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Recenzja

pracy doktorskiej Pani mgr Dominiki Strzeleckiej pt. ,Jakosciowa i ilosciowa analiza
nukleotydow o znaczeniu biologicznym lub terapeutycznym przy uzyciu spektrometrii mas”

Ocena wyboru tematyki badawczej

Pani mgr Dominika Strzelecka wykonata prace doktorskg pod opiekg Pana profesora dr
hab. Jacka Jemielitego oraz Pani dr hab. Joanny Kowalskiej w Zaktadzie Biofizyki Instytutu Fizyki
Doswiadczalnej Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego. Tematyka recenzowanej pracy
Jest scisle zwigzana z prowadzonymi w tym instytucie od wielu lat badaniami w zakresie syntezy
modyfikowanych nukleotydéw (w tym znakowanych) oraz RNA o znaczeniu biologicznym, jak
rowniez syntezy analogéw korca 5' i 3' mRNA oraz ich wykorzystania w badaniach procesu
ekspresji informacji genetycznej.

Istota podjetego problemu naukowego jest poznanie i zrozumienie Sciezek
metabolicznych, funkcji  biologicznych i potencjalnych  wiasciwosci  terapeutycznych
syntetycznych analogow nukleotydéw oraz kwaséw nukleinowych. Jest to bardzo aktualna
tematyka badawcza. Zgtebienie wiedzy z tego zakresu zainspirowato Doktorantke do podjecia
badan, ktérych podstawowym celem byta analiza jakosciowa nukleotydéw, jak réwniez
opracowywanie metod bazujagcych na wykorzystaniu techniki chromatografii cieczowej
sprzgzonej ze spektrometrig mas (LC-MS) do badania metabolizmu i przemian pronukleotyddw,
nukleotydow, analogow konca 5° mRNA, 3" mRNA oraz syntetycznych RNA. Zastosowanie
opracowanych metod miato na celu m.in. zweryfikowanie wptywu réznych inhibitoréow biatek na
metabolizm mRNA; okreslenie efektywnosci wbudowywania analogéw ATP w strukture RNA;
zweryfikowanie specyficznosci substratowej polimeraz RNA; okreslenie sktadu modyfikowanych
MRNA otrzymywanych w reakcjach transkrypcji in vitro; monitorowanie postepu biodegradacji
fluorescencyjnych sond molekularnych. Jest to praca o charakterze interdyscyplinarnym
z pogranicza chemii organicznej (synteza nukleotydéw), chemii analitycznej (opracowywanie
metod oznaczania badanych zwigzkéw) oraz biologii i biochemii (badanie metabolizmuy,
badania ekstraktow komorkowych, degradacji enzymatycznej). Dla mtodego naukowca stanowi
to zapewne wyzwanie, gdyz musi on posigs¢ wiedze z roznych dziedzin. Uwazam, ze Pani mgr
Dominice Strzeleckigj sie to udato.

Ocena formalna i merytoryczna pracy

Z formalnego punktu widzenia oceniana rozprawa doktorska zawarta jest na 151
stronach maszynopisu i ma postac klasycznej rozprawy, ktorej estetyka szaty graficznej
zastuguje na wyrdznienie. Opracowanie obejmuje 7 podstawowych czesci, do ktérych naleza:
streszczenie, cele, przeglad literaturowy, metodyka, wyniki badan wiasnych z ich oméwieniem,
podsumowanie, czes¢ eksperymentalna, literatura. Praca jest ilustrowana wykresami,
schematami i tabelami. Na podkreélenie zastuguje dobra jako$é opracowania wynikéw.
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Obejmujacy 46 stron przeglad literaturowy Doktorantka poswiecita m.in. opisowi
budowy i znaczenia biologicznego i terapeutycznego nukleotydéw, ze szczegélnym
uwzglednieniem modyfikacji nukleotydéw do celéw terapeutycznych. W kolejnej czesci pracy
Pani mgr Dominika Strzelecka przedstawita zagadnienia zwigzane z budowa, synteza
I znaczeniem biologicznym mRNA, a zwiaszcza whasciwosciami konca 5 i 3'. Ciekawym
podrozdziatem jest omoéwienie $ciezek degradacji mRNA, co jest bardzo istotne w kontekécie
projektowania, syntezy i stosowania stabilizowanego mRNA, a co byto jednym z zatozen
recenzowanej pracy doktorskiej. Z tego wzgledu uzasadniony jest przeglad literatury dokonany
przez Doktorantke, a poswiecony znaczeniu biologicznemu i terapeutycznemu analogéw kapu
oraz mRNA, ktére to powinny stac sie konkurencyjne w stosunku do czasteczek naturalnie
wystepujacych w komorkach. Nalezy podkresli¢, ze oméwiona cze$¢ pracy doktorskiej jest
swego rodzaju wyjasnieniem przestanek, ktére zainspirowaty Pania mgr Dominike Strzelecka do
wyboru tematyki badawczej. W zwiazku z tym, ze analogi nukleotydéw, jak i modyfikowane
RNA maja duze znaczenie terapeutyczne i biologiczne istnieje potrzeba udoskonalania metod
analizy tych zwigzkéw w réinego rodzaju matrycach. Z tego wzgledu Pani mgr Dominika
Strzelecka krotko opisuje techniki wykorzystywane do badania nukleotydéw, oligonukleotydéw
i MRNA, ze szczegdlnym uwzglednieniem LC i MS, ktére to techniki byty jej podstawowymi
narzedziami analitycznymi w czasie realizacji pracy doktorskiej. Catos¢ zamyka obszerny
przeglad dotychczasowych wynikéw badan kwaséw nukleinowych i nukleotydéw za pomoca
LC-MS. Jest to zdecydowanie najciekawsza cze$¢ przegladu literaturowego, ktéra zapewne
wymagata od Doktorantki duzego naktadu pracy, ale efekt nalezy oceni¢ wysoko. Ta czes¢ pracy
doktorskiej jest przygotowana starannie i stanowi bardzo dobre wprowadzenie do badan
wiasnych mgr Dominiki Strzeleckiej. Dobér tresci éwiadczy o dobrym rozeznaniu Doktorantki
w literaturze z zakresu prowadzonych badan.

Nastepny rozdziat pracy ,Badania wiasne” to opis przeprowadzonych badan wraz
z interpretacja uzyskanych wynikow. Wszystkie eksperymenty zostaty nalezycie opisane,
a przedstawiony materiat badawczy jest bardzo szeroki i stanowi $wietna podstawe do dyskusji
i wnioskow. Autorka rozpoczyna od przedstawienia szczegdtowych wynikéw badan fragmentagji
nukleotydow za pomocg MS. Podkreslic nalezy naktad pracy Doktorantki podczas badar
wptywu roznych warunkéw na fragmentacje, a nastepnie podczas analizy uzyskanych widm
fragmentacyjnych niemodyfikowanych mono-, di- i trifosforanéw nukleotydow oraz ich
modyfikowanych analogéw. Efektem zmudnej pracy jest nie tylko zdobycie wiedzy, ktéra
Doktorantka wykorzystywata w kolejnych etapach pracy badawczej, ale przede wszystkim
wspotudziat w tworzeniu bazy danych msTide. Jest to narzedzie, ktdre znajduje juz
I Z pewnoscig nadal bedzie znajdowac zastosowanie w réznych dziedzinach, w ktérych analizuje
sie nukleotydy za pomoca tandemowej spektrometrii mas.

Kolejne rozdziaty Pani mgr Dominika Strzelecka po$wiecita opisowi wynikéw badan
wykorzystujacych LC-MS do jakosciowego i ilosciowego (w niektdrych przypadkach) oznaczania
nukleotydow i ich analogéw. Opracowana przez Doktorantke metoda umozliwita éledzenie
procesu degradacji kapu i jego analogéw, ktérymi wzbogacane byty ekstrakty komdrkowe HEK
293. Wyniki badan pozwolity na okredlenie ktéry z enzyméw jest w gtéwnej mierze
odpowiedzialny za ten proces, przy jednoczesnym poznaniu procesu i okreéleniu éciezek
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degradacji, co moze by¢ uzyteczne podczas projektowania analogéw nukleotydéw. Poniekad
kontynuacja tych badan bylo monitorowanie metabolizmu szesciu nowych analogéw
nukleotydow modyfikowanych tryptaming w ekstraktach komérkowych. Otrzymane przez
Doktorantke wyniki pozwalaja na stwierdzenie, ze nukleotydy zawierajace w strukturze grupe
tiofosforanowa moga dziata¢ jako pronukleotydy, uwalniajgce w procesie metabolizmu
m’GMPS. Jest to cenny wynik i wniosek, poniewaz dzieki temu zwiazki te moga znalezé
zastosowanie w terapii przeciwnowotworowej.

Duza czes¢ badan Doktorantka poswiecita okresleniu tego jak modyfikacje wigzan 3',5'-
fosfodiestrowych w mRNA lub w obrebie ogona poli(A) wptywaja na whasciwosci mRNA.
Przedstawita sposob otrzymywania zmodyfikowanych czasteczek RNA oraz wyniki badan LC-MS
zwigzane z analizg ich skfadu. Z duzym sukcesem poréwnano efektywno$é¢ dziatania trzech
réznych polimeraz oraz ich uzyteczno$¢ w syntezie zmodyfikowanych mRNA. Wykorzystanie LC-
MS pozwolito mgr Dominice Strzeleckiej na okreslenie czestotliwoéci wbudowywania
modyfikowanych nukleotydéw w sekwencje mRNA przez polimerazy (co prawda w sposéb
posredni, niemniej nalezy uzna¢ to za dobre osiagniecie). Co wiecej, MRNA, ktére
modyfikowane byly w obrebie ogona poli(A) grupami tiofosforanowymi okazaty sie by¢ mniej
podatne na degradacje enzymatyczna, co czyni z nich czasteczki o bardzo wysokim potencjale
terapeutycznym.

Nalezy podkreslic, ze Doktorantka w bardzo umiejetny sposob prowadzita swoje
badania. Cechuje je duza kompleksowos$¢ i systematycznos$¢, co jest niewatpliwg zalets
ocenianej rozprawy. Uzyskiwane przez Panig mgr Dominike Strzelecka wyniki maja elementy
nowosci naukowej, czego potwierdzeniem jest ich publikacja w czterech artykutach naukowych
w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym: Scientific Reports, Chemical Communications,
Bioorganic & Medicinal Chemistry, RNA. Sumaryczny IF tych prac wynosi okoto 16, co jest
Swietnym osiagnieciem biorac pod uwage dorobek naukowy do pracy doktorskiej. Wartym
podkreslenia jest fakt, ze w dwoch z tych publikacji Pani mgr Dominika Strzelecka jest pierwsza
autorka. Ponadto, Doktorantka jest wspotautorka jeszcze dwoch publikacji oraz 17 wystapien na
konferencjach krajowych i miedzynarodowych (6 razy w formie prezentacji ustnej). Uczestniczyta
w realizacji projektu luventus Plus oraz byta kierownikiem projektu Preludium 12. Na realizacje
pracy doktorskiej uzyskata takze finansowanie w ramach programu Etiuda 7. Ma zatem
doswiadczenie w kierowaniu i realizacji grantow badawczych. Przedstawiony dorobek naukowy
pozwala na stwierdzenie, ze Doktorantka jest aktywnym mtodym naukowcem i potwierdza jej
potencjat do dalszego rozwoju naukowego.

Do najwazniejszych osiggnie¢ ocenianej rozprawy doktorskiej zaliczam:

e bardzo kompleksowe badanie procesu fragmentacji nukleotydéw oraz sformutowanie
ogolnych regut rzadzacych tym procesem (identyfikacja modyfikacji, rozréznianie mono-,
di-, trifosforanéw, izobarow, izomeréw),

¢ zdeponowanie jonéw fragmentacyjnych w bazie msTide dostepnej on-line,

* opracowanie metody LC-MS/MS do badania metabolizmu nukleotydow i ich analogéw
w ekstraktach komarkowych,
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e wykorzystanie LC-MS do monitorowania degradacji analogéw kapu oraz badanie wptywu
czterech inhibitoréw wybranych enzymoéw na procesy degradacji; wykazanie, ze gtéwnym
enzymem bioracych udziat w procesie degradacji kapu jest DcpS, a produktem degradacji
mono- i dinukleotydowych pochodnych kapu jest 7-metyloguanozyna,

* Zzaproponowanie Sciezek degradacji kapu z uwzglednieniem gtéwnych metabolitéw
| enzymow bioracych udziat w kazdym z etapow,

* opracowanie metody wykorzystujacej LC-MS/MS do analizy skfadu czasteczek mRNA
modyfikowanych na koncu 3’ oraz fragmentéw RNA z ogonem poli(A),

 okredlenie efektywnosci wbudowywania analogow ATP do RNA lub ogona poli(A)
I scharakteryzowanie specyficznosci substratowej polimeraz,

* wykazanie, ze mRNA zawierajagce w strukturze modyfikacje tiofosoranowg sa bardziej
odporne na degradacje enzymatyczng w poréwnaniu z mRNA nieposiadajacymi modyfikacji
w obrebie ogona poli(A),

* istotny wktad w poszerzenie wiedzy o wtasciwoéciach i procesach biodegradacji analogéw
MRNA, a zwtaszcza koricow 3' i 5' tych czasteczek.

Uwagi szczegétowe

Pani mgr Dominika Strzelecka popetnita drobne btedy jezykowe i edytorskie, ktére jako
hieistotne dla meritum pracy pozwole sobie pominac. Przykrym obowigzkiem recenzenta jest
niestety takze wskazanie watpliwosci, ktérych wyjasnienie zapewne bedzie mozliwe w trakcie
obrony. Pozwole sobie uczyni¢ to ponizej:

* niezrozumiatym jest dla mnie zamienne stosowanie sformutowar Jtechnika” i ,metoda”,
ktére maja rézne znaczenie;

* stosowanie niepoprawnego nazewnictwa, ktérego nomenklatura zostata juz unormowana,
m.in. elektrosprej (elektrorozpraszanie): analiza ruchliwoéci jondéw (str. 43)/spektrometria
mobilnosci jonéw (str. 54) (spektrometria ruchliwosci jondéw); rozdziat w chromatografii
cieczowej (sugerowatabym uzycie stowa rozdzielenie); chromatografia w odwréconej fazie
(chromatografia cieczowa w ukfadzie faz odwréconych/w odwrdconym ukiadzie faz); limit
detekdji (granica wykrywalnoéci); limit oznaczalnosci (granica oznaczalnosci), itp.;

* ciekawi mnie dlaczego Doktorantka zdecydowata sie na wielokrotne stosowanie nazw
angielskojezycznych bez ich tlumaczenia na jezyk polski, np. porous graphic carbon
(porowaty  wegiel grafityzowany), hydrophilic interaction liquid chromatography
(chromatografia cieczowa oddziatywan hydrofilowych), desorption/ionization on silicon
(desorpcja/jonizacja na porowatym krzemie), product ion scan (tryb monitorowania jonow
potomnych), precursor ion scan (tryb monitorowania jondw pierwotnych/macierzystych)
cutrain gas (gaz ostonowy), ion spray voltage (napiecie zrodta jondw), itp,;

* str. 53, pierwsze zdanie: Doktorantka zrownuje tryby chromatografii z rodzajami kolumn, co
jest dla mnie niezrozumiate (.chromatografia jonowymienna, filtracja zelowa, kolumny
monolityczne, kolumny porous graphic carbon, fazy stacjonarne zawierajgce grupy
cyjanowe, fenylowe, fluorofenylowe, oraz rézne kombinacje tych rodzajow chromatografii”)

]
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np. cyjanopropylowe fazy stacjonarne mozemy stosowac zaréwno w HILIC, NP HPLC oraz
w niektorych przypadkach w RP HPLC;

* str. 81: Doktorantka pisze: ,intensywnosci poszczegdlnych sygnatéw zaleza od struktury
nukleotydu, a nie zalezg od warunkéw analizy, przy zastosowaniu tej samej metody
jonizagji". Sadze, ze na intensywno$¢ bedzie miato wplyw stezenie zwiazkdw; jakie jest
zdanie Doktorantki w tej kwestii? Jesli tak jest, to nasuwa sie pytanie o stezenia i objetosci
dozowane w trakcie badan np. izomeréw i izobaréow nukleotyddw, itp. (str. 79);

* stosowanie okredlen ,metoda uniwersalna”, ,uniwersalne narzedzie” jest wg. mnie
ryzykowne (a Doktorantka uzywa ich kilkukrotnie w odniesieniu do opracowywanych
metod). Nie sadze aby dotychczas udato sie w nauce taka metode opracowaé. Jako metoda
uniwersalna musiataby dawa¢ mozliwo$¢ oznaczenia kazdego zwiazku w kazdego rodzaju
matrycy. Oczywiscie chetnie poznam zdanie Doktorantki na ten temat:

* rysunek 70: czy na osiach y na pewno s intensywnosci sygnatéw z chromatograméw
uzyskanych w trybie MRM? Jesli sa to krzywe kalibracyjne, to na osiach tych powinny sie
znalez¢ pola powierzchni pikéw; chyba, ze piki byty bardzo symetryczne, wéwczas mozna
zatozyc proporcjonalnos¢ intensywnosci (wysokosci) piku do stezenia;

e chciatabym zapytac o przygotowanie prébek bezposrednio przed ich analiza za pomoca LC-
MS zwtaszcza w przypadku analiz ekstraktow komérkowych lub prébek RNA po badaniu ich
degradacji enzymatycznej (informagji tej nie mogtam znalez¢ w opisie wynikow i czesci
eksperymentalnej, a jest ona istotna z punktu widzenia jakosci uzyskanych wynikow);

* rozdziat 5.6.2: prosze, aby Doktorantka wyjasnita czym jest walidacja i odniosta to pojecie
do opracowywanych przez nig metod. Parametrami walidacyjnymi sa m.in. specyficznos¢,
precyzja (odtwarzalnos¢ metody i jej powtarzalno$é), doktadnoé¢, zakres liniowogci, granica
wykrywalnosci i oznaczalnosci. Czesto wyznaczany jest takze tzw. efekt matrycy. Poza
liniowoscia w tym rozdziale nie znalaztam zadnego z wymaganych parametréw
walidacyjnych. W zwiagzku z tym uwazam, ze by¢ moze lepiej bytoby zmodyfikowaé tytut
podrozdziatu i usunac z niego sformutowanie ,walidacja”;

* rozdziat 5.4.3 oraz 5.6.2.1: co Doktorantka ma na mysli piszac ztoze Hydrophilic Interaction
Liquid Chromatography? Jaka to byta faza stacjonarna/kolumna? Z Jjakiego wzgledu jako
odczynnika do tworzenia par jonowych w opracowywanych przez Doktorantke metodach
uzyto dimetyloheksyloaminy? Jakie byto kryterium wyboru parametréw zrédta jonow w MS?

Pomimo wspomnianych powyzej uwag i pytan uwazam, ze Pani mgr Dominika
Strzelecka przygotowata prace doktorska o bardzo aktualnej tematyce i na bardzo dobrym
poziomie.

Whiosek koricowy

Podsumowujac swoja recenzje stwierdzam, ze cele pracy badawczej Pani mgr Dominiki
Strzeleckiej zostaty zrealizowane, wyniki przedstawione w rozprawie doktorskiej sg bardzo
wartosciowe i majg elementy nowosci naukowej. Praca spetnia wszystkie wymagania stawiane
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pracom doktorskim zgodnie z Ustawa z dnia 20 lipca 2018 r. (Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce, art. 187 ust. 1 2). W zwigzku z powyzszym wnosze do Rady Dyscypliny Wydziatu Fizyki
Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie Pani mgr Dominiki Strzeleckiej do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.
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