym 10
prac z IF) o sumarycznym wspdtczynniku oddziatywania IF = 29,216 i liczbg punktéw MNiSW = 300.
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Doktorant jest rowniez wspotautorem 17 prac przedstawionych na krajowych i zagranicznych
zjazdach badz konferencjach naukowych.

taczna warto$é artykutéw wchodzacych w sktad dysertacji, opublikowanych w latach 2017-2019
wynosi IF = 9,752. Nie mam zastrzezen dotyczacych zaréwno samej rozprawy, jak i merytorycznej
strony zebranych publikacji, przedstawionych do oceny, jako rozprawa doktorska. Zataczone prace
zostaly przeciez juz wczes$niej gruntownie ocenione przed opublikowaniem przed odpowiednich
recenzentéw, bedgcych specjalistami w tematyce. Zostaty bowiem przyjete do druku w czasopismach
o wysokiej randze naukowej.

Podsumowujgc chciatbym zaznaczyé, ze koncepcja pracy jest zasadna i obiecujgca w aspekcie
rozwoju kolejnych zadan w tej tematyce. Wyniki badan sg logiczne i dobrze udokumentowane.
Badania przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej wykazaty, ze odpowiednia interpretacja
ztozonych zaleznosci, ptyngcych z integracji danych z réznych obszaréw nauk ,,omicznych”, stanowi
istotnie wyzwanie dla wspotczesnych badaczy, jednak wykorzystujgc metabolomike celowang jest
mozliwa analiza setek zwigzkdw w jednym cyklu analitycznym.

Opublikowane i zatgczone prace, wspdtautorstwa Doktoranta, sg Scisle powigzane z tematyka
rozprawy. Z uwagi na fakt, iz praca ta stanowi wartosciowe opracowanie zaréwno z poznawczego, jak
i praktycznego punktu widzenia, stwierdzam, ze w petni odpowiada ona warunkom formalnym
i merytorycznym stawianym rozprawom doktorskim, zawartym w ustawie z dnia 14 marca 2003r. —
O stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dziennik Ustaw RP nr 65,
poz. 595 z dnia 16 kwietnia 2003r.) i wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu o dopuszczenie mgr Szymona Plewy do kolejnych etapow
przewodu doktorskiego. Co wiecej, biorgc pod uwage wysoki poziom badan i szereg elementéw
nowosci naukowej wnioskuje o jej wyrdznienie (w zataczeniu).

Dr hab. Piotr Kowalski, prof. nadzw.
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