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Recenzja rozprawy doktorskiej Marianny Kostiny-Bednarz pt. ,Zmiany metabolizmu wtdrnego
wybranych organizmow zywych jako irddio sygnatu w pomiarach analitycznych”

Ztotona rozprawa doktorska mgr ini. Marianny Kostiny-Bednarz pod promotorstwem
dr. hab. inz. Hanny Barchanskiej, prof. PS (promotorka) i dr inz. Joanny Plonki (promotorka pomocnicza)
ma forme zbioru pieciu artykutow wspdtautorskich, spajnych tematycznie, opublikowanych w roku 2023
i 2025 w czasopismach o obiegu miedzynarodowym, w trzech z nich doktorantka jest pierwszym autorem,
w czterech autorem korespondencyjnym. Dwie publikacje:

- Kostina-Bednarz, M.*; Plonka, J.; Barchanska, H. Allelopathy as a source of bioherbicides: challenges
and prospects for sustainable agriculture. Reviews in Environmental Science and Biotechnology 2023,
22, 471-504;

- Plonka J.; Kostina-Bednarz, M.; Barchanska, H.* Targeted analysis, metabolic profiling, and
fingerprinting based on an LC[GC)-MS approach for the comprehensive evaluation of pesticide content
in edible plants, Critical Reviews in Analytical Chemistry 2025, 1-26)

maja charakter przegladowy.

Trzy artykuty:

- Barchanska, H.; Plonka, J.; Nowak, P.; Kostina-Bednarz, M. *! Metabolic profiles and fingerprints for
the investigation of the influence of nitisinone on the metabolism of the yeast Saccharomyces
cerevisiae, Scientific Reports 2023, 13, 1473;

Kostina-Bednarz, M.*; Plonka, J.; Barchanska H. Metabolic profiling to evaluate the impact of
amantadine and rimantadine on the secondary metabolism of a model organism. Scientific Reports
2023, 13, 16822,

Kostina-Bednarz, M. *; Plonka, J.; Perkons, |.; Bartkevics, V.; Barchanska, H. Pesticides of natural origin
as safer alternatives to synthetic pesticides: |dentification of hinokitiol, tebuconazole and 2,4-D
metabolites and evaluation of their impact on cereals. Science of The Total Environment 2025, 973,
179177)

prezentujg wyniki badan wiasnych.

L*. autorka korespondencyjna



Wezyscy wspotautorzy zioiyli oswiadczenia okreslajgce indywidualny wkiad kazdego z nich w powstanie
publikacji. Po zapoznaniusie z odwiadczeniami stwierdzam, 2e wskazujg one, ie wydzielone zagadnienie,
prezentowane w rozprawie doktorskiej jest indywidualnym wkladem mgr inz. Marianny Kostiny-Bednarz.
Autorka rozprawy ponadto uzupetnita swojg prace doktorsky o prezentacje wynikow niepublikowanych -
Rozdziat 3.3. Identyfikacja biomarkerdw narazenia na pestycydy w rosiinach jadainych, s. 46-53.

W rozprawie doktorskie] mgr inz. Marianna Kostina-Bednarz podjeta sie wykazania, ze pomiar
profili metabolicznych organizmu umoiliwia kompleksowa ocene skutkow ekspozycji na ksenobiotyki,
m.in. leki i pestycydy i moie dostarczac informacji (analitycznej) niezbednej do oceny naraZenia i
identyfikacji biomarkerdw narazenia. Prace realizowata z wykorzystaniem organizmow modelowych,
droidiy, w badaniach, w ktérych oceniata wphyw lekow, ich metabolitdw oraz adiuwentu (nityzynon,
amantadyna, rymantadyna, resweratrol) oraz pszenicy i jeczmienia, gdy ocene skupita na pestycydach |
biopestycydach (tebukonazol, kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy, hinokitiol, umbeliferon i skopoletyna).

Analiza profili metaboliczoych jest obecnie wainym narzedziem do oceny skutkow ekspozycji
organizmow na ksenobiotyki, takie jak leki, pestycydy i inne zwiazki chemiczne. Zarowno profil
metabolitow pierwotnych (aminokwasow, cukrow, lipidow), jak 1 metabolitow wtornych ulega
charakterystycznym zmianom w odpowiedzi na dziatanie tych substancji. Zmiany te tworzg swoisty
Lodcisk palca” ekspozycji, ktory mozna powigzaé z dawka, czasem trwania naraZenia oraz rodzajem
wywolywanej toksycznosci. W przypadku metabolizmu wtdrnego, u roslin | mikroorganizmow,
ksenobiotyki czesto indukujy lub hamujy biosynteze zwigzkow takich jak fenole, alkaloidy, terpenoidy czy
flawonoidy. Stanowig one czute wskainiki stresu, odzwierciedlajac m.in. stres oksydacyjny, aktywacie
mechanizmow obronnych czy uszkodzenie okredlonych szlakdow metabolicznych. Dzieki temu pomiar
profili metabolitdw, w tym metabolitdw wtornych, znajduje szerokie zastosowanie w toksykologii
srodowiskowe] do oceny wphywu pestycydow i innych zanieczyszczen na rodling, zwierzeta wodne,
bezkregowce czy mikrobiom glebowy | wodny, a takie w farmakologii i badaniach bezpieczenstwa lekdw,
gdzie stuzy identyfikacji biomarkerow dziatan niepoigdanych, takich jak hepatotoksycinost czy
nefrotoksycznosé. W praktyce wykorzystuje sie najczesdciej techniki LC-MS, GC-MS oraz NMR do globalnej
analizy profilu metabolitow, a uzyskane dane poddawane sg analizie wielowymiarowej, na przyklad PCA
lub PLS-DA, w celu wyodrebnienia metabolitéw bedacych markerami ekspozycji | efektu biologicznego. W
rezultacie metabolomika stanowi nowoczesne, bardzo czule narzedzie umozliwiajace wczesne
wykrywanie zaburzen homeostazy wywolanych ksenobiotykami oraz identyfikacje potencjalnych
biomarkerdw toksycznosci, Doktorantka zidentyfikowala interesujqcy obszar badaweczy, dobrze
zdefiniowata problem badawczy, prawidtowo wyznaczyla cele i zadania badawcze, poprawnie dobrata
metody badawcze.

Zlozona rozprawa doktorska mgr inZ. Marianny Kostiny-Bednarz zostala opatrzona obszernym
komentarzemw jezyku polskim, na ktéry sktada sie Wykaz skrotdw i okranimow, Wprowaodzenie, Przegigd
literatury, Omadwienie wynikow badad wiasnych, Podsumowanie [ wnioski kofcowe, Bibliografia, Wykaz
rysunkaw I tabel. Pani mgr in2. Marianna Kostina-Bednarz dofaczyla rowniei do rozprawy Wykaz dorobku
noukowego oraz oswiadczenia wspdtautordw artykutow ujetych w cyklu publikacji stanowiacych
podstawe Jej dysertacji.



MNa poczatku swojej dysertacji w Rozdzigle 1. Wprowadzenie Doktorantka przedstawibs
uzasadnienie podjecia badan naukowych nad problematyka zmian w metabolizmie organizmow Zywych
w odpowiedzi na dziatanie zwigzkow egzogennych, przedstawita koncepcje badan, sformutowafa hipoteze
glowng oraz hipotezy szczegotowe, wyodrebnita etapy | zadania badawcze, Wskazata rowniez jakie
strategie analityczne wybrata do realizacji poszczegdlnych etapow prac. W Tabeli 1 zasygnalizowata takze
najwatniejsze wyniki prac badawczych. Z uwagi na zlotonosd (kompleksowost) wykonanych prac
pomocnym by bylo zamieszczenie w tej tabeli rowniez informac, w ktdrych publikacjach i ktdrych
rozdzialach komentarza prezentowane sa wyniki badan z tych etapow. Hipotezy zostaty sformulowane
prawidlowo, etapy i zadania badawcze zostaty wyodrebnione trafnie.

Przeglad literatury mgr inz. Marianna Kostina-Bednarz poswiecila zagadnienieniu odpowiedzi
metaboliczne] organizmow na stres ksenobiotyczny, wykorzystaniu metabolitow wtornych jako
biomarkerow narazenia, strategiom i metodologiom analitycznym w badaniach metabolicznych oraz
zastosowaniu chemometrii w analizach metabolicznych (Rozdzial 2. Przeglgd Literatury). W publikacjach
przegladowych bardzoszczegotowo omowila zjawisko allelopatii oraz potencjal jaki ono niesie dla rozwaju
biopestycydow (Reviews in Environmental Science and Biotechnology 2023, 22, 471-504) a takie
zastosowanie analiz celowanych i niecelowanych opartych na chromatografii cieczowej | gazowe]
sprzezonych ze spektrometria mas w ocenie zawartosci pestycyddw w rodlinach jadalnych (Critical
Reviews in Anolytical Chemistry 2025, 1-2). Przeglad literatury ma logiczng strukture i jest przejrzysty,
trescl zostaly prawidlowo dobrane, umiejetnle zsyntetyzowane i poddane krytyczne] analizie. Przeglad
jest spajny z celem pracy i potwierdza dobre teoretyczne przygotowanie Doktorantki do realizacji prac
badawczych. Pewien niedostatek odczuwa sie jedynie w obszarze analizy domiesien dotyczacych
odpowiedzi metabolicznej organizmow na dziatanie lekdw, adiuwantu, pestycydow i biopestycydow,
ktore byly przedmiotem badan Doktorantki, Podobnie przy analizie wynikow uzyskanych przez
Doktorantke odczuwalny jest brak ich krytycznego pordwnania z wynikami innych badaczy.

Prace badawcze mgrinZ. Marianna Kostina-Bednarz realizowata w trzech etapach. W pierwszym
etapie skupila sie na biotransformacjl farmaceutykow i ich wphlywie na metabolom droidiy, w drugim
dokonata pordwnania odpoweidzi metabolicznej zboi, jeczmienia | pszenicy, na dziatanie pestycydow
syntetycznychinaturalnych, a w trzecim na identyfikacji biomarkerdw narazenia na pestycydy w roslinach
jadalnych. Wyniki badan przedstawita zwieile w Rozdziofach 3.1 — 3.3. W oparciu o uzyskane wyniki
opublikowata trzy prace oryginalne (Scientific Reports 2023, 13, 1473; Scientific Reports 2023, 13, 16822;
Science of The Total Environment 2025, 973, 179177),

Drozdie Saccharomyces cerevisioe Doktorantka wykorzystala jako model eukariotyczny do analizy
zaburzen metabolizmu aminokwasow aromatycznych - prekursorow neuroprzekaznikow. Opracowala i
rwalidowata strategie analityczna oparta na chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometria mas,
taczqcg analize celowang z niecelowang (metaboliczny odeisk palea), co pozwolifo Jej édledzic zardwno losy
rwigzkow macierzystych, jak i ich metabolitéw oraz globalne zmiany w metabolomie. W badaniach nad
NTBC zidentyfikowala trzy glowne produkty jego biotransformacji: ATFA, NTFA i CHD, wykazujgc
kaskadowy szlak przemian NTBC = NTFA > ATFA. Stwierdzifa, Ze to metabolity, zwiaszcza stabilny CHD,
a nie sam NTBC, najsilnie] zaburzajg metabolizm wtérny, powodujge znaczny spadek stezen L-Tyr, L-Trp i
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L-Phe oraz wyrainie odmienny profil metabolomiczny, ktory wyrainie uwidocznit sie na wykresach
rozrzutu w analizach gtownych sktadowych (PCA, ang. principal component analysis).

W drugiej czesci badan z wykorzystaniem drozdzy Doktorantka porownata dziatanie dwoch
pochodnych adamantanu: AMT i i RMT. Wykazata, 2e AMT jest metabolizowany walniej niz RMT i whasnie
ta wolniejszg biotransformacje wskazata jako przyczyne silniejszego i trwalszego wplywu na poziomy
aminokwasow aromatycznychi amin biogennyeh. Profil metabolomiczny drozdzy traktowanych RMT byl
zhlizony do kontroli, natomiast ekspozycja na AMT prowadzita do narastajgce] w czasie odpowiedzi
metabolicznej, uwidocznionej w analizie PCA. Doktorantka zidentyfikowala takie specyficzne markery
narazenia: jon m,z 135 (T 0.9 min) dla AMT i m/z 180,2 (T 10.6 min) dla RMT. Niestety nie przedstawik
widm fragmentacyjnych dla zidentyfikowanych markerdw, co bardzo ogranicza ich uiytecznosc -
mozliwosc wernyfikacjifwykorzystania markerdow przez innych badaczy. NajwaiZniejszym wnioskiem
phynacym z badan z pierwszego etapu prac badawczych mgr inz. Marianny Kostiny-Bednarz jest
potwierdzenie, fe to metabolity lekdw, a niekoniecznie same substancje macierzyste, mogg byt glownymi
sprawcami zaburzen metabolizmu wtornego. Opracowana procedura LC-MS/MS oraz wykorzystanie
drozdiy jako modelu pozwolity Doktorantce uchwycic te zaleinoscii stworzyly podstawe do przeniesienia
koncepcji badania metabolomu jako potencjalnego wskainika naraienia na bardziej zfozone uklady,
rosling uprawne.

W drugim etapie badan mgr inz. Marianna Kostina-Bednarz podjefa sig porownania wphwu
pestycydow syntetycznych i naturalnych na metabolizm zboz (pszenicy i jeczmienia) oraz zbadania losow
tych zwiazkdw w tkankach roslinnych. W tym celu rozszerzyta warsztat analityczny, obok chromatografi
cieczowe| sprzezone] ze spektrometrometria mas niskich rozdzielczosci zastosowala chromatografie
cieczowa sprzeiong ze spektrometriy mas wysokie] rozdzielczosci. W plerwsze] serii doswiadczen
pordwnata naturalny pestycyd HIN z syntetycznymi TBC i 2,4-D. Doktorantka przeprowadzita analize
celowana aminokwasdw i amin biogennych, analize niecelowany (metaboliczny odcisk palca) oraz
identyfikacje metabolitow pestycydow. Wykazala, ze TBC i 2,4-0D wywotujg silne, trwale zaburzenia
metabolizmu zhéi, m.in. dlugotrwale podwyiszone poziomy tyraminy i tryptaminy oraz wyrainie
odmienny profil metabolomiczny wzgledem kontroli. Z kolei HIN powodowat jedynie niewielkie i
przejiciowe zmiany. Doktorantka wykazata szybki spadek stezenia HIN w tkankach, wskazujgcy na duig
podatnost zwigzku na biodegradacje. Zaobserwowala takie rdinice miedzygatunkowe - jeczmien okazal
sie bardziej odporny na zaburzenia metaboliczne wywotane pestycydami syntetycznymi niz pszenica.

Dzieki zastosowaniu LC-HRMS Doktorantka zidentyfikowata dwa nowe metabolity 2,4-D oraz
siedemn metabolitow TBC w pszenicy, a ich kinetyka ujawnita fazowy charakter metabolizmu TBC =
metabolitami wczesnymi | pdinymi. W przypadku HIN stwierdzila obecnosc jednego metabolitu
(hinokininy), ktorego ilosc nie zmieniala sie w czasie.

W kolejnej serii doswiadczen mgr ini. Marianna Kostina-Bednarz oceniata dwa zwigzh
allelopatyczne, SCOP i UMB, jako potencjalne biopestycydy, rozszerzajge analize o parametry fizjologiczne
{stres oksydacyjny, zawartosc chlorofilu, uszkodzenia tkanek). Doktorantka twierdzi, fe metabolomiczna
analiza odcisku palca wykazala, 2e UMB wywoluje profil bardzo zblizony do kontroli | minimalnie zaburza



metabolizm, natomiast SCOP, mimo naturalnego pochodzenia, indukuje odpowiedZ zblizong do
syntetycznegofungicydu TBC, co sugeruje podobny mechanizm dzialania. Doktorantka podaje, te analiza
danych LC-HRM pokazata, ze UMB nie zakidca kluczowych szlakéw metabolicznych, lecz aktywuje
mechanizmy obronne rodlin - obserwowano wzrost stezen wybranych kwasdw thuszczowych, auksyn i
giberelin, a izoskopoletyne zidentyfikowano jako centralny metabolit koordynujacy cdpowied:z na UMB.
Wyniki te potwierdzity pomiary fizjologiczne: rodliny traktowane UMB wykazywaly niski poziom stresu i
brak istotnej fitotoksycznosci, podczas gdy TBC i 2,4-D wywohlywatly silng reakcje stresowg. Niestety
Doktorantka nie przedstawita w rozprawie tadnych wynikdw pomiardw ani wynikdw analiz PCA/PLS-DA
czy statystycznych dla tej serii eksperymentow (nie moina ich odnalei¢ w Rozdziale 3.2, ani w
opublikewanych pracach P3-P5; praca doktorska nie zawiera takie aneksu). Mie jest rdwniez jasne jak
uzyskano liste metabolitow (Zestaw |1, str.37). Nie przedstawiono zadnych danych, analizy danych, a
jedynie wnioski.

Doktorantka podsumowujac przeprowadzone w drugim etapie badania stwierdza: ,Ta
wielowarstwowa procedura analityczna potwierdzila, ze profilowanie metaboliczne stanowi czule i
wiarygodne narzedzie do oceny wplywu pestycyddw na organizmy zywe, umozliwiajac wykrycie
subtelnych zmian metabolicznych poprzedzajgeych objawy toksycznoici na poziomie fizjologicznym, co
potwierdza kluczowy role profilu metabolicznego jako czutego | wiarygodnego sygnalu analitycznego.”
{str.d4). Wniosek tem wykracza poza zebrane i prezentowane dowody. W jaki sposdb prowadzono
oceng/monitorowano  zmiany metaboliczne poprzedzajgce objawy toksycznosci na  poziomie
fizjologicznym? Co byto wskainikiem wystapienia toksycznosci? Czy stosowane dawki byfy toksyczne dla
badanych roslin?

W trzecim etapie badan mgr inz. Marianna Kostina-Bednarz zastosowala opracowang strategie
metabolomiczng do analizy rzeczywistych probek iywnodci, aby oceni, czy globalna odpowied:
metaboliczna rodlin moie stuiyé jako uniwersalny wskainik naratenia na pestycydy. 2 akredytowanego
laboratorium pozyskata probki owocow i warzyw, dla ktorych oznaczono zawartoic pozostatosc
pestycyddw, co pozwolito zakwalifikowac probki do dwdch grup, kontrolnej {pozostatoici poniiej MRL) i
badanej (pozostatosci powyiej MBL). Przeprowadzita analizy LC-MS/MS celowane i niecelowane, Zmiany
w stezeniach metabolitow oceniala rygorystycznie, za istotne uznawala jedynie te, ktore spebniaby
rownoczesnie kryteria statystycznejistotnosci (p <0,05)i krotnosci zmiany (|FC| = 2). Wytypowata panel
15 uniwersalnych biomarkerdw narazenia na pestycydy, ktorych profil zmienialsie w powtarzalnysposéb
niezaleinie od rodzaju badane] rosliny, Obejmuje on fitohormony stresu (kwas abscysynowy, salicylowy),
zwigzki fenolowe (kwas chlorogenowy, luteclina, skopoletyna) oraz poliaminy (agmatyna, putrescyna,
spermidyna), co fwiadczy o indukcji zloionej odpowiedzi na stres wywolany dziataniem pestycydow.
Doktorantka wskazata, Ze analiza sieci korelacji ujawnita, Ze agmatyna i putrescyna peinia role centralnych
hubdw regulujgcych odpowiedi metaboliczng, a analiza wzbogacania szlakéw wykazala zaburzenia w
biosyntezie aminokwasow rozgaltezionych, metabolizmie argininy/proliny i glutationu, jednoznacznie
wskazujgc na stres oksydacyjny i zaburzenia gospodarki azotowe]. Miestety analogicznie jak w przypadku
oceny zwigzkow allelopatycznych - SCOP i UMB - rownie? wtym przypadku Doktorantka nie przedstawita
wynikow pomiarow ani wynikow analiz PCA/PLS-DA czy statystycznych, w oparciu o ktdre sformutowata



whnioski. Jednoczesnie nie moina sie zgodzic z twierdzeniem Doktorantki, ze , Trojwymiarowy wykres PCA
na Rysunku 3 przedstawia wyraine grupowanie sie probek w klastry odpowiadajace poszczegolnym
gatunkom roslin (np. owoce cytrusowe, jabtka, truskawki) co potwierdzito, ie opracowana metoda jest
wystarczajaco czuta, aby wychwycic subtelne, ale charakterystyczne dla danej matrycy odpowiedzi
rmetaboliczne na stres wywolany pestycydami”™ (str. 47). Graf wskazuje tylko, ie wystepuja roZnice
miedzygatunkowe, ktére uwidaczniajg sig w profilu metabolicznym oraz Ze réinice wewnatrzgatunkowe
53 mniejsze niz miedzygatunkowe, Nie jest takie jasne jak uzyskano liste metabolitow (Zestaw [11, str. 37).

Konkludujge przeprowadzone prace badawcze Doktorantka dokonala integracji wynikow ze
wszystkich etapow - od organizméw modelowych po probki zywnosci - potwierdzifa centralng role szlaku
kwasu szikimowego | metabolizmu aminokwasdw aromatycznych jako gléwnego huba odpowiedzi na
stres ksenobiotyczny. Wykazata, ze metabolity z Zestawdw | - 1l tworzg spojny, silnie zintegrowary
system, a nie przypadkowy zbior zwigzkow, Wskazata, ie zidentyfikowany panel 15 metabolitow stanowi
realne urzeczywistnienie koncepcji wielowymiarowego wzorca metabolicznego, ktéry w sposob
uniwersalny | niezalezny od substancji sygnalizuje narazenie na pestycydy. Podsumowujac, opracowana
przez Doktorantke metoda ma potencjat aplikacyjny, moie shluzyc do szybkiego, przesiewowego
monitoringu bezpieczerstwa Zywnosci, opartego na ocenie stanu fizjplogicznego produktu, a nie tylko na
ornaczaniu pozostatosci pestycyddw. Wymaga jednakze intensywne] walidacji, w tym w szczegdlnosci
precyzyinego okreslenia poziomu fizjologicznego markerdw w roslinach nienaraionych na dziatanie
pestycydow.

W Rozdziale 3.4, rozprawy Doktorantka dokonata krytycznej analizy wyzwan metodologicznych |
strategii zapewnienia jakodei danych. Zidentyfikowala dziewiec kluczowych wyzwan, ktdre przedstawita w
formie tabeli (Tabela 2, str. 55) wraz z opisem problemu i zastosowanymi strategiamifrozwigzaniami. Jest
to bardzo wnikliwa analiza i wartoiciowa czesc pracy doktorskiej. W Rozdziole 4 przedstawita krotkie
podsumowanie i wnioski koncowe z badan oraz perspektywy dalszych badan.

Lektura rozprawy mgr inz. Marianna Kostina-Bednarz nasuwa kilka pytan i spostrzezen, ktore
kierujg ku uwadze Autorki.

Jako czwarte zadanie badawcze (str. 17) Doktorantka wskazata: ,Identyfikacja i charakterystyka
strukturalna kluczowych produktow transformacji badanych pestycydow oraz endogennych biomarkerow
efektu w tkankach rodlinnych, w celu poglebionego zrozumienia mechanizméw biochemicznych leigcych
u podstaw obserwowanej odpowiedzi metabolicznej [PS]”. W publikacji tej (Science of The Total
Environment 2025, 973, 179177) przedstawione 53 zidentyfikowane metabolity pestycyddw, nie ma
natomiast informacji o zidentyfikowaniu i charakterystyce strukturalnej endogennych biomarkerach
efektu dziatania badanych pestycydow. Dyskusja ogranicza sie do metabolitow, ktére oznaczono metodg
celowang. Bardzo prosze o przedstawienie listy zidentyfikowanych biomarkerow, wskazanie poziomu
identyfikacji, przedstawienie odpowiednio widm MS iflub M5/MS oraz chromatogramow wizualizujgcych
czasy retencji, roinice pola powierzchnifwysokosci pikéw pomiedzy badanymi warunkami (pestycyd vs
kontrola).



Widm M5, MS/MS, chromatogramow, okreslenia poziomu identyfikacji brakuje rowniel w
przypadku markeréw - metabolitéw endogennych zidentyfikowanych [(metodami niecelowanymi)
rowniez w pozostalych eksperymentach. Brakten z jednej strony uniemoiliwia ocene przebiegu procesu
identyfikacji z drugiejstrony ogranicza mozliwosc odtworzenia uzyskanych wynikow przez innych badaczy
(walidacje biomarkerow).

Doktorantka nie zdecydowata sie réwniez na prezentacje dla wiekszosci omawianych porownan
diagramow wulkanowych (ang. volcano plots) | grafow Venna (ang. Venn diogrom). Brak ten jest
szczegolnie odczuwalny w przypadku wynikow przedstawionych w rozdz. 3.3 oraz w pracy PS.

Doktorantka podczas analiz chemometrycznych (PCA, PCA-DA) skupia caty swoja uwage niemalie
wylgcznie na obserwacjach pomijajgc zmienne. Nie okresla liczby zmiennych, w oparciu o ktére buduje
model. Nie precyzuje czy z modeli wyklucza np. sygnaly pochodzgce od zwigzku badanego oraz jego
metabolitow. Nie prezentuje | nie analizuje np. wykresow fadunkéw (ang. loodings plots), wykresow
udziatu zmiennych [ang. contribution plots), wykresow waznoici zmiennych (ang. VIF, variable importance
in projection). Z tego wzgledu niemozliwe jest przeprowadzenie poglebione] oceny, czy wnioskowania
Doktorantki sa prawidlowe | poparte zgromadzonymi danymi | przeprowadzonymi analizami. Z opisow
metod wynika, Ze Doktorantka posiada dobre teoretyczne przygotowanie, jednak sposdb prezentac
wynikow nie pozwala zweryfikowac czy prawidlowo je zastosowata, Odczuwalny jest rowniez brak
informacji o parametrach jakosci modeli (R2, Q2).

W wykazie skrotow brakuje RSV,
W spisie tresci brakuje Rozdziatu 3.4,

Brakuje list zidentyfikowanych metabolitow, 2 okreslonym poziomem identyfikacji,
potwierdzajgoych widm i chromatogramaéw, wartosci FCi p.

Autorka wskazuje na zastosowanie PLS-DA, OPLS-DA, VIP (str. 61), jednoczesnie w tekicie
dysertacji nie mozna odnalei¢ przyktadéw wykorzystania tych analiz.

Rozwiniecie akronimu MRM (str. 25) jest nieprawidlowo przettfumaczone na jezyk polski.
Czy putapka jonowa jest spektrometrem wysokich rozdzielczosci (str. 25)7

Autorka pisze: \W wyniku polgczenia dwdch spektrometréow mas otrzymuje sie tandemowy
spektrometr mas, co umoiliwia uzyskanie szczegdlnie wysokie] rozdzielczodcl uktadu analitycznego. ” (str.
30). Prosze o wyjasnienie.

Co oznacza ina czym polega ,walidacja selekcji zmiennych” (str. 56)7

Prezentacja wynikdw na rysunku 15M w pracy P3 - nieczytelne stupki metabolitow o mafej
powierzchni piku (np. DA, NMN),

Czy do oceny liniowosci krzywej kalibracyjnej R jest wystarczajgce?

Czy niski odzysk CHD nie przyczynit sie do niezaobserwowania zmian ilosci CHD?



Rysunek 6a i 7a publikacja P4. Prosze o komentarz odnosnie statystycznejistotnosci wskazanych
markerow.

Autorka pisze “In this research, RMT's advantage of high water solubility was used to enhance
RSV's dissolubility and bioavailability (...) Meanwhile, the excessive solubility of RMT was properly
reduced.” {str. 13 artykul P4). Prosze o wyjasnienie.

.The OV gave precise results” (publikacja P5). Prosze o wyjasnienie.

Nieczytelne widma na rysunku 51, 52, 53 w publikacji P5. Prosze o przedstawienie czytelnych widm
oraz ich omowienie.

W publikacji P5 brakuje listy zidentyfikowanych metabolitdw wg procedury opisanej w punkcie
2.6. Post-ocquistion dota analysis (Supplementary Material, str. 9-10). Prosze o przedstawienie listy
zidentyfikowanych metabolitow wraz okredlonym poziomem identyfikacji, prezentacjy widm i ich
pordwnaniem z widmami w bazach (np. w formie odbicia lustrzanego).

W rozdziale 3.3, nie przedstawiono listy markerow wraz z okredlenym poziomem identyfikacji,
prezentacjg widm i ich pordwnaniem z widmami w bazach. Wyniki nie byly opublikowane, nie ma wigc
mozliowosci zapoznania sie z nimi. Zardowno widma, chromatogramy, grafy z analiz PCA, PLS-DA, itd. w
oparciu, o ktore wyciggnieto wnioski dla tej serii eksperymentow powinny zostac przedstawione w
dysertacji chod dla wybranych poréwnan, markerdw,

PowyzZsze uwagi i spostrzeienia cho¢ wskazuja na pewne niedoskonatosci pracy doktorskiej mgr
ini. Marianny Kostiny-Bednarz nie podwaiaja jej ogolne] wartosci merytoryczne] oraz spefnienia
wymogow stawianych rozprawom doktorskim.

Podsumowujge, Doktorantka trafnie zidentyfikowata interesujacy problem badawczy, klarownie
go przedstawita | poprawnie sformufowafa hipoteze giowng i szczegdtowe. Wiasciwie dobrata metody
badawcze, umiejetnie zaplanowata eksperymenty i przeprowadzita badania, ktore pozwolity jej
zweryfikowac postawione hipotezy. Wykazata, ze profil metaboliczny organizmu stanowi zrodio sygnalu
analitycznego, ktory umoiziwia kompleksows ocene skutkdw ekspozycji na ksenobiotyki. Wykazala sie
umiejetnoscia analizy i interpretacji danych, przygotowania manuskryptow publikacji naukowych do
druku oraz przeprowadzenia dyskusji naukowe).

Biorgc pod uwage wszystkie powyisze fakty i argumenty stwierdzam, Ze rozprawa doktorska mgr
inz Marianny Kostiny-Bednarz pt. ,Zmiany metabolizmu wtornego wybranych organizmow 2ywych jako
tradio sygnatlu w pomiarach analitycznych” przygotowana pod opieka promotorskg dr. hab. inz. Hanny
Barchanskiej, prof, PSidr ini. Joanny Plonki spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim zgodnie
z art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2024 roku, poz
1571), w zwiazku z czym wnosze do Rady Dyscypling Nauki Chemiczne Politechniki Slaskiej o nadanie
Autorce stopnia doktora nauk chemiczaych.

Fodpisana preez! Signed by
Emniig

8 Forns
Diats! Diste: 23,12 2025 03:14
m&zofir



