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Recenzja

rozprawy doktorskiej autorstwa mgr Pauliny Zofii Gorynskiej zatytutowanej ,Nowe mozliwosci
identyfikacji zwiqzkéw réinicujgcych poszczegdine stadia i rodzaje nowotwordw mézqu u ludzi z

wykorzystaniem niskoinwazyjnej metody mikroekstrakcji do fazy statej”

Pomimo ciggtej poprawy jakosci diagnostyki obrazowej oraz technik analitycznych

wykorzystywanych w bioanalityce, wiele choréb pozostaje trudne do rozpoznania na odpowiednio

‘... . wczesnym etapie znacznie zwigkszajacym szanse na uzyskanie sukcesu terapeutycznego. Do takich

choréb naleze choroby nowotworowe ze szczegdinym uwzglednieniem guzéw mézgu. Obecnie poza
stosowanymi rutynowo metodami diagnostyki obrazowej coraz wiecej na znaczeniu zyskuja metody
diagnostyki molekularnej. W przypadku glejakéw do najbardziej obiecujgcych molekularnych
markeréw diagnostycznych nalezg mutacje w genie dehydrogenazy izocytrynianowej (IDH) oraz
badanie kodelecji ramion chromosoméw 1p/19q. Nie s3 to jednak jednoznacznie specyficzne testy stad
tez ciggle aktualna jest potrzeba poszukiwania innych zwigzkéw, o potencjalnym charakterze
biomarkeréw,  pozwalajgcych  odpowiednio  wczesnie iz  odpowiednio  wysokim
prawdopodobienstwem na okreslenie ryzyka choroby. Atrakcyjng alternatywa badawcza sg aktualnie
wykorzystywane techniki metabolomiczne, ktére zaréwno na poziomie niecelowanych jak i
celowanych analiz mogg dostarczaé interesujgcych informacji o zmianie jakoéciowej i/lub ilosciowej

profili matoczgsteczkowych zwigzkéw endogennych obecnych w badanym materiale biologicznym.
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W ten obszar badawczy perfekcyjnie wpisuje sie oceniana praca doktorska mgr Pauliny
Gorynskiej wykonana pod kierunkiem dr hab. Barbary Bojko, prof. UMK, Kierownik Katedry
Farmakodynamiki i Farmakologii Molekularnej, Wydziatu Farmaceutycznego Collegium Medicum im.
L. Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, wybitnej specjalistki w
obszarze chemii analitycznej i procesdw przygotowania préobek. Jest podsumowaniem badan nad
zastosowaniem procedury mikroekstracji do fazy statej (Solid Phase Microextraction, SPME), jako
etapu przygotowania probek, w analizie metabolomicznej fragmentéw tkankowych réznych
histologicznie typdw guza mozgu. Wyniki badan eksperymentalnych Doktorantki dotyczace
bezposrednio ocenianej dysertacji opublikowane zostaly w trzech artykutach oryginalnych w
renomowanych czasopismach naukowych, w tym dwach z listy Journal Citation Reports (JCR): Jove —
Journal of Visualized Experiments oraz Cancers, a takze pracy pogladowej w réwniez prestizowym
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis. Wszystkie wyzej wymienione prace ukazaty sie w

_okresie od 2016 do 2022 roku. Sumaryczna wartos¢ wspotczynnika wptywu (Impact Factor, IF) tych
il D i "-‘:‘.-f - s - o ar . Er i o e T T

= Hha = R
e . i u = &

= i - £, B = -,
-~ - x k o

;JubliLacji wynosi ponad 11. We wsiy;tkiévﬁ W\-/iéj er[nieniorllych‘ a'lrt;!kui‘au_:h Parll-i mgr’Pérulina Gc;ryﬁska
jest pierwszym autorem, poza pracg pogladowg z 2016 roku, gdzie Doktorantka byta drugg autorka.
Catkowity dorobek publikacyjny mgr Pauliny Gorynskiej, razem z pracami stanowigcymi podstawe
osiggniecia naukowego opisywanego w pracy doktorskiej, na dzien sktadania rozprawy doktorskiej, to
w sumie 9 prac z czego 8 opublikowanych w prestizowych czasopismach z listy JCR o tgcznym
wspotczynniku wptywu 38,5. Opis wktadu pracy Doktorantki jak rowniez o$wiadczenia wspétautorow
wszystkich publikacji potwierdzajg istotng role oraz wiodgce zaangazowanie mgr Pauliny Gorynskiej w
realizacje badan oraz powstawanie prac. Jej zaangazowanie w badania naukowe jak i powstawanie
publikacji odnoszg sie zarowno do etapu koncepcji i projektowania eksperymentdw, ale takze do
pozyskiwania i analizy danych, walidacji wynikéw oraz ostatecznie pisania manuskryptéw prac. Tak
szerokie podejscie jest oczywiscie oczekiwane w przypadku doktorantdw, ale trzeba tez przyznac, ze

Pani mgr Paulina Goryriska wywigzata sie z postawionych zadan bardzo dobrze. Doktorantka brata



udziat takze w charakterze wykonawcy w projekcie HARMONIA finansowanym przez Narodowe
Centrum Nauki pod tytutem ,,Nowe rozwigzania analityczne w onkologii: od badan podstawowych do

szybkiej diagnostyki srédoperacyjnej” (nr 2015/18/M/ST4/00059).

Rozprawa doktorska mgr Pauliny Goryriskiej jest napisana w jezyku polskim i ma charakter
zbioru czterech opublikowanych i powigzanych tematycznie artykutéw naukowych. We wstepie
teoretycznym obejmujgcym ok. 14 stron przedstawione sg podstawowe informacje z zakresu technik
diagnostycznych stosowanych w nowotworach mdzgu, metabolomiki oraz metod przygotowania
probek w analizie metabolomicznej ze szczegdlnym uwzglednieniem mikroekstrakeji do fazy statej.
Catos¢ wstepu wiericzy publikacja pogladowa z 2016 wspétautorstwa Doktorantki oznaczona jako
praca A0 a poswigcona SPME jako obiecujgcemu narzedziu w medycynie translacyjnej oraz
poszukiwaniu nowych substancji farmakologicznie czynnych. Nastepnie w zwiezly sposéb
przedstawiony zostat cel pracy doktorskiej a takie materiaty i metody wykorzystywane podczas
prowadzonych badan. W skrétowy sposdb przedstawione zostaly wyniki oraz wnioski stanowigc
niejako podsumowanie trzech prac oryginalnych bedgcych podstawa osiggniecia doktorskiego a w
catodci zatgczonych na koncu dysertacji (prace A1-A3). Jest to bardzo dobre podejécie, poniewaz
pozwala catosciowo spojrze¢ na problematyke badawczg podejmowang w badaniach a przedstawiong
w publikacjach a takie kompleksowo oceni¢ efekty i jako$¢ realizowanych badad. Rozprawe
uzupetniajg streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrétéw i symboli, o$wiadczenia
wspotautorow oraz zgody Komisji Bioetycznej. Catos¢ dysertacji, wraz z cyklem publikacji to ponad 145

stronicowe dzieto.

Podstawowym celem pracy byfa ocena mozliwosci zastosowania mikroekstrakcji do fazy statej
w diagnostyce réznicowej nowotworéw mézgu, o réznym pochodzeniu histologicznym i genetycznym.
W tym celu postuzono sie opfacowanym protokotem analizy metabolomicznej z technikg SPME na
etapie przygotowania prébek oraz analizowano otrzymane profile metabolomiczne pod katem ich

uzytecznosci diagnostycznej. Osiggniecie tego celu mozliwe bylo poprzez zrealizowanie kolejnych



etapow polegajgcych na: optymalizacji parametréow ekstrakcji SPME do warunkdéw klinicznych ,,on
site”, w tym dobdr warunkdw maksymalnej desorpcji metabolitéw z materiatu biologicznego;
zastosowanie wyzej wymienionego protokotu analitycznego do badania prébek pochodzacych od
pacjentdw z nowotworami mozgu o réznej etiologii; analize otrzymanych wynikéw w odniesieniu do
rodzaj nowotworu oraz wystepowania wybranych mutacji genetycznych oraz koricowa interpretacje

biologiczng wynikow.

Do wymiernych efektéw prowadzonych badan Doktorantki opisanych w rozprawie oraz w

zataczonych publikacjach stanowigcych podstawe dysertacji naleza:

- zweryfikowanie mozliwosci wykorzystania techniki SPME, jako nowego podejscia do szybkiej
i stosunkowo prostej ekstrakcji metabolitéw z probek klinicznych, potencjalnie takze na sali

operacyjnej;
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- przeanalizowanie z wykorzystaniem wysokorozdzielczej spektrometrii mas uprzednio
wyé.kstrahtl)warﬁ/ch -techﬁ‘ikq SPNIE prébek a ‘.nastepnie -poréwnanie uzysk.anych prdfili

metabolomicznych guzéw mozgu i skorelowanie ich z wynikami analizy histologicznej oraz oznaczen

genetycznych;

- zaproponowanie konkretnych profili metabolomicznych pozwalajacych na identyfikowanie
pacjentéw o histologicznie zréznicowanych typach nowotworéw moézgu, a takze zaobserwowanie

réznic pomiedzy pacjentami uwzgledniajac wystepowanie specyficznych mutacji genetycznych;

- wskazanie metabolitéw propionylokarnityny i kwasu L-2-aminoadypinowego, jako istotnych
dla rdznicowania histologicznego i genetycznego pacjentdéw z mutacja dehydrogenazy

izocytrynianowej 1 (IDH1), oraz cystationiny w przypadku pacjentow z kodelecjg 1p19q.

Za najbardziej wartosciowe poznawczo wnioski z wykonanych badan, uwazam okreslenie

protokotu SPME w celu ekstrakcji metabolitéw z tkanki guza mézgu bez wykorzystania jakiejkolwiek
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wczesdniejszej preparatyki prébki, co w konsekwencji prowadzi do przypuszczenia, ze biopsja
chemiczna ex vivo z uzyciem SPME ma potencjalne szanse na implementacje do diagnostyki
$rodoperacyjnej w neurochirurgii. Za niezwykle cenne uwazam takze wyniki, w ktérych wykazano
metabolity réznicujgce probki guza pod wzgledem wystepujgcych mutacji genetycznych. Jest to
kolejne potwierdzenie, ze metabolomika jako ostatnia gataz biologii systemowej opisywaé moze takze
zmiany zachodzace na poziomie szlakéw metabolicznych wynikajgce z wczesniejszych mutacji

genetycznych czy zmian proteomicznych.

Czytajgc dysertacje oraz zafgczone publikacje nasunety mi sie nastepujace pytania i
komentarze. Z czego, zdaniem Doktorantki, wynika réznica w efektywnosci roztworu desorpcyjnego
pomiedzy zaproponowanym przez Vuckovic et al. [Anal. Chem. 2011, 83, 1944] a ostatecznie
zoptymalizowanym w przeprowadzonych badaniach i opublikowanych w pracy A1? Czy rozwazano

zastosowanie podejscia planowania eksperymentu znanego jako Design of Experiments (DoE) w celu

~ optymalizacji 'pa'ram-etrc')w procesu mikroeksfrakcji do fazy stafej, np. w przypadku poszukiwanie

najbardziej efektywnej mieszaniny roztworu desorpcyjnego? Podejscie takie bardzo czesto umozliwia
znalezienie krytycznych parametréw dla danego procesu przy minimalnej liczbie wykonanych
eksperymentéw i jednoczesnie, dzieki, algorytmom optymalizacyjnym, w obrebie rozpatrywane;j
macierzy zmiennych wskazanie najbardziej optymalnych parametréw odpowiedzi. Wykonujac
poréwnania, takie jak w pracy Al przedstawione na rycinie 3, warto znormalizowaé skale, w tym
przypadku intensywnodci, tak aby juz na pierwszy rzut oka widoczne byly réinice w wysokoséciach
obserwowanych pikéw. W przedstawionych wynikach badarn metabolomicznych prébek pochodzacych
od pacjentow z guzami mdzgu a stanowiagcych meritum pracy A3 brakuje wynikéw analizy prébek QC.
W przysztosci unikatbym takze bezposrednio z angielskiego zapozyczonych okreéler typu ,figura” na
str. 19 zamiast rycina. | wreszcie czy planowane sg analizy celowane pod katem oznaczer iloéciowych
wybranych paneli metabolitéw u pacjentéw z konkretnymi typami guza mdzgu, w celu wykonania

walidacji wezesniej uzyskanych wynikow?



Powyisze uwagi i pytania nie wptywajg na ogdlng wartos¢ merytoryczng pracy, ktérg oceniam
bardzo wysoko. Praca doktorska mgr Pauliny Gorynskiej ma znaczgce walory nowosci i oryginalnosci
naukowej. Dysertacja potwierdza wysoka wiedze i umiejetnosci Kandydatki do stopnia naukowego
doktora nauk farmaceutycznych. Zawiera takie elementy wynikéw potencjalnie atrakcyjne do
wykorzystania w opracowywaniu nowych metod diagnostycznych, takie o charakterze klinicznym i
Srédoperacyjnym. Rozprawa doktorska mgr Pauliny Goryniskiej spetnia warunki okreslone w art. 13 ust.
1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789 ze zm.) w zwigzku z art. 179 ust 1 Ustawy z dnia 3

lipca 2018 roku Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z2018

r. poz. 1669 ze zm.).

Biorac powyisze pod uwage wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych Collegium
Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu o dopuszczenie
mgr P_aul_in\_{- Gorynskiej . do dalszych etapow Drze_w_odu d_oktorskiego', w dyscyplinie  nauki
farmaceutyczne. Jednoczesnie majac na uwadze bardzo duze zaangazowanie Doktorantki w prace
badawcza wyrazone m.in. w postaci pierwszego autorstwa wszystkich prac eksperymentalnych
przedstawionych jako cykl doktoratu, potencjat diagnostyczny opublikowanej metodologii SPME w

guzach mdzgu oraz znaczgcy dorobek naukometryczny Doktorantki, wnioskuje o wyréznienie rozprawy

doktorskiej.




