CENTRUM
NOWYCH
TECHNOLOGII

prof. dr hab. Krzysztof Kazimierczuk Warszawa 18.11.2024

email: k.kazimierczuk@cent.uw.edu.pl

Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr. inz. tukasza Prussa:
“Bioinformatic analysis in targeted metabolomics, automating the process of translating raw NMR

spectrum signals into qualitative and quantitative data for use in the analysis of disease states.”

Powotanie na recenzenta otrzymatem na podstawie uchwaty Rady Dyscypliny Naukowej
Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej z 23 wrzesnia 2024 r. Przedtozona do recenzji dysertacja
zostata zrealizowana w ramach programu ,, Doktorat wdrozeniowy” Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego. W pracy zostat zaproponowany program NASQQ, bedacy potokiem przetwarzania danych
z eksperymentéw metabolomicznych realizowanych przy uzyciu spektroskopii magnetycznego

rezonansu jagdrowego (NMR).

Metabolomika jest jednym z zastosowan spektroskopii NMR, ktére bardzo gwattownie rozwinety sie
w XXI wieku. Wielkoskalowe badania sktadu probek pochodzenia biologicznego, np. moczu czy
surowicy krwi, pochodzgcych od setek pacjentow pozwalajg na wykrycie markerow poszczegdlnych
chordb i powigzanie ich z zaburzeniami konkretnych szlakdw metabolicznych. Naukowcy pracujacy w
tej dziedzinie tworzg rowniez metody klasyfikacji pacjentéw oparte na traktowaniu widm jako
,odciskdw palca”, bez szczegbétowej interpretacji zmian sktadu prébek. W obu scenariuszach
konieczne jest zastosowanie zaawansowanych metod przetwarzania sygnatéw i analizy statystycznej

wynikéw. Poniewaz w jednym badaniu rejestruje sie widma setek prébek, potrzebne sg
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zautomatyzowane metody przetwarzania danych. Na rynku istnieje kilka odpowiednich rozwigzan,
takich jak MetaboAnalyst czy Chenomx. Pan mgr inz. tukasz Pruss, autor rozprawy, postawit sobie za
cel stworzenie konkurencyjnego pakietu o otwartym i ogélnodostepnym kodzie. Cel byt ambitny,
gdyz rozwigzanie miato by¢ kompletne i realizowac wszystkie kroki przetwarzania i analizy danych, od

transformacji surowego sygnatu ze spektrometru do wizualizacji istotnych $ciezek metabolicznych.

Opracowane przez mgr. inz. Prussa rozwigzanie jest oparte na Srodowisku Nextflow i integruje
dziatanie réznych modutéw wykorzystywanych do przetwarzania, analizy statystycznej i interpretacji
danych. Wybér srodowiska i zastosowanych modutdw jest poprzedzony wstepem, dobrze opisujgcym
i uzasadniajgcym uzyte metody. Wazng cze$¢ pracy zajmuje opis zastosowania programu do analizy
zestawu widm surowicy krwi pobranej od pacjentéw chorych na dysautonomie rodzinng (ang.

Familial Dysautonomia) i ich zdrowych krewnych.

Miatem okazje przetestowac program w wersji 1.0 oraz 1.1 w $rodowisku Linux i wysoko oceniam
jego dziatanie. Sama rozprawe doktorskg uwazam za dobrze napisang i dowodzgcg znajomosci
dziedziny, cho¢ mam sporo zastrzezen dotyczgcych wstepu teoretycznego podstawy spektroskopii
NMR. Zasady stosowania metod zawartych w programie sg dobrze opisane i uzasadnione. Praca
zawiera doskonale napisany wstep, prawidtowe odnosniki literaturowe (réwniez w podpisach do
ilustracji). Pragne podkresli¢, ze tres¢ pracy wykracza daleko poza opis dziatania programu. Nie jest
»instrukcjg obstugi”, ale ciekawg rozprawg o tym, jakie funkcje i dlaczego powinno posiadac
oprogramowanie do przetwarzania danych metabolomicznych. Moge jg poleci¢ kazdemu, kto

chciatby podjac sie podobnego zadania lub zrozumieé na czym polega taka analiza.

Na szczegdlne uznanie zastugujg rozdziaty 1.3 “Computational methods in metabolomics” oraz 1.4
“Databases and state-of-the-art tools”, ktére stanowig przeglad dostepnych rozwigzan. Podobato mi
sie réwniez uczciwe przedstawienie ograniczen rozwigzania w rozdziatach IV.1 ,General conclusions

of pipeline usage for metabolomic analysis” i V.2 ,Utilized methodologies limitations”.

Opradcz pochwat, mam jednak rowniez kilka krytycznych uwag ogolnych oraz szereg szczegétowych

spostrzezen dotyczgcych drobnych niedociggnied.



Po pierwsze, program powinien by¢ zwalidowany przy uzyciu zestawu danych, dla ktérego znane sg
prawidtowe wyniki analizy statystycznej. Mdgtby to by¢ nawet zestaw stworzony sztucznie. Dane,
ktorych uzyto do zademonstrowania dziatania programu, tzn. widma surowicy krwi chorych na
dysautonomie rodzinng pochodzg z publikacji Cheney et al. i w oryginalnej pracy zostaty
przeanalizowane za pomocg programu Chenomx NMR Suite z nieco innym wynikiem. Przyktadowo,
autorzy wykryli mocznik i ksantyne, ktdrych obecnosci NASQQ nie potwierdzit. Trudno powiedzie¢,
czyj wynik jest wtasciwy. Doktorant bardzo krétko komentuje rozbieznosci, piszac (na stronie 112), ze

nie jest celem pracy powtdrzenie wynikdw innych zespotdw. Pozostawia to pewien niedosyt.

Po drugie, w pracy zabrakto przedstawienia mozliwosci wdrozenia programu na szeroka skale.
Wydaje sie, ze doktorat wdrozeniowy powinien by¢ przyczynkiem do takiej dziatalnosci, zwtaszcza ze
tak duzy pakiet programistyczny wymaga sporego zaangazowania czasowego w wykrywanie btedow,
wsparcie uzytkownikdw i dalszy rozwdj. Z doswiadczenia wiem, ze podtrzymywanie dziatania
programow w diugiej perspektywie wymaga sit i Srodkow, czesto przekraczajgcych mozliwosci jednej
osoby. Chetnie dowiedziatbym sie, czy i jakie sg plany uzywania NASQQ w przemysle oraz jego

dalszego rozwoiju.

Po trzecie, program dziata dos$¢ dobrze przy standardowych ustawieniach parametréw przetwarzania
danych, ale uzytkownik, ktory chciatby je zmieni¢, natrafia na pewne trudnosci. Przyktadowo, nie da
sie wybraé¢ metody fazowania sygnatu ani funkcji apodyzacji. Wydaje mi sie, Zze tego typu
modyfikowalnych parametréw w pliku params.yml mogtoby by¢ wiecej. Ponadto sgdze, ze modut
przetwarzania danych mozna by byto z powodzeniem zastgpic bibliotekg nmrglue, powszechnie
uzywang do tego celu. Jesli istniejg jakie$ przeciwskazania, np. warunki licencji, to dobrze bytoby
umozliwi¢ postugiwanie sie w NASQQ widmami (nie sygnatami FID) przetworzonymi w innych
programach. Pewne zaawansowane rozwigzania, np. filtry sygnatu rozpuszczalnika, automatyczne

fazowanie itp. mogg by¢ w nich lepsze, niz w programie autora.

Szczegdtowe btedy, ktdre zauwazytem w rozprawie, wymieniam ponizej.

1) Na str. 8 autor przedstawia hipotezy badawcze. Jedng z nich jest ,, 1) At each stage of the

automated pipeline, there is a set of parameters that significantly affect the accuracy of the



2)

results obtained”. Jesli traktowac to twierdzenie $cisle jako hipoteze badawczg to wydaje

sie ona trywialna, a jej weryfikacja niewiele wnoszaca.

Rozdziat I.1 dotyczacy podstaw fizycznych spektroksopii NMR uwazam za najmniej

dopracowang czes¢ dysertacji. Opis jest dos¢ ogdlny i zawiera kilka konkretnych bteddéw:

a) W réwnaniu 1.1 By to indukcja (,induction”) pola magnetycznego, a nie ,sita” (,,strength”)

jak pisze autor.
b) Réwnanie 1.2 jest btedne, powinno byé: u = yI

c) Zdanie: ,,For a given nucleus, the spins can exist in two states: + % and - %, corresponding
to two potential orientations of the magnetic moment" jest nieprawdziwe (spin istnieje w
wielu stanach, to pomiar zwraca tylko dwie wartosci) oraz neizrozumiate w tym miejscu

tekstu (autor dopiero dalej pisze, ze rozwaza szczegdlny przypadek spinu 1/2).

d) Nie jest jasne co oznaczajg rézowe i okragte czarne strzatki na Rys. 3. Podpis pod
rysunkiem jest zbyt skrotowy. Caty rysunek jest zresztg niescisty merytorycznie. Na ktorym z

rysunkow z odnosnika [34] autor go opart?

e) Autor pisze i pokazuje na Rys. 4, ze pochtoniecie energii przez moment magnetyczny
powoduje przejscie ze stanu o spinie +1/2 do stanu o spinie -1/2. Jest to nieco mylgce, gdyz w

ogdblnosci moze by¢ odwrotnie (zaleznie od wspétczynnika zyromagnetycznego).

f) dtw réwnianiu 1.4 nie jest ,,odstepem miedzy punktami czasu w sygnale FID”, jak

twierdzi autor.

g) Zdanie ,Surrounding the magnet is a vacuum chamber that maintains the required
environment, including liquid nitrogen and liquid helium for cooling purpose” jest

niejasne. Czy komora prdzniowa zawiera ciekty azot i hel?

h) Nazwa sekwencji impulsowej CPMG jest podana bez rozwiniecia (na dodatek z literéwka).



3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

i) Nastr. 22 pojawia sie twierdzenie: ,However, due to its complexity, deconvolution is
often considered an auxiliary approach in spectroscopic studies.> Dekonwolucja jest

dos¢ prostg operacja, jednak niestabilng numerycznie

Przy opisie programu TopSpin firmy Bruker warto doda¢, ze istniejg spektrometry tej firmy

dedykowane do metabolomiki, z dedykowanym oprogramowaniem (tzw. platforma IVDr)
Dobrze bytoby dodac¢ wyjasnienie czym jest ,container”.

Zdanie w Tabeli 4: ,,Increase spectral signal-to-noise ratio” — powinno by¢ uzupetnione o
koszt (szerokos¢ linii), zas. ,,/mprove the visual representation of spectra by adding zeros” o

wyjasnienie, gdzie sie te zera dodaje.

W rozdziale 11.2.3 w stwierdzeniu ,calculating the smoothed version of the FID.” nalezy

zamienic¢ ,FID” na ,,spectrum”.

Bardzo brakuje korekty fazy pierwszego rzedu. Oczywiscie algorytmy jej automatycznej
korekty sg dosc¢ ztozone. Mysle, ze jest to jeden z powoddw, dla ktorych nalezatoby dopuscic

mozliwo$¢é uzycia zewnetrznych modutéw do przetwarzania danych

W rozdziale 11.2.8 nalezy zastgpi¢ stwierdzenie , with their standard peaks traditionally set at

0 ppm.” przez ,with their methyl group peaks traditionally set at 0 ppm.”

Pod réwnaniem 2.0 pojawia sie stwierdzenie, ze 3« to wspotczynniki wielomianu. Chodzi

chyba o [ (bez k)?

10) W réwnaniu 2.2 jest btad, czy X; réwniez miato by¢ w operacji liczenia mediany? W

przeciwnym razie skraca sie.

11) Nie jest jasne, czym w réwnaniu 2.3 jest 3 bez indeksu.

12) Nie rozumiem, dlaczego skala czasu na rysunkach z sygnatami FID przedstawiana jest w

tysigcach mikrosekund, a nie w milisekundach.



Powyisze drobne niedociggniecia w zaden sposdb nie ujmujg znaczenia pracy. Rozwdj metabolomiki
w Polsce jest wazny i dobrze, ze prace takie jak niniejsza powstajg. Stworzenie powszechnie
dostepnego pakietu analizy danych NMR z eksperymentéw metabolomicznych przyczyni sie do

rozwoju dziedziny i wptynie stymulujgco na rozwdj konkurencyjnych pakietéw oprogramowania.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1-2 ustawy z dnia 20

lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2023 r. poz. 742 z pdzn. zm.).
Z powazaniem,

prof. dr hab. Krzysztof Kazimierczuk
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