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DZIERANAT
SEKCJA ds. DOKTORANCKICH

Recenzja pracy doktorskiej p. mgr Dominiki Strzeleckiej pt. ,Jakosciowa i ilosciowa analiza nukleotydéw
0 znaczeniu biologicznym lub terapeutycznym przy uzyciu spektrometrii mas.”

Pracy doktorska p. mgr Dominiki Strzeleckiej pt. ,Jakoéciowa i iloéciowa analiza nukleotydéw o znaczeniu
biologicznym lub terapeutycznym przy uiyciu spektrometrii mas” podsumowuje wtasne wyniki badar
zaprezentowane w czterech juz opublikowanych pracach eksperymentalnych i jednej bedacej w
przygotowaniu. Kandydatka jest w trzech z tych prac pierwszym autorem. Wyniki byty prezentowane na 17
konferencjach, 11 razy w formie plakatu i 6 razy w formie prezentacji ustnej. Otrzymane rezultaty opisano
W opracowaniu przygotowanym w formie klasycznej rozprawy doktorskiej. Tres$é rozprawy zostata bardzo
precyzyjnie podzielona na niewielkie objetosciowo podrozdziaty, co znacznie ufatwia lekture tekstu.
Prezentacje wynikéw poprzedzono obszernym przegladem literaturowym i opisem stanu metodyki badarn
dobrze uzasadniajacym potrzebe podjecia przedstawionych dziatat w dobie olbrzymiego zainteresowania
oligomerami i polimerami nukleotydéw, a takie zmodyfikowanymi nukleotydami jako potencjalnymi
terapeutykami. Usystematyzowanie analityki dotyczacej nukleotydéw, w tym modyfikowanych, ktéremu
poswigcona jest praca, wydaje sie w sposéb oczywisty niezbedne. Spektrometria mas jest powszechnie
uzywana jako metoda referencyjna do analiz ilosciowych najrézniejszych zwiazkéw o znaczeniu
biologicznym, w tym nukleotydéw, niemniej doktorantka znalazta swoja niszg, zapetniajac poprzez swoja
prace istniejaca luke.

W pracy dokonano usystematyzowania aparatu analitycznego analiz jakosciowych i ilodciowych zwigzkéw
nukleotydowych i zaprezentowano przyklady zastosowar, zaréwno w badaniach o charakterze
poznawczym jak i aplikacyjnym. Prezentacja wynikéw skiada sie z dwéch czgsci, ktorych schemat
przedstawia rys. 32. Pierwsza cze$¢, opisana w rozdziale 5.3, dotyczy jakosciowej analizy nukleotyddw,
natomiast druga - ilosciowego oznaczania nukleotydéw w prébkach biologicznych takich jak ekstrakty
komérkowe czy mieszaniny po reakcjach enzymatycznych. Wynikiem pierwszego etapu byto
skonstruowanie wtasnego warsztatu badawczego w formie unikalnej bazy danych fragmentacyjnych 150
zwigzkéw i procedur pomiaréw ilosciowych MS. Wymagato to szeregu eksperymentow optymalizacyjnych,
nie tylko dotyczacych parametréw pomiaru MS, jak np. parametry Zrodta jondw, ale tei warunkdéw
chromatografii cieczowej i sposobu przygotowania prébek. W niektérych przypadkach przypisanie jonéw
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fragmentacyjnych, wymagato syntezy i analizy zwiazkow znakowanych izotopowo. Jako podstawg przyjgto
dogtebnie zanalizowane widma mono-, di- i trifosforanéw nukleozydéw, budujac na niej bibliotekg widm
poszczegdlnych ich modyfikacji i proponujac $ciezki fragmentacyjne. Na koniec przygotowano bazg danych
dostepna dla potencjalnych uzytkownikow, co samo w sobie stanowi znaczace osiggniecie. Cho¢ bazy
widm fragmentacyjnych juz istnieja, zawierajg one dane dotyczace niemodyfikowanych, naturalnie
wystepujacych nukleotydéw. Autorka potraktowata zagadnienie w sposob bardziej kompletny i korzystajac
2z dostepnych w grupie bibliotek zmodyfikowanych nukleotydéw opracowata dane dotyczgce 150
zwiazkéw, roéwniez izobarycznych i izomerycznych, co daje duio lepsze podstawy zrozumienia Sciezek
fragmentacyjnych. Cenna jest przeprowadzona weryfikacja stabilnosci wzorow fragmentacyjnych przy
zastosowaniu réznych warunkéw przygotowania probki i parametrow pomiaru MS i przy zastosowaniu
réznego typu spektrometréw mas (Sciex, QTRAP 3200, Orbitrap).

Zbudowany w ten sposéb kompletny aparat analityczny nie powstat z abstrakcyjnej potrzeby wypetnienia
luki, lecz z konkretnej potrzeby grupy badawczej. Stworzenie katalogu danych fragmentacyjnych i lepsze
zrozumienie tego procesu postuiyto do zaprojektowania metod LC-MS/MS do analizy metabolizmu
pronukleotydéw, nukleotydéw, analogdw nukleotydéw, analizy Sciezki degradacji struktury ,cap” (rozdz.
5.4) i fluorescencyjnych sond nukleotydowych (rozdz. 5.5) oraz proceséw degradacji mRNA od konca 3’ w
zaleinoéci od jego sktadu (rozdz. 5.6). Cho¢ procesowi degradacji mRNA poswiecono wiele badan,
pozostajg nadal biate plamy, ktére Autorka starata si¢ wypetni¢, na przyktad analizujgc wzajemna rolg
enzymoéw dekapujacych DepS i Fhit w degradacji struktury czapeczki (kapu) w komérce. Z kolei inzynieria
mRNA ma niebagatelne znaczenie aplikacyjne, co uzasadnia metody analizy proceséw efektywnosci
wbudowywania analogéw ATP przez polimerazy RNA w obrebie RNA, w szczegolnosci ogona poli(A) oraz
degradacji modyfikowanych wersji mRNA, majacych na celu uzyskanie produktéw o przediuionym czasie
zycia. Wykonane badania opisano jasno i przejrzyscie, z nielicznymi wyjatkami opisanymi ponizej.

Metabolizm wariantéw czapeczki badano w ekstraktach komdrek HEK293, sledzac czasowe zmiany
sygnatéw MS znakowanych izotopowo substratéw i metabolitow w obecnosci i nieobecnosci selektywnych
inhibitoréw enzyméw degradujgcych (rozdz. 5.4). Wyniki pozwolity zaproponowac sciezkg degradacji tej
struktury korica 5 mRNA. Podobnie, $ledzac wzgledne ilosci odpowiednich jonéw fragmentacyjnych
analizowano stabilnoé¢ potencjalnych prolekéw - nukleotyddw modyfikowanych tryptaming i
nukleotydowych sond fluorescencyjnych (rozdz. 5.5). Rozdziat 5.4.3 wbrew tytufowi nie zawiera informacji
o optymalizacji parametréw pomiarowych MS zwyczajowo przeprowadzanych w procedurach MRM celem
uzyskania jak najwiekszej czutoéci, leczy jedynie opis doboru metody LC. Czy optymalizacja parametrow
MRM byta prowadzona i jakie parametry optymalizowano?

Kolejnym kierunkiem badawczym (rozdz. 5.6) byta metodyka analizy sktadu produktéw syntezy mRNA
wykonywanej z udziatem modyfikowanych nukleotyddéw, szczegélnie umieszczonych w obrebie ogona
poli(A). Poréwnywano preferencje substratowe polimeraz uzywanych do transkrypcji in vitro poprzez
analize sktadu produktéw poddanych degradacji enzymatycznej. Metoda ta zostata tez uzyta do oceny
stabilnoéci mRNA modyfikowanych na korcu 3’ po to, by uzyskiwac¢ konstrukty o zwigkszonej
stabilnoéci/wydajnosci  translacyjnej. Badano efektywnos¢ degradacji rdéinej diugosci mRNA z
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wbudowanymi modyfikowanymi nukleotydami. W tym celu opracowano metodyke LC-MS oznaczeri
ilosciowych przewidywanych nukleotydowych produktéw degradacji réznymi enzymami. Zastosowano
analizg ilosciowg z uiyciem kalibracji wewngtrznej znakowanymi izotopowo wariantami nukleotyddw.
Prezentacja wynikéw analiz iloéciowych nie jest jednak spojnie i konsekwentnie stosowana w toku
rozprawy. Na rysunkach 48,49,50,51 stosuje sie miare ~Wzgledne intensywnosci”. Potem, w rozdziale
5.5.1 w analizie pronukleotydéw w ekstraktach komérkowych”, na osi pionowej w rys. 54 pojawia sie
wartos¢ ,Wzgledne ilosci”, obliczone jak zadeklarowano na podstawie przygotowanych krzywych
kalibracyjnych. Nie podano jednak ,wzgledem czego”, nie podano te: jakie krzywe kalibracyjne tu
stosowano i jak prowadzg one do uzyskania wartoéci okreslanej jako ,Wzgledna iloé¢”. Opis przygotowania
krzywych kalibracyjnych dla zwigzkéw 25-32 mozna znalesé na str. 134 w rozdziale 7.4.5-6, gdzie pokazano
na rys. 70 krzywe kalibracyjne dla tych zwigzkéw. Forma krzywych kalibracyjnych z rys. 70 nie jest zgodna z
opisem podanym w rozdziale 7.4.5, gdzie podano, ie podczas tworzenia krzywej odktadano na osi
pionowej stosunek stezer analitu i znakowanego izotopowo wzorca (nie podano tu jakiego), a na poziomej
stosunek intensywnosci sygnatu analitu i wzorca. Nalezatoby sie spodziewa¢, ie takie wartoéci znajda na
rys. 70 na str. 134 i ze na rys. 54 na osi pionowej znajdzie sie albo stgZzenie analitu (bo okresleniu stezenia
analitu temu stuzy uzycie krzywej kalibracyjnej), albo chociai wartoéé stosunku stezenia analitu do wzorca,
bo tg wartos¢ odczytuje sig zazwyczaj wprost z krzywej kalibracyjnej. Tymczasem na rys. 70 i 54 sg inne
wartosci, w dodatku réine, na rys. 70 to , Intensywnoéé sygnatu”, tak jakby nie uwzgledniano tu wzorca, a
na rys. 54 ,Wzgledne ilosci”. Rys. 70 wydaje sie pokazywaé jedynie zaleznoé¢ stezeniowsa sygnatu
podanych zwigzkéw (na rys. 32 i rys. 70 oznaczonych dla odmiany liczbami 1-7) w odniesieniu do m’GDP,
ktdre mozna uzyskiwac bez udziatu wzorca wewnetrznego. Z kolei rys. 54 prezentuje , Wzgledne iloéci” jak
nalezy sig¢ domysla¢ podane wzgledem poczatkowego stezenia/sygnatu?? substratu, a nie stezenia, ktérych
nalezatoby oczekiwaé. Wyzej podniesione niejasnoéci co do sposobu zastosowania wzorca wewnetrznego
dla uzyskania tego rezultatu nalezatoby wyjasni¢ podczas obrony. Tym bardziej, ze krok dalej, narys 58 D i
rozdz. 5.6.2.2 znajduje sig opis przygotowania krzywej kalibracyjnej w petni prawidfowy, podano jakie
zwigzki byly uzyte w charakterze wzorcéw i na rys. 63 podano na osi pionowej stgzenia analitow.

Na str. 106 z kolei okreslono optymalne stezenie enzymu degradujacego SVDPE na 3uM/ml, podczas gdy
na nastgpnej stronie stosuje sig 9 uM(??)/ml, czyli jak sie mozna domyélaé 9ug/ml., ktére jak wynika z
informacji podanej na stronie poprzedniej (rys. 61C) prowadzi do nadmiernej desulfurylacji AMPS. Ta
niekonsekwencja tez prosi sie o wyjasnienie.

Nastepna niekonsekwencje wypada odnotowaé na str. 111 gdzie podano, ze obie metody pomiaru
diugosci poli(A), z uzyciem zeli (panel A,B rys. 64), lub LC-MS (panel E,F rys 64) powinny szacowacé érednig
diugos¢ produktu i by¢ wzgledem siebie komplementarne. Na stronie 112 doktorantka zmienia definicje i
stwierdza, ze obie metody jednak mierza odmienny parametr - zele dominujgcg diugoéé ogona, a LC-MS —
warto$¢ érednig, ta definicja jest spéjna z obserwowanymi duzymi réznicami.

Co oznacza definicja cAMP, cGMP jako stezenia AMP, GMP w RNA? Stezenie zazwyczaj stuzy jako miara
ilosci w objetosci i jest tak mianowane.
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Ostatnie zdanie na str. 117 wymagaloby jednak wyjasnienia, do ktdrych danych ta informacja sig odnosi.
6% zwartoéci ATPaS mogloby odnosi¢ sig do stupka 9:1 na rys 66 B, dla ktérego spadek wydajnosci
degradacji pokazany na rys. 69 A jest znaczny, ale trudno w tym przypadku méwi¢ o ,niemal catkowitej
odpornoéci na degradacje”.

Z recenzenckiego obowiazku nalezy tez odnotowac kilka drobnych uchybier opisu spektrometrii mas i
procesu pomiaru mas, ktéry jest miejscami uproszczony i nieprecyzyjny. Ruch jonow wewnatrz
spektrometru nie polega tylko na ich przyspieszaniu, pominigto istotne nowe typy analizatoréw, ktére
scalajg funkcje analizy i detekcji w jednym, np. rys 15 nie uwzglednia kluczowych obecnie analizatorow tj.
ICR i Orbitrap. Pojawiaja sie one dopiero na str. 45. Rys. 18 -do kompletu wypadatoby wspomnie¢ jeszcze
o Parallel Reaction Monitoring. Zdanie , Wyselekcjonowane jony trafiajg do detektora, ktérym najczesciej
jest powielacz elektronowy” tez jui jest mylace, bo w bardzo wainych najnowszych konstrukcjach nie ma
juz wydzielonego detektora. Zdanie ,Analizator TOF umoiliwia najszerszy zakres pomiaru masy od kilku Da
do ponad 100 kDa” brzmi nieprofesjonalnie w obliczu mozliwych pomiaréw mas przekraczajgcych 1 MDa
w trybie Native. ,ESI posiada wiele zalet takich jak mozliwos¢ analizy masy matych i duzych czasteczek (do
70 000 Da), pikomolowa czuto$¢” — skad te informacje, mierzy sig masy o wiele wieksze z lepsza czutoscia.
O komorze kolizyjnej: ,Zachodzi tam zjawisko dysocjacji indukowanej kolizyjnie (collision induced
dissociation, CID).” — tak jakby CID byt jedyng metoda fragmentacji. ,IM5 pozwala na pomiar zaréwno
masy, jak i wielkosci biomolekut w fazie gazowej, przez co mozliwe jest okreélenie struktury przestrzennej i
stabilnoéci pojedynczych czasteczek, a takie duzych wielosktadnikowych komplekséw.” Co autorka ma na
myéli méwiac o okresleniu struktury przestrzennej na podstawie pomiaru przekroju czynnego, wartos¢
przekroju czynnego nie pozwala na ,okresdlenie struktury przestrzenne]” - brak tu precyzji.

Angielskie ,electrospray” spolszcza sig zazwyczaj jako elektrorozpylanie a nie elektrosprej. W streszczeniu
angielskim ttumaczenie wydaje sie czasami nieporadne: “mRNA carries codes from the DNA in the nucleus
to the sites of protein synthesis in the cytoplasm.” jako odpowiednik: ,Funkcja mRNA jest przenoszenie
informacji genetycznej z DNA na sekwencje peptydéw”. Albo: Linstrumental in understanding natural
metabolic processes as well as disease diagnostic and discover their therapeutic properties.” jako
odpowiednik: ,..pozwala na lepsze poznanie ich Sciezek metabolicznych, funkcji biologicznych i
potencjalnych wtasciwosci terapeutycznych.”

W podpisach pod rysunkami Autorka czesto uzywa formy ,Na podstawie”, co sugeruje modyfikacje tych
rysunkéw. Informacja ,Rysunek z pracy...., z modyfikacja” usunefaby tg watpliwos, jesli bez, to po prostu
»Rys zaczerpnieto z pracy...”.

Powyisze uwagi dotycza warstwy prezentacyjnej, czy redakcyjnej pracy, w najmniejszym stopniu
nie wplywaja na bardzo pozytywng ocene merytoryczng pracy. Przedstawiony zestaw badan jest
ponadstandardowo obszerny, stanowi logiczny ciag bardzo waznych dzialan, od przygotowania narzedzi
badawczych do ich wykorzystania dla uzyskania wainej nowej wiedzy podstawowej, ale tez informacji o
aplikacyjnym charakterze. W podsumowaniu, pani mgr Dominika Strzelecka uzyskata rezultaty o istotnej
wartoséci, obrany kierunek niewatpliwie bedzie rozwijany w przysztosci. W przedstawionej rozprawie
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Autorka jasno opisafa uzyskane rezultaty. Powyisza ocena pozwala wnioskowa¢ o dopuszczenie p. mgr
Dominiki Strzeleckiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jedynie niespetnienie kryterium
»odkrycia naukowego”, jedyna publikacja ktéra opisuje stricte odkrycie naukowe jest dopiero w
przygotowaniu, nie pozwala na wnioskowanie o wyréinienie rozprawy, wartej tego ze wzgledu na
systematycznos¢ ujecia wainego obszaru badawczego, ktérego rezultaty zaowocujg w przysztosci i
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