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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Recenzja pracy doktorskiej mgr Tomasza Kowalczyka pt. ,.Analiza proteomiczna i
metabolomiczna niedrobnokomdérkowego  raka pluca z wykorzystaniem  technik
wielkoskalowych opartych na spektrometrii mas™ wykonanej w Centrum Badan Klinicznych i
Zaktadzie Biologii Medycznej Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku pod kierunkiem dr
hab. n med. Piotra Zabielskiego (promotor) i dr n med. Joanny Kisluk (promotor

pomocniczy).

Dostepne dane wskazuja, ze w sposréd choréb nowotworowych rézne typy raka phica
53 rozpoznawane jako giéwne przyczyny zgonéw ludzi na $wiecie. Natomiast
niedrobnokomérkowy rak phica stanowi az 80% wszystkich zdiagnozowanych przypadkéw
raka ptuca. Pomimo, ze w ostatnich latach dokonat si¢ istotny postep w diagnostyce i strategii
leczenia tego typu nowotworéw jednak rokowania dla oséb u ktérych zdiagnozowano
niedrobnokomérkowego raka pluca s3 wcigz niezadawalajgce. Ponadto, tradycyjna
diagnostyka i klasyfikacja, oparta na badaniach histopatologicznych chociaz jest w 100%
specyficzna dla raka puca charakteryzuje sie niskg czuloscig.

Zatem, przedstawiona do recenzji praca doktorska dobrze wpisuje si¢ w trendy
poszukiwania nowych metod umozliwiajgcych diagnostyke chordb nowotworowych, w tym
niedrobnokomérkowego raka pluca, w oparciu o biomarkery biatkowe i drobnoczasteczkowe.
Tym bardziej, ze sposrod nowoczesnych narzedzi analitycznych w  technikach
wykorzystujacych spektrometrie mas, takich jak metabolomika i proteomika, pokiada sie
najwigksze nadzieje w zakresie identyfikacji specyficznych markeréw progresji i typu choréb
nowotworowych. Przypuszcza sie zatem, ze dzigki tym technikom stanie sie mozliwe
wypelnienie luki w zakresie wiedzy na temat réznic na poziomie metabolomu i proteomu,
migdzy innymi w trzech podtypach niedrobnokomoérkowego raka pluca oraz tkance

niezmienionej nowotworowo. Ponadto, oczekuje si¢ charakterystyki petnego profilu biatek i
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metabolitdow oraz szlakéw metabolicznych réznicujacych podtypy niedrobnokomaérkowego

raka ptuca od tkanki niezmienionej nowotworowo.

Oceniana rozprawa doktorska liczaca 214 stron obejmuje trzy zagadnienia, z czego dwa
zostaly opublikowane w pracy przegladowej i oryginalnej w latach 2020-2021 w
czasopismach indeksowanych w Journal Citation Reports o 1acznym ,,Impact Factor” réwnym
11,826 punktéw oraz sumaryczne] ilo$¢ 280 punktéw MNiSW (rozdziat 1, str. 3). O duzej
wartosci tych prac $wiadczy opublikowanie ich w bardzo dobrych czasopismach naukowych,
tj. BBA - Molecular Basis of Disease (IF: 5,187; punktacja MNiSW: 140) i Cancer (IF: 6.639;
punktacja MNiSW: 140). Przed opublikowaniem prace te byty poddane ocenie recenzentow,
musialy spelni¢ wszystkie wymogi dotyczace sposobu przedstawiania wynikéw, ich
interpretacji oraz dyskusji, a przyjecie ich do druku $wiadczy o ich wysokiej wartosci
naukowej. W obu artykutach Doktorant jest pierwszym autorem i zgodnie z informacjami
zawartymi w rozdziale 14 dysertacji (tj. ,,Informacje o charakterze udziatu wspotautorow w
publikacjach™) jego udzial w powstaniu tych prac byt wiodacy, tj. w przypadku pracy
pierwszej wklad Doktoranta zostal oszacowany na 70% i polegat na opracowaniu koncepcji
pracy, przegladzie literatury i przygotowaniu manuskryptu, a w przypadku pracy drugiej
zostal oszacowany na 52% i obejmowal wykonanie doswiadczen, opracowanie wynikow oraz

analize i dyskusje wynikéw.

Oprécz wykazu publikacji stanowigcych rozprawe doktorska (str. 3, rozdzial 1),
zalaczonych pelnych tekstow publikacji i suplementéw (rozdziat 10, str. 110-181) oraz
informacji o charakterze udzialu wspoétautorow w publikacjach (rozdziat 14, str. 197-214)
dysertacja zawiera zestawienie wszystkich publikacji doktoranta (rozdziat 2, str. 4), bardzo
pomocny w lekturze pracy wykaz stosowanych skrotow (rozdziat 2, str. 8-13), wstep (rozdzial
4, str. 14-31), cel pracy (rozdzial 5, str. 32), charakterystyke materialu badawczego 1 opis
zastosowanych metod (rozdziat 6, str. 33-47), omowienie wynikéw (rozdziat 7, str. 48-96) i
dyskusje (rozdzial 8, str. 97-108) oraz wnioski (rozdziat 9, str. 109). Cato$¢ uzupelnia
streszczenie w jezyku polskim (rozdziat 11, str. 182-184) i angielskim (rozdziat 12, str. 185-
187) oraz bibliografia (rozdzial 13, str. 188-196).

W osiemnastostronicowym wstegpie Autor w sposob syntetyczny przedstawil aktualny
stan wiedzy na temat niedrobnokomoérkowego raka phuca oraz jego diagnostyki i klasyfikacji.
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Wskazal, ze pomimo wprowadzenia nowych strategii leczenia, ciagle towarzyszy im
diagnostyka oparta na histopatologii, bgdaca obecnie zlotym standardem rozpoznawania raka
pluca. Jednakze, jak zwraca uwage Doktorant, tradycyjna diagnostyka i klasyfikacja uwazana
jest za nadmiernie uproszczong, w kontekscie wystepowania podtypéw mieszanych raka
pluca, a takze identyfikacji wielu mutacji genetycznych, ktére nie sg specyficzne dla
konkretnego podtypu. Z drugiej za$ strony dostepne dane jednoznacznie wskazuja, ze
przeprowadzenie jak najdoktadniejszej charakterystyki nowotworu juz we wcezesnym stadium
umozliwia dobér odpowiedniej terapii oraz sprzyja skutecznosci zastosowanego leczenia.
Dlatego ~ wprowadzenie nowych, alternatywnych metod okreslania podtypéw
niedrobnokomorkowego raka ptuca oraz wezesnej diagnostyki jest uzasadnione i oczekiwane.
W rozdziale tym Doktorant wskazuje rowniez, ze obecnie najwieksze mozliwosci poznawcze
w zakresie zrozumienia proceséw zachodzgcych w organizmie ludzi i zwierzat, w
poszczegblnych tkankach, a réwniez i komdrkach daja wielkoskalowe badania proteomiczne i
metabolomiczne. Wskazuje, ze metody diagnostyczne oparte na tych badaniach moga by¢ w
przysztosci zlotym standardem w diagnostyce niedrobnokomérkowego raka phuca, wymagaja
Jednak doktadnego okreslenia roznic na poziomie proteomu i metabolomu pomiedzy
tkankami zdrowymi a zmienionymi oraz pomiedzy poszczegolnymi podtypami zmian,
uzasadniajac tym samym konieczno$¢ podjecia badaii w tym zakresie. W dalszej czesci
wstepu Autor opisuje proces identyfikacji i walidacji biomarkeréw oraz wskazuje, Zze sposrod
nowoczesnych narzedzi analitycznych spektrometria mas wydaje sie technikg niosaca
najwigkszy potencjal poznawczy. W kolejnych dwéch podrozdzialach wstgpu, w sposob
bardzo klarowny i wyczerpujacy, Doktorant przedstawil wykorzystanie proteomiki i
metabolomiki w badaniach biologii nowotworéw. Tej bardzo istotnej kwestii Doktorant
poswiecit réwniez interesujacg prace pogladows wskazujac w niej migdzy innymi, ze dzieki
proteomice i metabolomice mozliwa jest analiza tysigcy czasteczek w duzej liczbie prébek, z
potencjalem rozpoznania ich jako biomarkery chordb nowotworowych. W pracy wykazal
rOwniez, ze uzupetnienie informacji genetycznej o proteomik¢ i metabolomike moze dad
szersza wiedzg¢ na temat biologii guza, ulatwiajac tym samym wskazanie nowych
biomarkeréw oraz celéw terapeutycznych. Ponadto opisal istotne kwestie dotyczace
technicznych aspektéw klinicznej proteomiki i metabolomiki opartej na spektrometrii mas a
omawiane zagadnienia przedstawil w kontekscie intensywnie rozwijajacej si¢ medycyny
precyzyjnej. W mojej ocenie przedstawione we wstepie i pracy pogladowej zagadnienia sg
Sciste zwiazane z przedmiotem pracy doktorskiej, zostaty opracowane z wykorzystaniem

3



bogatego pismiennictwa i wskazuja na bardzo dobre i szerokie spojrzenie Autora na podjeta
tematyke badawcza.

W kolejnym rozdziale Autor przedstawia trzy jasno sformulowane cele badawcze.

Rozdzial ,Materialy i metody™ sklada si¢ z dwunastu podrozdziatéw i liczy pietnascie
stron. Opisano w nim proces rekrutacji pacjentow do badan (wraz z informacja o akceptacji
zrealizowanych badan przez Komisj¢ Bioetyczna Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku),
sposob pobierania probek i ich zabezpieczenia do czasu analiz. Naste¢pnie, scharakteryzowano
analiz¢ proteomiczng, uwzgledniajgc podzial na przygotowanie probek do analiz, utworzenie
standardu wewnetrznego i znakowanie za pomoca TMT, frakcjonowanie probek, wlasciwg
analizg¢ z wykorzystaniem wysokosprawnego chromatografu cieczowego Dionex 3000
sprzgzonego z spektrometrem mas Thermo Orbitrap Fusion, identyfikacj¢ bialek i analize
bioinformatyczng. W tym miejscu na podkreslenie zastuguje fakt zastosowania znakowania
znacznikami TMT w celu zwigkszenia precyzji pomiaru réznicowe] ekspresji biatek oraz po
raz pierwszy jednego kanahu 126 znacznika TMT-10plex jako standardu odniesienia we
wszystkich pomiarach, tworzac proteomiczny standard wewnetrzny. W przypadku schematu
analiz metabolomicznych wymieniono natomiast preparatyke probek do badan, wiasciwg
analize z wykorzystaniem wysokosprawnego chromatografu cieczowego sprz¢zonego z
spektrometrem mas Agilent LC-QTOF-MS (tj. RP-LC-MS i HILIC-LC-M) oraz analize
danych.

Zwrocenia uwagi wymaga fakt, ze zastosowane techniki przygotowania probek do
analiz oraz metody analityczne byly zlozone i czasochlonne oraz potrzebowaly duzego
nakfadu pracy aby w pelni umozliwi¢ zrealizowanie zalozonego celu badawczego. Dzigki
temu jednak mozliwe bylo uzyskanie wielu nowych informacji o0 metabolomie i proteomie
niedrobnokomorkowego raka pluca oraz réznicach w szlakach metabolicznych trzech
badanych typéw tego nowotworu. Podsumowujac te¢ czgs¢ dysertacji stwierdzam, ze
przemyslana 1 dopracowana metodyka jest jej mocng strona.

Liczacy 48 strony rozdziat ,,Wyniki” skiada sie z 21 podrozdziatow zawierajgcych 19
rycin 1 jedng tabelg¢. Na podstawie zestawien liczbowych, bedgcych rezultatem pracy
organizacyjnej i analitycznej Doktorant przedstawil w poszczegolnych podrozdziatach opis
wlasnych osiagnig¢. W ramach przyjetej organizacji badan w pierwszej kolejnosci omowit
wyniki dotyczace badan proteomicznych, ktore nie zostaly jeszcze opublikowane. Zgodnie z
obowigzujacymi zasadami w celu potwierdzenia prawidtowej pracy spektrometru mas w
trakcie prowadzonych badan proteomicznych Autor prowadzil regularng analize probki
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kontrolnej. Podkresli¢ nalezy, ze uzyskane z tych analiz dane dotyczace liczby
zidentyfikowanych peptydéw i bialek oraz niewielki btad pomiaru masy przez caly okres
analiz wskazuja na wysoka stabilno$¢ pracy spektrometru mas dowodzac duzych umiejetnosci
analitycznych i precyzji Doktoranta oraz wiasciwego podejscia do podjetego problemu
badawczego. Duzym osiagnigciem Doktoranta jest rowniez dokonanie analizy pordwnawczej
roznicowej ekspresji biatek pomigdzy wezesnym i zaawansowanym stadium nowotworu w
trzech podtypach niedrobnokomdrkowego raka phuca i w poréwnaniu do tkanki kontrolnej
oraz analiza szlakow metabolicznych w oparciu o wyniki réznicowej analizy ekspresji bialek.
Kolejnym istotnym etapem badan byta identyfikacja gléwnych czynnikéw regulacyjnych oraz
unikalnych biatek podlegajacych ekspresji we wczesnym i zaawansowanym stadium
nowotworu w trzech podtypach niedrobnokomérkowego raka pluca. W dalszej czesci tego
rozdziatu Doktorant przeprowadzit selekcje i analize biatek charakteryzujacych poszczegolne
podtypy niedrobnokomoérkowego raka pluca oraz analiza szlakow metabolicznych
roznicujacych podtypy niedrobnokomérkowego raka phluca. Podsumowujac, identyfikacja
ponad trzech tysigcy biatek podlegajacych ekspresji w niedrobnokomérkowym raku pluca
oraz wyselekcjonowanie biatek istotnie réznicujgcych poszezegdlne podtypy stanowia wazne
osiagniecie pracy Doktoranta.

Drugi giéwny obszar badan przedstawiony w rozdziale ,,Wyniki” zostal opublikowany
W pracy oryginalnej i dotyczy analizy r6znic metabolomicznych tkanki nowotworowej i
kontroli oraz réznic pomigdzy podtypami niedrobnokomérkowego raka pluca z
wykorzystaniem dwoéch metod ,odcisku palca”. We wstepie Doktorant wskazuje, ze
metabolomika moze mie¢ duzy potencjal w zakresie rozrézniania podtypow
niedrobnokomoérkowego raka pluca. Nastepnie w przeprowadzonych  badaniach
wykorzystujgec dwie metody chromatografii cieczowej sprzezone ze spektrometrig mas, tj.
RP-LC-MS do pomiaru metabolitéw niepolarnych lub o niskiej polarnosei i HILIC-LC-MS
do pomiaru metabolitéw polarnych, Doktorant scharakteryzowat profil metabolomiczny
tkanek i osocza pacjentow z wczesnym i zaawansowanym stadium niedrobnokomoérkowego
raka pluca. Po przeanalizowaniu probek tkanek i/lub osocza od 137 pacjentow
zidentyfikowano ponad 200 metabolitéw réznicujgcych podtypy tego nowotworu. Wigkszos¢
zidentyfikowanych metabolitéw nalezata do aminokwaséw, kwasow thuszezowych, karnityn,
lizoglicerofosfolipidow, sfingomielin, plazmalogenéw i glicerofosfolipidéw. Ponadto
zidentyfikowal metabolity zwiazane z biosynteza N-acyloetanoloamin, tj. glicerofosfo (N-

acylo)etanoloamin, ktére odréznialy wczesny etap raka plaskonabtonkowego od
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gruczolakoraka. Natomiast do grupy zwiazkow réznigeych tkanke nowotworowa i kontrolna,
oprocz wymienionych powyzej grup substancji, zaliczyl zwigzki biorace udziat w cyklu
Krebsa, cyklu mocznikowym i procesach oddychania komérkowego. Doktorant podkreslit, ze
przeprowadzone badania wykazaly nowe, dotychczas nieopisane, metabolity rozrozniajace
podtypy niedrobnokomorkowego raka piuca, zwlaszcza we wczesnym stadium raka oraz
aktywnos¢ nowych szlakow metabolicznych. Sugeruje, ze dalsze badania nad rolg szlakow
biosyntezy N-acyloetanoloamin we weczesnym stadium niedrobnokomorkowego raka pluca
mogg ujawni¢ nowe cele prognostyczne i diagnostyczne.

Kolejng czgscig dysertacji jest dwunastostronicowa dyskusja w ktorej na tle dostgpne;j
literatury naukowej Doktorant przeprowadzil oceng¢ uzyskanych wynikow. Wskazal, ze
wykorzystanie wlasciwie dobranej metodyki umozliwilo identyfikacje tysiecy bialek
podlegajacych ekspresji w niedrobnokomoérkowym raku pluca, wyselekcjonowanie biatek
istotnie réznicujacych poszczegdlne podtypy i stadia zaawansowania badanego nowotworu
oraz okreslenie ponad dwustu metabolitow réznicujacych tkanke guza od tkanki kontrolne;.
Na podstawie tych danych Doktorant moégt wskazac procesy biologiczne zachodzace zaréwno
w tkance zdrowej jak i zmienionej nowotworowo. Natomiast analiza bioinformatyczna
ekspresji biatek i zawartosci metabolitow pomiedzy podtypami niedrobnokomérkowego raka
pluca jak i w stosunku do kontroli pozwolita okresli¢ szlaki metaboliczne istotne réznicujgce
poszczegdlne typy, a takze wyodrebni¢ unikatowe biatka i metabolity charakterystyczne dla
badanych podtypdw i stadium zaawansowania. Na szczegdlng uwage zastuguje sprawnosé z
jaka, pomimo szeregu plaszczyzn, Doktorant analizuje wyniki badan wielkoskalowej analizy
ekspresji bialek i setek metabolitow przyczyniajgc sie do doktadniejszego poznania biologii i
biochemii proceséw zachodzacych w niedrobnokomérkowym raku phica. Swiadezy to o
bardzo dobrej znajomosci literatury i dojrzatosci naukowej Doktoranta.

Badania podsumowuje szes¢ dobrze sformutowanych poprawnych wnioskéw. Sag one
dobrze udokumentowane i wynikajg z przeprowadzonych eksperymentéw oraz odpowiadaja
zalozonym celom. Jednakze, w pracy brakuje jednego generalnego wniosku
podsumowujacego catos¢ przeprowadzonych prac.

Bibliografia pracy liczy 132 pozycje przedstawiajace zagadnienia zwiazane z tematem
prowadzonych badan. Wszystkie prace sa anglojezyczne i w ponad 60% pochodzg z ostatnich
dziesieciu lat.

Oceniana dysertacja w rozdziale drugim (str. 4) zawiera zestawienie wszystkich
publikacji doktoranta. Na podstawie tych danych nie mozna jednak podja¢ si¢ pelniej oceny
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dorobku Doktoranta poniewaz jest to zestawienie liczbowe wskazujace jedynie ilosé
opublikowanych przez Doktoranta prac, ich sumaryczny ,,Impact Factor” oraz liczbe punktow
MNiSW. W przypadku przedstawienia takich danych, aby mozna bylo przeprowadzi¢ ich
adekwatng oceng, niezbgdne jest wymienienie wszystkich publikacji wraz z informacja o roli
Doktoranta w powstaniu opublikowanych badan.

Podsumowujac stwierdzam, ze praca doktorska mgr Tomasza Kowalczyka jest
oryginalnym osiggnieciem naukowym, badania sg nowatorskie i wazne z punktu widzenia
naukowego i spotecznego. Doktorant wykazat si¢ duza wiedza teoretyczng i umiejetnosciami
analitycznymi oraz umiejetnoscig rozwigzywania probleméw naukowych. Prace doktorska
mgr Tomasza Kowalczyka pt. ,A4naliza  proteomiczna i  metabolomiczna
niedrobnokomorkowego raka ptuca z wykorzystaniem technik wielkoskalowych opartych na

spektrometrii mas™ oceniam pozytywnie.

Uwagi koncowe

Stwierdzam, ze praca doktorska mgr Tomasza Kowalczyka pt. ,.4naliza proteomiczna i
metabolomiczna  niedrobnokomdrkowego  raka pluca z  wykorzystaniem  technik
wielkoskalowych opartych na spektrometrii mas™ spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy
z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz. 595 z p6zn.zm.) oraz art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca
2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawg — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z
2018 r. poz. 1669 z pdézn.zm.) i niniejszym wnoszg¢ do Senatu Uniwersytetu Medycznego w
Bialymstoku o dopuszczenie mgr Tomasza Kowalczyka do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.







