Recenzja rozprawy doktorskiej pani Joanny Suraj pt. ,,Opracowanie panelu biomarkeréw
bialkowych oraz ich zastosowanie do wieloparametrowej oceny czyrnosci srédblonka

naczyniowego”.

Przedmiotem pracy doktorskiej bylo opracowanie i zweryfikowanie metody bioanalitycznej
umozliwiajace] ilosciows analize panelu biatek o charakterze potencjalnych biomarkerow
stanu funkcjonalnego srodblonka naczyniowego. Szczegdtowymi celami projektu byly: (i)
opracowanie i optymalizacja ilosciowej metody analizy panelu wybranych biatek za pomoca
techniki LC/MS-MRM oraz (ii) weryfikacja przydatnosci tej metody do analizy potencjalnych
biomarkeréw stanu funkcjonalnego $rédbtonka naczyniowego w kilku modelach
doswiadczalnych. Srédblonek naczyniowy jest narzadem o olbrzymim znaczeniu dla
funkcjonowania calego organizmu, a zaburzenia jego struktury i funkcji sg przyczyng lub
nastepstwem wielu choréb. Badanie biomarkeréw struktury i funkeji $rodblonka ma wiec
duze znaczenie, zaréwno poznawcze jak i praktyczne (w diagnostyce medycznej). W zwigzku
z duzg zlozonoscia struktury i funkeji $rodblonka hipotetyczny biomarker powinien mieé
charakter wieloczynnikowego panelu (sygnatury), a zastosowana technika musi umozliwiaé
wiarygodna ocen¢ ilosciowa badanych czynnikéw. Z tego tez wzgledu temat podjety przez
Doktorantk¢ dotyczy bardzo waznego zagadnienia o wielorakim znaczeniu praktycznym i
poznawczym. Nalezy réwnicz zwrocié uwage, ze realizacja projektu wymagata od
Doktorantki uzyskania wiedzy i kompetencji umozliwiajacych wykorzystanie metodologii

bedacej tzw. state-of-the-art wspbtczesnych nauk biomedycznych.

Rozprawa doktorska ma forme cyklu opublikowanych prac uzupetionych wprowadzeniem
(tzw. czgs¢ teoretyczna i cel pracy) i podsumowaniem (tj. oméwieniem wynikéw 1 wnioski), a
takze wymaganym streszczeniem i o$wiadczeniami wspétautoréw publikacji tworzacych
cykl. W skiad cyklu wchodza cztery publikacje (jedna przegladowa i trzy do$wiadczalne)
opublikowane w latach 2015-2019:
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Publikacja [1] jest pracg przegladowa stanowiaca pewien wstep teoretyczny do calego cyklu.
W pracy tej w przedstawione sa podstawowe zagadnienia dotyczace biomarkeréw $rédblonka
naczyniowego i potencjalne znaczenie technik analitycznych wykorzystujacych spektrometri¢

mas.

W publikacji [2] przedstawiono metode analizy ilosciowej pigciu bialek (SDC-1, sVCAM-1,
sICAM-1, vWF i ADN) za pomocs tandemowej spektrometrii mas sprzgzonej =z
chromatografia cieczowg (LC-MS/MS). Zastosowano strategie multiple reaction monitoring
(MRM) wykorzystujgca jako znaczniki wewnetrzne (infernal standards, IS) syntetyczne
peptydy o zmienionym skladzie aminokwasowym (zmiana jednego aminokwasu w stosunku
do peptydu docelowego). W pracy zawarta jest kompletna, szczegélowo opisana procedura
analityczna, przetestowana m.in. pod katem liniowosci, precyzji i stabilnosci testu.
Opracowany panel biomarkeréw zostal zweryfikowany w trakcie badania poziomu
wybranych bialek w osoczu myszy. Zastosowany zostal model doswiadczalny, w ktérym
zaburzenia struktury $rédbtonka zostaty wyindukowane poprzez ekspozycje myszy na diete
wysokottuszczowa (high fat diet, HFD). Stwierdzono, ze zmianom $rédblonka naczyniowego
wyindukowanym przez HFD towarzyszy obnizony poziom ADN i podwyzszony poziom

VWE w osoczu (w stosunku do zwierzat z grupy kontrolnej, karmionej pasza standardowa).

W publikacji [3] przedstawiono metode analizy ilogciowej siedmiu czynnikéw (biatka ESM-
1, sE-sel, Angpt-2, sSFLT-1, PAI-1, t-PA oraz endogenny peptyd ADM) za pomocg techniki
LC-MS/MS. Zastosowano strategic MRM wykorzystujaca jako znaczniki wewnetrzne
syntetyczne peptydy znakowane stabilnie izotopami (stable isotope labeled standards, SIS);
wykorzystano peptydy o sekwencji aminokwaséw identycznej z peptydami docelowymi, w
ktérych wybrane lizyny lub argininy zostaly zsyntetyzowane z wykorzystaniem izotopéw 3C
i N, Poréwnano dwa podejicia analizy ilosciowej wykorzystujace metode rozcieficzania

stabilnych izotopéw (stable isotope dilution, SID): standardowa i zmodyfikowang (mSID). W



pracy zawarta jest kompletna, szczegélowo opisana procedura analityczna, przetestowana
m.in. pod katem liniowosci, precyzji i stabilnosci testu. Wykazano réwniez podobng warto$é
metod SID i mSID (z sugestig praktycznego stosowania uproszczonej metody mSID w
dalszych badaniach). Opracowany panel biomarkeréw zostat zweryfikowany w trakcie
badania poziomu wybranych biatek w osoczu myszy. Zastosowany zostal model
doswiadczalny, w ktérym zaburzenia struktury $rodblonka zostaly wyindukowane poprzez
ekspozycje myszy na czynnik wywolujacy systemowy stan zapalny — iniekcje mieszaniny
bakteryjnych lipopolisacharydéw (LPS). Stwierdzono, ze ¢kspozycja na LPS powoduje
podwyzszenie poziomu Angpt-2, SFLT-1 i PAI-1 w osoczu (w stosunku do zwierzat z grupy
kontrolnej). Ponadto, opracowang metode wykorzystano do pomiaru poziomu sze$ciu w/w
czynnikow w osoczu pacjentéw z przewlekty biataczka szpikowa (CML) leczonych
imatynibem i chorych z obturacyjnym bezdechem sennym (OSA), oraz w osoczu 0sdb
zdrowych. Stwierdzono, ze poziom t-PA, ADM i sFLT-1 ulega obnizeniu u pacjentéw z
CML, podczas gdy u pacjentéw z OSA zwiekszeniu ulega poziom Angpt-2 a zmniejszeniu
poziom ADM.

W publikacji [4] opracowana wczesniej metode LC/MS-MRM wykorzystano do pomiaru
poziomu wszystkich 12 czynnikéw w tkankach (osocze, guz nowotworowy i tkanka pluc)
myszy, u ktérych dos$wiadczalnie indukowano raka piersi (poprzez ortotropowa iniekcje
komorek 4T1). Stwierdzono zwiekszenie stezenia SDC-1, ESM-1 sVCAM-1, Angpt-2, sE-
sel, PAI-1, vFW i ADM, oraz zmniejszenie stezenia ADN i sSICAM-1 w osoczu myszy z
nowotworami. Ponadto, stwierdzono obnizenie poziomu ADN oraz zwickszenie poziomu
ADM, FLT-1, Angpt-2, SDC1, VCAM-1 i E-sel w plucach zawlerajgcych przerzuty guza
nowotworoweg, a takze zwigkszenie poziomu VCAM-1, E-sel, [CAM-1, FLT-1ADM i vWF
w tkance guza. Poziom markeréw badanych metoda LC/MS-MRM zostat skorelowany ze
zmianami patologicznymi i hematologicznymi, co pozwolilo na stworzenie kompleksowego
obrazu zmian systemowych wywolanych rozwijajacym siec nowotworem. Charakter tych

zmian zostat kompetentnie przedyskutowany w kontekscie funkcji srédblonka naczyniowego.

Wszystkie prace tworzace cykl zostaty opublikowane w liczacych si¢ czasopismach o zasiegu
mi¢dzynarodowym (czasopisma z Q1 i Q2 w swoich dziedzinach; taczny IF czasopism, w
ktérych opublikowano prace stanowigce rozprawe doktorska wynosi ok. 15). Praca
przegladowa [1] opublikowana w roku 2015 byta do tej pory cytowania 16 razy. Mniejsza
liczba cytowan pozostatych trzech prac doswiadczalnych (facznie 6 razy) wynika z ich

specjalistycznego charakteru i nicodlegtej daty publikacji (2018-2019). Tak wiec zaréwno



publikacja powyzszych prac w renomowanych czasopismach naukowych jak i ich
(spodziewana) rozpoznawalnosé w  $rodowisku naukowym stanowig niezalezne

potwierdzenie ich znaczenia i wysokiej wartosci merytorycznej.

W przypadku rozprawy doktorskiej opartej o wspolautorski cykl publikacji istotnym
elementem recenzji jest ocena indywidualnego udziatu Doktoranta w publikacjach
stanowiacych rozprawe, ktérg mozna przeprowadzié na podstawie o$wiadczen wspotautorow.
W przypadku trzech publikacji doswiadczalnych [2-4] Doktorantka Jest pierwszym autorem,
ktory zgodnie z o$wiadczeniami byl odpowiedzialny za podstawowg cze$¢ pracy, tj.
opracowanie, optymalizacje i przeprowadzenie analiz LC/MS-MRN, decydujacych o
oryginalnodci i wartodci tych publikacji. W przypadku publikacji przegladowej [1]
Doktorantka jest drugim autorem uczestniczgcym w zbieraniu i opracowaniu publikacji
oryginalnych, ktére zostaty oméwione w tym artykule. Po analizie o$wiadczen wspotautoréw
uzngje, ze indywidualny wklad Doktorantki w prace stanowigce przedmiot rozprawy
doktorskiej spelnia kryteria okreslone w artykule 13, ustep 1 i 4, Ustawy o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki.

Najwazniejsze konkluzje z publikacji tworzacych cykl zawarte sa w rozdziale ,,Wnioski”
stanowigcego cze$é omdwienia publikacji. Zgodnie z tymi wnioskarmi, w ramach pracy
doktorskiej opracowano i przetestowano nows metode ilosciowa multipleksowej analizy
potencjalnych biomarkeréw srédblonka naczyniowego. Opracowang metode wykorzystano do
analizy tych biomarkeréw w szeregu rzeczywistych modeli, w ktérych obserwowane sg
dysfunkcje $rédblonka naczyniowego. Stwierdzono znaczng heterogenno$¢ zaburzen
struktury 1 funkcji $rédblonka uzalezniong od zastosowanego czynnika etiologicznego.
Wszystkie wnioski znajduja petne uzasadnienie w wynikach przedstawionych w publikacjach

tworzgcych cykl.

Doceni¢ nalezy kompleksowe i zgodne z ,regutami sztuki” podejscie metodyczne
wykorzystane w do$wiadczeniach, ktérych efektem jest opracowanie i przetestowanie
zaproponowanej metody analitycznej. Dzigki takiemu podejsciu proponowana metoda
analityczna jest wiarygodna i moze by¢ wykorzystana w praktyce diagnostycznej. Nalezy
rowniez zwrocié uwage, ze bardzo duza czgs¢ pracy wilozonej przez Doktorantke w
opracowanie i optymalizacja procedury analitycznej pozostaje niewidoczna, gdyz z powodéw
praktycznych wyniki takich badan nie sq umieszczane w publikacjach. Przykladem takich
badan, jedynie zasygnalizowanych w oméwieniu cyklu (Tabela 4), moze byé kwestia

metodyki wiarygodnego pomiaru ilosci biatka w probee.



Uwagi krytyczne.

Zadaniem recenzenta rozprawy doktorskiej opartej o cykl publikacji nie jest ponowne
zrecenzowanie tych prac. Musze jednak zgtosi¢ kilka uwag dotyczacych aspektow, ktore w

mojej opinii zostaty niewystarczajaco uwzglednione w tych pracach.

1) Metoda LC/MS-MRM opracowana przez Doktorantke bazuje na sekwencji
aminokwasowej bialek myszy (stosowane znaczniki dopasowane sa do peptydow
mysich). W przypadku znacznej czesci badanych peptydéow ich sekwencja w
homologicznych biatkach ludzkich jest inna (zazwyczaj jest to réznica jednego
aminokwasu). Test majgcy mieé znaczenie diagnostyczne powinien by¢ dostosowany
przede wszystkim do analizy biatek ludzkich. Z tego powodu brakuje mi odpowiedniego
odniesienia si¢ do tej sprawy (np. poprzez wyjasnienie, ze ,,znaczniki mysie” moga by¢ w
pelni stosowane w analizie biatek ludzkich) w pracy [3], w ktorej takie badanie

przeprowadzono (oraz w oméwieniu cyklu).

2) W metodyce podanej w pracy [2] i [3] mowa jest o ,wejsciowej” ilosci biatka
catkowitego wykorzystywanej w procedurze analitycznej. Brakuje jednak informacji jaka
jest wydajno$¢ calej procedury analitycznej, tj. jaka ,,wyjsciowa” catkowita ilosé
peptydoéw tryptycznych pozostaje po calej procedurze i jaka ich ilo$¢ =zostaje
nastrzyknigta na LC w 2 pl ,,rzeczywistej” probki (np. probki osocza). Doktorantka
analizuje co prawda ,recovery” metody, jednak przeprowadzone badanie dotyczy
wylacznie wydajnoséci wiagzania/elucji do ztoza SPE (i zostalo przeprowadzone w

sztucznym uktadzie ,.arteficial plasma”).

3) Opracowany test nakierowany jest na »rozpuszezalne” (soluble) formy czesci badanych
bialek, bedace zazwyczaj produktami proteolitycznego trawienia biatek ,,wyjsciowych”.
Mozna zatozyé, ze wiedza o tym zostata wykorzystana przez Doktorantke w trakcie
wyszukiwania peptydéw docelowych, jednak w pracach [2] i [3] brak jasnej informacji
na ten temat. W pracy [3] te same peptydy docelowe zostaty wykorzystane w badaniu
biatek obecnych w osoczu i w materiale tkankowym (ptuco i rak piersi), wiec na ich
podstawie nie jest mozliwe odréznienie form rozpuszczalnych i wyjsciowych. W
zwigzku z tym uznanie, ze biatka wykrywane w tkance s3 wylacznie biatkami
»Wyjsciowymi” (opisanymi jako VCAM-1 czy E-sel) jest pewna nadinterpretacjg. W
tkance obecny jest przecicz istotny komponent naczyniowy, nie mozna wiec wykluczy¢,

ze czes¢ bialek wykrywanych w materiale tkankowym to formy rozpuszczalne.



4) W pracy [4] opis metodyki jest bardzo lakoniczny i odsyla czytelnika do metodyki
opisanej szczegblowo w pracach [2] i [3]. Jest to jednak odestanie niejednoznaczne,

poniewaz w obu tych pracach stosowany jest inny system znacznikéw wewnetrznych.

Teksty stanowigce oméwienie cyklu prac (wstgp i podsumowanie) oraz streszczenie pracy
napisane sa bardzo czytelnie i poprawnie, bez dostrzegalnych blgdéw merytorycznych czy
Jezykowych (chociaz pewna irytacje¢ moze budzi¢ wymienne, i chyba losowe, stosowanie
pelnych nazw i skr6tow nazw badanych biatek). Szkoda jednak, ze w prezentowanym
omowieniu/podsumowaniu cyklu nie znalazto si¢ miejsce dla szczegblowo opisanej
kompletnej procedury analitycznej przedstawionej w formie »laboratory protocol”,
umozliwiajacej jej bezposrednie wykorzystanie w laboratorium. Roli te] nie spetnia zbyt

ogllnikowa informacja zawarta w Tabeli 2 (w ktdrej brakuje m.in. objetosci reagentéw)

Podsumowanie. Recenzowana rozprawa doktorska sklada si¢ z cyklu publikacji o wysokie]
wartosci merytorycznej. Indywidualny udziat Doktorantki w pracach tworzacych rozprawe

stanowi potwierdzenie jej wiedzy i umiejetnosci prowadzenia pracy naukowe;j.

Whniosek koncowy:

W mojej opinii przedstawiona rozprawa doktorska pani Joanny Suraj w petni spelnia warunki
okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki. W zwigzku z tym wnosze do Rady
Wydziatu  Farmaceutycznego Collegium Medicum Uniwersytetu Jagielloniskiego o

kontynuowanie postepowania o nadanie pani Joanny Suraj stopnia doktora.

Jednoczesnie wnioskuje o wyréznienie rozprawy doktorskiej pani Joanny Suraj. Praca w
mojej opinii spelnia kryteria okreslone w punkeie L1, podpunkty a, b, ¢ i d, regulaminu

wyr6zniania rozpraw doktorskich Wydziatu Farmaceutycznego UTCM z 26 marca 2018.
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