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RECENZIA
rozprawy doktorskiej mgr. tukasza Prussa pt.:

»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”
wykonanej w Katedrze Biochemii, Biologii Molekularnej i Biotechnologii Politechniki Wroctawskiej pod
kierunkiem prof. dr. hab. Piotra Mtynarza oraz dr Kai Milanowskiej-Zabel petnigcej role promotora

pomocniczego.

Przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska przedstawia opracowanie otwartego
i ogdlnodostepnego narzedzia bioinformatycznego do przetwarzania jednowymiarowych protonowych widm
NMR, ktére zostato zwalidowane za pomocg danych metabolomicznych z otwartego repozytorium,

obejmujacych widma surowicy pacjentdw z dysautonomig rodzinng i ich zdrowych krewnych.

Badania metabolomiczne to ztozony, wieloetapowy proces przetwarzania i analizy danych. Programy
do opracowywania surowych danych spektralnych sg czesto tworzone przez producentéw urzadzen
pomiarowych, a w konsekwencji sg zwykle kompatybilne jedynie z formatem danych generowanych przez
urzagdzenia danego producenta. Ponadto, nierzadko programy te sg ptatne (jednorazowo lub wymagajg
wykupienia subskrypcji czy ptatnych aktualizacji). Innym aspektem jest wszechstronnos¢ takich narzedzi.
Dostepne narzedzia zwykle koncentruja sie na pojedynczych etapach opracowywania czy analizy danych, np.
przetwarzaniu widm, identyfikacji metabolitdw, analizie statystycznej czy analizie szlakéw metabolicznych.
Brakuje ogodlnodostepnego kompleksowego narzedzia, przy pomocy ktérego otrzymane dane spektralne

mozna poddad przetwarzaniu, analizie statystycznej oraz analizie $ciezek biologicznych.

Przedstawione przed Doktoranta narzedzie Nextflow Automatization and Standardization for
Qualitative and Quantitative *H NMR Metabolomic, w skrécie NASQQ, integruje istniejgce rozwigzania do

przetwarzania widm, opracowywania danych, identyfikacji i kwantyfikacji metabolitow, jak réwniez jedno-



i wielowymiarowej analizy statystycznej oraz analizy Sciezek biologicznych. Stworzone narzedzie, w ktérym
wykorzystywane sg m.in. zaawansowane modele uczenia maszynowego, standaryzuje metody przypisywania
sygnatéw, redukuje btedy operacyjne i zwieksza powtarzalnos¢, a takie skutecznie taczy surowe dane
widmowe z interpretacjg biologiczng. Do walidacji narzedzia Doktorant uzyt publicznie dostepnego zestawu
danych z repozytorium Metabolights, czym wpisuje sie w inicjatywe FAIR, ktéra okresla jakie wymogi powinny
spetnia¢ dane badawcze. Akronim FAIR oznacza: ,findable” (mozliwy do znalezienia), ,accessible” (dostepny),
yinteroperable” (interoperacyjny) i ,reusable” (mozliwy do ponownego wykorzystania). Na uwage zastuguje
rowniez fakt, ze rozprawa powstata w ramach programu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego , doktorat
wdrozeniowy”, ktdérego celem jest tworzenie warunkdw do rozwoju wspétpracy podmiotéw systemu
szkolnictwa wyzszego i nauki z otoczeniem spoteczno-gospodarczym. Wspomniana wspoétpraca zostata
nawigzana pomiedzy Politechnikg Wroctawska, a spotkg akcyjng Ardigen SA, specjalizujgca sie w badaniach in

silico, taczacych bioinformatyke ze sztuczng inteligencja.

Oceniana rozprawa zostata napisana w jezyku angielskim, obejmuje 161 stron maszynopisu
i podzielona zostata na cztery gtdwne rozdziaty, tj.: wstep, metodologia, wyniki i dyskusja. Ponadto, na
poczatku rozprawy umieszczone zostaty: streszczenia w jezyku angielskim i polskim, spis tresci, wykaz skrétéw
oraz minirozdziat ,Motivation and thesis outline”, zas na koncu spis figur i tabel, lista rownan, spis literatury

oraz materiaty uzupetniajace.

W minirozdziale ,Motivation and thesis outline” mgr tukasz Pruss przedstawit swojg motywacje
stojacy za podjeciem sie stworzenia tego narzedzia bioinformatycznego. Wyznaczyt cel gtéwny oraz trzy cele
szczegbdtowe, ktdére precyzujg jakie rozwigzania zostang wprowadzone by zrealizowac cel gtéwny. Doktorant
postawit rowniez trzy hipotezy, ktére zamierzat zbadac. W dalszej czesci przedstawiony zostat zarys informacji
zawartych w poszczegdlnych rozdziatach gtdwnych oraz lista publikacji, ktére powstaty jako czesé pracy

doktorskiej.

Wstep sktada sie z czterech podrozdziatéw. W pierwszym z nich Doktorant opisat miejsce
metabolomiki w biologii systemowej, historie rozwoju metabolomicznych, skupiajgc sie na wprowadzeniu
poszczegdlnych technik analitycznych i rozwoju dedykowanych narzedzi obliczeniowych, a takze przedstawit
koncepcje dziatania jgdrowego rezonansu magnetycznego (NMR). Nastepnie skupit sie na budowie
spektrometru NMR i przedstawit jednowymiarowga analize protonowg NMR. Wstep urozmaicony zostat

wieloma schematami, réwnaniami matematycznymi i rycinami, ktére utatwiajg odbiér prezentowanych tresci.



Odrebny podrozdziat poswiecony zostat metabolomice i jej niezaprzeczalnej roli w badaniach nad
roznymi chorobami. Opisane zostaty badania nad chorobami autoimmunologicznymi i opornoscig na
antybiotyki w kontekscie ztozonego wspétdziatania predyspozycji genetycznych i czynnikéw srodowiskowych,
a takze potencjat tgczenia réznych omik w celu kompleksowego podejscia badawczego. Znalazt sie tu rowniez
krétki opis dysautonomi rodzinnej, rzadkiej choroby genetycznej charakteryzujgcej sie uposledzonym
rozwojem neurondw i postepujacg degeneracja. Przyblizenie czytelnikowi tej choroby wynika z tego, ze dane
metabolomiczne *H NMR zarejestrowane dla prébek osocza pacjentdw z dysautonomia rodzinng oraz grupy
kontrolnej (zdrowi krewni) zostaty wykorzystane do kompleksowego przetestowania narzedzia NASQQ.
Wspomniane dane zostaty pobrane z ogdlnodostepnego repozytorium.

W dalszej czesci wstepu przedstawione zostaty metody obliczeniowe stosowane w metabolomice.
Autor pokrétce opisat geneze bioinformatyki, jezyki programowania stosowane do tworzenia narzedzi
bionformatycznych uzywanych do analizy danych metabolomicznych, a takze przedstawit schematy pracy
z danymi oraz przyktady systemdéw zarzadzania przeptywem pracy stosowanych w bioinformatyce, w tym
Nextflow, z ktérego Doktorant korzystat przy tworzeniu NASQQ. Nastepnie opisane zostaty poszczegdlne
procesy wstepnego przetwarzania danych NMR i potencjalne podejscia statystyczne z uwzglednieniem metod
uczenia maszynowego i deep learning. Doktorant wymienit popularne algorytmy klasyfikacji uczenia
maszynowego, takie jak: lasy losowe czy KNN, a takze techniki walidacji krzyzowej. Na koniec tego
podrozdziatu Doktorant omoéwit analize $ciezek biologicznych, m.in. przy uzyciu analizy wzbogacenia czy
graféw wiedzy. Przedstawit réwniez potencjalne mozliwosci faczenia danych omicznych i ich wspdlng
interpretacje.

Ostatnia cze$¢ wstepu omawia najnowoczesniejsze bazy danych i narzedzia bioinformatyczne.
Doktorant najpierw przedstawit w tabeli dostepne bazy danych, oprogramowania i pakiety R, a nastepnie
skupit sie na najpopularniejszych repozytoriach danych NMR, oprogramowaniach do analizy widm NMR,
zarowno komercyjnych, jak i tych ogélnodostepnych (open source) oraz ich funkcjonalnosciach. Znalazta sie tu

rowniez wzmianka o genezie inicjatywy FAIR.

Rozdziat metodologiczny mgr tukasz Pruss rozpoczat od opisu stworzonego narzedzia i graficznego
przedstawienia harmonogramu opracowywania i analizy danych z podziatem na poszczegdlne etapy catego
procesu. Nastepnie przeszedt do implementacji Nextflow i szczegétowego opisu stworzonych modutéw
NASQQ dla trzech gtdwnych etapow: ,Przetwarzanie widm”, ,Analiza danych” i , Interpretacja biologiczna”.
Doktorant przy tworzeniu narzedzia wykorzystat istniejgce juz pakiety R i skrypty Pythona (kompletna lista
komponentow oprogramowania zostata przedstawiona w tabeli), jednakze zaznacza, ze gtéwna innowacja
polegata na stworzeniu spersonalizowanych skryptéw od podstaw oraz ich dostosowanie do integracji

z architekturg Nextflow. Na kazdym etapie pracy przeprowadzano testy na rzeczywistych danych



laboratoryjnych, zarowno wtasnych jak i tych pobranych z otwartych repozytoriéw potwierdzajgc solidnosc¢
i niezawodnos$¢ tworzonych protokotdw. Warto podkresli¢, ze wszystkie skrypty oraz moduty sg publicznie

dostepne w repozytorium NASQQ GitHub.

W kolejnym rozdziale Doktorant opisat zastosowanie NASQQ do opracowania i analizy pobranych
z bazy Metabolights danych metabolomicznych *H NMR z projektu dot. dysautonomii rodzinnej. Szczegétowo
przedstawit poszczegdlne etapy analizy danych zestawiajgc wyniki w postaci 28 rycin i 5 tabel (w tym czes¢
jako materiaty uzupetniajgce). Ze wzgledu na rzadkos$¢ wystepowania tej choroby byto to miedzynarodowe
badanie wieloosrodkowe, w ramach ktérego wygenerowanych zostato pie¢ pakietdw surowych danych
pomiarowych. Mgr tukasz Pruss przeprowadzit etap przetwarzania danych oddzielnie dla kazdej partii danych,
a nastepnie zbadat czy w danych tych wystepuje tzw. batch effect, czyli réznice w poziomach sygnatéw
wynikajgce z analizy préobek w réznych sekwencjach analitycznych, a nie z réznic biologicznych. Doktorant
zauwazyt, ze prébki grupuja sie ze wzgledu na partie danych, a poziomy kilku metabolitdw istotnie réznig sie
w zaleznosci od tego w jakiej sekwencji analitycznej byty oznaczane. Wptyw sekwencji analitycznej na dane
jest znanym problemem badan metabolomicznych, a aby go zniwelowa¢ stosowane sg rézne metody korekcji
danych. W przypadku NASQQ wykorzystany zostat wielowymiarowy modut zaprojektowany do obstugi duzych
zestawéw danych metabolomicznych obejmujacych rézine punkty czasowe, stany pacjentéw i choroby.
Pozwala on na okreslenie wzglednego znaczenia metabolitdéw przy uzyciu wartosci Shapleya, co pomaga
odréznié istotne metabolity od artefaktéow. Analizy statystyczne pozwolity na uzyskanie facznie 56 istotnych
statystycznie metabolitéw, z ktérych 20 najbardziej istotnych statystycznie wg. analizy wielowymiarowej
zostato poddanych analizie szlakoéw biologicznych. Analiza ta wskazata na potencjalne zaburzenia takich
szlakow jak cykl Krebsa, metabolizm argininy i proliny, metabolizm beta-alaniny, szlak sygnatowy glukagonu,
transportery ABC, szlak sygnatowy mTOR i metabolizm wegla, a takie metabolizm wegla w szlaku

nowotworowym.

Rozdziat ,Dyskusja” rowniez sktada sie z podrozdziatéw. W pierwszym z nich Doktorant podsumowat
stworzone narzedzie i jego uzyteczno$¢ do analizy danych NMR. Wskazat, ze NASQQ to kompleksowe
narzedzie do opracowywania i analizy danych NMR, ktére zapewnia kontrole nad kazdym etapem procesu
analitycznego. Zapewnia ono dostep do tabel przetworzonych danych i wizualnych reprezentacji w postaci
rysunkow, umozliwiajgc uzytkownikom tatwe Sledzenie postepdw i identyfikowanie rozbieznosci na
poszczegdlnych etapach analizy. Porodwnanie pierwotnie przetworzonych widm uzyskanych dla prébek
surowicy pobranych od uczestnikdw badania nad dysautonomig rodzinng z widmami uzyskanymi przy uzyciu
przygotowanego narzedzia ujawnito, ze przy odpowiedniej konfiguracji parametréw, NASQQ moze generowac

wyniki o poréwnywalnej jakosci. Odnotowano natomiast rozbieznosci w identyfikacji metabolitow, ktéra



wynikata z wykorzystania innych bibliotek referencyjnych. Nie wszystkie metabolity wystepujace w bibliotece
wykorzystanej przez autoréw publikacji pokrywaty sie z metabolitami znajdujgcymi sie w bibliotece uzytej
przez Doktoranta, stgd brak petnej spéjnosci w zidentyfikowanych metabolitach. Mam w tym miejscu pytanie
do Doktoranta. Czy stosowang przez Pana biblioteke mozna uzupetnia¢ o kolejne metabolity? Nastepnie Autor
podkreslit koniecznosé réwnolegtego stosowania modeli uczenia maszynowego, co pozwala zwiekszyé czutosé
i swoisto$¢ wykrywania metabolitéw, umozliwiajgc identyfikacje szerszego zakresu zwigzkdw biologicznie
istotnych oraz integracje informacji na temat wielu metabolitbw w celu bardziej wiarygodnego
zidentyfikowania zaburzonych szlakéw metabolicznych. Podsumowujgc, autor wskaza, ze wykorzystanie
NASQQ pozwolito na doktadniejsze poznanie zmian w szlakach metabolicznych zwigzanych z wystepowaniem
dysautonomii rodzinnej, co przybliza nas do zrozumienia funkcjonalnego tta tej choroby.

Autor wskazat rowniez na ograniczenia stworzonego narzedzia. Pomimo jego ogdlnodostepnosci,
NASQQ dziata obecnie tylko w jednym formacie danych (Bruker) oraz jest ograniczony do analiz osocza,
surowicy czy moczu. Ponadto, dane muszg by¢ odpowiednio dobrane (jednorodny program impulséw), a czesc¢
parametréw w modutach jest zautomatyzowana i nie ma mozliwosci ich dostosowywania w czasie
rzeczywistym. Kolejnym ograniczeniem jest biblioteka referencyjna, ktdra obecnie obejmuje jedynie 191
zwigzkéw, a takze niespdjnosé informacji zawartych w bibliotece z danymi KEGG, na podstawie ktérych
wykonywana jest analiza szlakéw metabolicznych, co skutkuje wykluczeniem czesci metabolitow z analizy
szlakdéw. Doktorant wskazat réwniez na niewykorzystany, jego zdaniem, potencjat NextFlow do jednoczesnego
wykonywania wielu proceséw, a takze na brak interfejsu graficznego i doktadnych wyjasnied mechaniki
operacyjnej NextFlow w repozytorium GitHub, co moze poczatkowo utrudnia¢ mniej zaawansowanym

technicznie uzytkownikom efektywne korzystanie z dostepnych rozwigzan.

Nastepny podrozdziat Doktorant poswiecit na omoéwienie dalszego rozwoju stworzonego narzedzia.
Rozszerzenie potoku analitycznego o mozliwos¢ obstugiwania innego formatu badZ rodzaju danych
metabolomicznych, utworzenie spersonalizowanej biblioteki referencyjnej, czy rozszerzenie o narzedzia

i podejscia multiomiczne to tylko niektore przyktady podane przez Doktoranta.

Na koniec Doktorant odnidst sie do postawionych celéw i hipotez rozprawy. Wskazat, ze zatozony cel
gtéwny oraz cele poboczne zostaty spetnione, o czym swiadczy skutecznie przeprowadzona zautomatyzowana
analizy danych metabolomicznych *H NMR przy uzyciu zaawansowanych metod bioinformatycznych i uczenia

maszynowego sktadajacych sie na protokdt NASQQ.



Bibliografia, ktérg positkowat sie Doktorant przygotowujagc niniejszg rozprawe obejmuje
209 pozycji piSmiennictwa, w wiekszosci s3 to prace anglojezyczne, a prawie 98% z nich zostato
opublikowanych w ostatnim dwudziestoleciu. Oprécz artykutéw naukowych oraz monografii cytowane sg
liczne odnosniki do stron internetowych zawierajgcych instrukcje, biblioteki badZ repozytoria modutéw,

pakietéw czy oprogramowania.

Podsumowujgc, uwazam, iz rozprawa doktorska Pana mgr. tukasza Prussa odpowiada na aktualne
potrzeby w obszarze badan wielkoskalowych, a szczegdlnie metabolomiki. Opracowany protokét
bioinformatyczny uzupetnia luke w kontekscie dostepnosci do narzedzia pozwalajgcego na kompleksowe
opracowanie danych H NMR, od surowych danych do analiiy i interpretacji biochemicznej. Jednoczesnie
ogolnodostepnos¢ opracowanego rozwigzania jest waznym aspektem w kontekscie dazenia do w petni
otwartej nauki. Jak zauwazyt Doktorant, pomimo obecnych ograniczen, NASQQ moze by¢ uzytecznym
narzedziem, szczegdlnie do analiz miedzy-laboratoryjnych. Planowane dalsze ulepszenia jedynie zwieksza

wartos¢ proponowanego rozwigzania bioinformatycznego.

Oceniana rozprawa jest bardzo dobrze napisana pod wzgledem merytorycznym, jednak z poziomu
recenzenta musze wspomnieé¢ o zauwazonych btedach stylistycznych i powtérzeniach. Niektére z btedow
edytorskich wynikaja zapewne z dynamiki w zyciu (zawodowym i prywatnym), ktéra dotyka obecne
spoteczeristwo. Dostrzezone btedy to np.: strona 23 — trzy zdania dotyczace wynikéw z przedstawianej
publikacji sg zduplikowane. Kilkukrotnie tez pojawiaty sie powtdrzenia sformutowan w nastepujacych po sobie
zdaniach. Pragne jednak podkresli¢, ze wymienione drobne bfedy edytorskie nie podwazajg wartosci

merytorycznej przedstawionej pracy i przeprowadzonych badar.

Biorgc pod uwageg catos¢ rozprawy doktorskiej stwierdzam, iz Rozprawa doktorska mgr. tukasza Prussa
spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2023 poz. 742), w zwigzku z czym zwracam sie do Rady Dyscypliny
Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej z wnioskiem o nadanie mgr. tukaszowi Prussowi stopnia
doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki chemiczne.

Ponadto, ze wzgledu na potencjat aplikacyjny stworzonego narzedzia i jego nowatorski charakter,
zwracam sie z prosba do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej z wnioskiem

0 wyrdznienie rozprawy.
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