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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Dominiki Strzeleckiej pt.
“Jakosciowa i ilo§ciowa analiza nukleotydéw o znaczeniu biologicznym Iub

terapeutycznym przy uzyciu spektrometrii mas”.

W obecnych czasach w wielu o$rodkach naukowych na calym $wiecie bardzo
dynamicznie rozwijane s badania na styku biologii, chemii i fizyki. Dzieje sie tak
glownie dlatego, ze wyniki takich badan niosa ze soba ogromny potencjal aplikacyjny.
W t¢ tematyke badawcza bardzo dobrze wpisuja si¢ réwniez badania Zwigzane ze
strukturg, stabilnoscia i mozliwym przebiegiem reakcji nukleotydéw. Ostatnie —
pandemiczne czasy jednoznacznie pokazuja, ze badania tego typu obiektow sg
niestychanie istotne. Mozna tu wspomnie¢ sprawe wytworzenia i podawania ludziom
szczepionek przeciw covid-19 na bazie mRNA. Choéby z tego powodu badania mRNA,
jego stabilnosci i potencjalnych produktéw rozpadu sa niezwykle interesujace i wazne.

Nie inaczej rzecz si¢ ma z badaniami mgr D. Strzeleckiej. Doktorantka zajmuje
si¢ badaniami nukleotydéw - molekut uczestniczacych w syntezie kwasow
nukleinowych, kt6re biorg udziat w ekspresji genu. Aktualny stan wiedzy na temat tych
zwigzkéw jest ciggle niekompletny i wymaga dalszych badan. Nalezy pogratulowaé
Doktorantce, ale rdwniez i Promotorowi prof. dr. hab. Jackowi Jamielitemu intuicji
badawczej i doskonalego wyczucia czasu z wstrzeleniem sie w tematyke badawczg i
wykonaniem prezentowanych w rozprawie badan.

W rozprawie wiele miejsca poswigca sie réwniez technice badawczej -
spektrometrii mas. Technika ta umozliwia stosunkowo latwe rozpoznanie, zaréwno pod
wzgledem ilosciowym jak i jakosciowym analizowanej substancji. Dzieki opracowaniu
nowych metod jonizacji tzw. ,,migkkiej jonizacji” spektrometria mas umozliwia badanie

duzych molekul o masach siegajagcych nawet kilku milionow jednostek mas



atomowych. Jesli dodamy tu réwniez duza czuloéé techniki to jest to wrecz idealne
narzgdzie do badan zaréwno DNA, RNA jak i zwigzkéw wehodzacych w ich sklad, co
tez zostalo wykorzystane w prezentowanych w rozprawie badaniach.

Przedstawiona do oceny rozprawa obejmuje 151 stronic. Praca sklada sie z 8
gléwnych rozdziatéw, w ktorych umieszczone s3: streszczenie, opis celow pracy,
przeglad dotychczasowej wiedzy dotyczacej badanych obiektéw i ich biologiczne
znaczenie, opis metod badawczych, wyniki badan, ich dyskusja i wnioski. Dodatkowo
W pracy umieszczono réwniez listy skr6tow oraz odno$nik6éw literaturowych. Rozprawa
zawiera rowniez 5 tabel i 70 wykresow i schematéw, ktére dodatkowo ilustruja temat
pracy.

Bibliografia skiada si¢ z 232 pozycji Zrodlowych bezposrednio zwigzanych z
problemami rozwazanymi w pracy. Zdecydowana wigkszos$é publikacji ukazata sie¢ w
ciggu ostatnich 10 lat. To pokazuje, ze temat pracy jest bardzo aktualny, wciaz nie do
korica poznany i interesujg si¢ nim inne grupy naukowe. Dokonania publikacyjne mgr
D. Strzeleckiej s3 imponujgce — jest ona wspélautorem 7 publikacjii w
mig¢dzynarodowych periodykach oraz 10 komunikatéw konferencyjnych.

Jednym z gléwnych celow rozprawy bylo opracowanie metod umozliwiajacych
na podstawie widm fragmentacyjnych rozpoznanie zwiazku ulegajacego jonizacji. Na
podstawie otrzymanych rezultatéw stworzono bazy widm pozwalajacych na latwa
identyfikacj¢ nukleotydéw. Kompleksowe badania RNA i mRNA wraz z rozwinigciem
metodyki masowo-spektrometrycznych badan degradacji mRNA oraz wplywu na
metabolizm mRNA kilku substancji, a takze analiz skladu modyfikowanych mRNA,
byly kolejnym celem Doktorantki. Trzeba tu nadmieni¢, ze pomimo wysoko
zawieszonej poprzeczki mgr D. Strzelecka znakomicie poradzita sobie z postawionymi
na poczatku swojej pracy zadaniami.

W rozdziale trzecim Autorka dokonuje przegladu wiadomosci odnoszacych sie
do obiektow swoich badan — nukleotydéw. Przedstawiono tu podstawowe informacje
dotyczace budowy strukturalnej oraz funkcji nukleotydéw w organizmie. Bardzo wazne
z punktu widzenia biologii jest réwniez to, ze opisano tu rowniez rozne modyfikacje
nukleotydéw i ich znaczenie w funkcjonowaniu organizmu. Modyfikacje takie moga
prowadzi¢ do zaburzen w biosyntezie innych nukleotydow oraz ich dziatania
koenzymatycznego. Modyfikacje w obrebie DNA lub RNA mogg takze powodowaé
zaburzania w procesach transkrypcji i translacji gendéw, przez co powodowaé réznego

typu dysfunkcje komérkowe czy powstanie nowotworu. Zmodyfikowane nukleotydy sa



tez markerami choréb. Modyfikacje mogg rowniez nada¢ nukleotydom zupelnie nowe
funkcje — np. terapeutyczne. Jedna z czestszych modyfikacji nukleotydéw jest ich
metylacja oraz przylaczenie protonu i tymi modyfikacjami zajmuje sie miedzy innymi
Doktorantka w swoich badaniach. W rozdziale tym Autorka odnosi sie takze do budowy
oraz znaczenia mRNA, w szczegdlnosci jego koficow (5° — kapu, 3’ — ogona poli(A)).
Zwhlaszcza kap jest kluczowym elementem w procesach ekspresji genu. Doktorantka
opisuje tu réwniez sposob dziatania mRNAw komérce. Rozdziat ten jest napisany z
bardzo duza rozwaga i przybliza czytelnikowi molekuly bedace przedmiotem badan.
Niemniej jednak ze wzgledu na dos¢ liczne pojecia zwigzane z chemia czy biologia dla
tatwiejszej — przyjemniejszej lektury pracy przydalby sie tu krotki stowniczek
zawierajgcy objasnienia podstawowych pojeé takich jak np. fosforylacja, splicing,
depurynacja itp.. Pani mgr D. Strzelecka, jak widaé z tresci rozprawy, doskonale
orientuje si¢ w tych pojeciach, ale rozprawa moze réwniez ,,wpas$é w rece” 0sob spoza
dziedziny nauki jakg zajmuje si¢ Autorka, a wtedy mogg pojawi¢ si¢ problemy z
pelnym zrozumieniem tresci rozprawy. Tresci rozdzialu sa réwniez doskonale
zilustrowane poprzez szereg rysunkéw, ktére moim zdaniem ze wzgledu na ilogé
informacji w nich zawartych w niektorych przypadkach powinny byé odrobing wigksze
— zbyt mala czcionka sprawia, ze niektore wzory strukturalne zwiazkow, sa mato
czytelne.

Rozdzial czwarty to opis metodyki badan. Rozdziat ten jest uzupekniony przez
rozdzial 7 — czg$¢ eksperymentalng na koncu pracy, w ktérym w szczegélach opisano
procedury zwigzane z preparatyka probek. Przedstawiono tu idee dzialania spektrometru
mas, a takze przyblizono metody jonizacji probek i analizy powstatych w zrédle jonéw.
Autorka opisuje tu réwniez zastosowania réznych technik spektrometrii mas w kilku
dotychczasowych badaniach nukleotydéw prowadzonych w innych osrodkach.
Najwigcej uwagi poswiecg stosowanej przez siebie metodzie, a mianowicie polaczenia
chromatografii cieczowej ze spektrometrem mas ze zrodlem jondéw typu elektrospre;.
Mimo, Ze rozdziat ten zawiera obrazowy opis metodyki badaf to czuje troche niedosyt
w tym opisie zwigzany z brakiem szczegdléw uzywanej aparatury. Rozpisanie kanatéw
reakcji jonizacji prowadzacych do powstania jonéw dodatnich jak i ujemnych
zdecydowanie ulatwiloby interpretacj¢ otrzymanych widm masowych. Czytelnik
otrzymalby réwniez dodatkowg informacjg o skomplikowanych procesach
zachodzacych w Zrédle jonow. Roéwniez opis dziatania kwadrupola jest dosy¢ skapy — w

moim odczuciu nie byto potrzeby podawania rownan 5 i 6 bez ich gruntownej analizy.



Parametry a, i qu wystgpujace w tych réwnaniach prawdopodobnie przez przeoczenie
Jednego stowa opisano jako dotyczace stabilnosci jonéw, a nie trajektorii ruchu. Szkoda
rowniez, ze Doktorantka nie opisala dzialania aparatury w trybach pomiaru jonéow
dodatnich i ujemnych. Brak tych szczegoléw sprawia, ze pojawia si¢ tu sie kilka
dodatkowych pytan. Co miata na mysli Autorka piszac o przylozonym napieciu do
kapilary 700V do 5kV (str. 44)? Co oznacza czas pojawiajacy si¢ w opisie metody
pomiarowej na wykresach z rysunku 18. Czy metoda HILC i HILIC (strona 52 i 53) to
te same metody?

Rozdzial 5 jest oryginalnym wkiadem pani mgr D. Strzeleckiej do dziedziny
nauki, ktérg Autorka si¢ zajmuje. Przeprowadzone badania zostaly bardzo starannie
zaplanowane jak i wykonane — schemat na rys 32. Badania Doktorantki mozna
podzieli¢ na dwie podstawowe czgsci. W czesci pierwszej Autorka zajeta sie badaniem
znanych nukleotydéw oraz ich zmodyfikowanych analogéw. Dzigki tym badaniom
poznata $ciezki fragmentacji nukleotydéw. W otrzymanych widmach masowych mozna
rozpozna¢ wierzchotki pochodzace od poszczegolnych czgsci nukleotydéw. Co bardzo
wazne sciezki fragmentacji tych zwigzkéw zostaly dodatkowo zweryfikowane podczas
badan nukleotydéw oznaczonych izotopowo - zsyntetyzowanych przez Autorke. Warto
doda¢, ze metoda syntezy zwigzkoéw znakowanych izotopowo zostala réwniez
opracowana przez mgr D, Strzelecka. Wyniki z tej czgéci badan staly sie¢ podstawa do
stworzenia bazy danych (msTide) z widmami fragmentacyjnymi dla ponad 150
nukleotydéw. Baza jest ogélnie dostgpna i umozliwia szybka identyfikacje zwiazkow
otrzymanych podczas syntezy w innych eksperymentach, wybranych metabolitow
lekéw nukleotydowych czy modyfikacji w obrebie nukleotydéw. Jest to bardzo
uzyteczne narzgdzie mogace by¢ pomocne np. w projektowaniu nowych nukleotydow o
potencjale terapeutycznym oraz mRNA o dluzszym czasie degradacji.

Réwnie cenne sa wyniki drugiej czesci badan, dotyczacych analizy nukleotydéw
w probkach biologicznych. Pani mgr D. Strzelecka w ramach rozprawy zajmowala si¢
zagadnieniami zwigzanymi z metabolizmem mRNA (z zaangazowaniem kofcow 3’ i
5’) w procesach komorkowych. Analizowala rowniez naturalne metabolity,
pronukleotydy i inne zwigzki uczestniczace w procesach komoérkowych. W tych celach
Doktorantka opracowala dedykowane metody LC-MS/MS pozwalajace na analize
odpowiednich molekut. Opracowanie tych metod wigzalo si¢ z rozpracowaniem reakcji
syntezy np. kapu oraz potencjalnych metabolitéw znakowanych izotopowo. Bardzo

cenne wydajg si¢ obserwacje dotyczace dzialania enzyméw DcepS i1 Fhit - prowadzace



do degradacji kapu. Autorka zaproponowala mechanizm degradacji kapu podczas
dziatania DcpS gdyz okazalo sig, Zze ten enzym ma decydujgce znaczenie w procesie
rozpadu kapu. Wyniki te sa bardzo istotne z punktu widzenia projektowania analogéw
nukleotydow o lepszych parametrach zwigzanych z ich degradacja. W dalszej czesci
rozprawy przedstawiono wyniki badafn modyfikacji w wigzaniach 5’ i 3° mRNA.
Waznym wnioskiem z tych badan jest to, ze mRNA zawierajace modyfikacje w ogonie
poli(A) sg bardziej odporne na degradacje¢ co rGwniez moze mie¢ znaczenie aplikacyjne.

Wysoki poziom merytoryczny tej czesci pracy s$wiadczy o bardzo dobrej
znajomosci Autorki zarowno tematyki badawczej jak i metodyki wykonywania
pomiaréw przy uzyciu skomplikowanej aparatury masowo-spektrometrycznej.

Dodatkowo z obowigzku recenzenta chcialbym przedstawi¢ pare pytan
dotyczacych niescistosci dostrzezonych w tej czeéci rozprawy, a ktére wymagaja
wyjasénienia: Co oznacza energia kolizji (str. 70) i w jaki sposdéb mozna jg zmieni¢?
Jakie jest znaczenie skrétéw u, i LOQ uzytych w tabeli 3?7 Co znaczy wyrazenie
»~wyczerpujaca degradacja” (str. 106)?

Podsumowujgc, rozprawa prezentuje bardzo wysoki poziom tresci, a
zastosowana metodologia w pelni odpowiada przedmiotowi i celowi pracy. Autorka
potrafi analizowa¢ uzyskane przez siebie wyniki, a dyskusja odnosi si¢ takze do innych
wynikéw z literatury. Uzyskane wyniki sa bardzo wazne, oryginalne i niosg ze soba
ogromny potencjal aplikacyjny. Wszelkie, wymienione W niniejszej recenzji
niedociggniecia zauwazone w rozprawie oraz drobne bigdy edytorskie (literéwki) maja
raczej niewielkie znaczenie i nie majg wigkszego wplywu na jakos¢ pracy.

Z pelnym przekonaniem stwierdzam, Ze recenzowana praca zatytulowana
“Jako$ciowa i iloSciowa analiza nukleotydow o znaczeniu biologicznym lub
terapeutycznym przy uzyciu spektrometrii mas” autorstwa mgr Dominiki
Strzeleckiej spelnia z naddatkiem wszystkie wymagania dotyczgce rozpraw
doktorskich opisanych w Ustawie o stopniach i tytulach naukowych w dziedzinie
nauki i sztuki z 14 marca 2003 r., wraz z kolejnymi zmianami (Dziennik Ustaw, 21
czerwea 2016 r.). Biorgc powyisze pod uwage, skladam wniosek do Rady
Naukowej Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu Warszawskiego o przyjecie
rozprawy zlozonej przez mgr Dominike Strzelecks i dopuszczenie jej do dalszych
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etapow przewodu doktorskiego.



