ul. Noskowskiego 12/14, 61-704 Poznan

r INSTYTUT CHEMII BIOORGANICZNE]J tel: centrala 61 852 85 03, sekretariat 61 852 89 19
| o - faks: 61852 0532, e-mail: ibch@ibch.poznan.pl
* Polskiej Akademii Nauk REGON 000849327 NIP 777-00-02-062
.. http:/iwww.ibch.poznan.pl
Dr hab. Magdalena Luczak, prof. ICHB PAN Poznan, 08.03.2022

Zaktad Proteomiki Biomedycznej

E-mail: magdalu@ibch.poznan.pl

Recenzja pracy doktorskiej mgr Aleksandry Boguckiej zatytulowanej ,,Label-free mass spectrometry
quantification of proteins linked to the oocyte quality in human follicular fluid: development of suitable

methodology for clinical studies”.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata wykonana w Pracowni Struktury Biopolimeréw

Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdafiskiego Uniwersytetu Medycznego
pod kierunkiem dr hab. Stanistawa Oldzieja, profesora Uniwersytetu Gdanskiego.
Gtéwnym celem pracy byto opracowanie ilosciowego podejscia proteomicznego do oceny jakosci oocytéw na
podstawie zmian w proteomie plynu pecherzykowego (hFF) kobiet przechodzacych procedur¢ zaplodnienia
pozaustrojowego. Ze wzgledu na opisywane w literaturze roznice zwigzane z jakoscia oocytow pobranych od tej
samej pacjentki i tym samym ich r6zng zdolnoscia do zaptodnienia, temat ten wydaje si¢ niezwykle wazny. Ptyn
pecherzykowy zawiera biafka i inne czasteczki, ktére moga wplywaé na wzrost pecherzyka, dojrzewanie oocytow i
nabywanie przez nie kompetencji do zaptodnienia. Szybka charakterystyka potencjatu rozwojowego oocytoéw
stanowi jednak wcigz duze wyzwanie. Mozliwo$¢ oceny zdolnosci do zaplodnienia na podstawie wybranych
znacznikow proteomicznych przy wykorzystaniu nie samych oocytow, lecz ptynu pecherzykowego, ktory niejako
stanowi material odpadowy podczas procedury pobierania komoérek jajowych, mogtaby stanowi¢ punkt wyjscia do
doktadnego oszacowania jakosci oocytow i zdefiniowania spersonalizowanych terapii w medycynie rozrodu. Aby
osiggnaé zamierzony cel, Doktorantka zoptymalizowata i przetestowala dwa bezznacznikowe podejscia
proteomiczne oparte na spektrometrii mas oraz rézne techniki frakcjonowania do analizy zaréwno proteomu jak i
peptydomu pltynéw pecherzykowych pobranych od pacjentek. Uzyteczno$¢ badanych podejs¢ badawczych do
identyfikacji biomarker6w jakosciowych oocytow zostata sprawdzona na niewielkiej liczbie probek klinicznych.
Zadanie, ktoérego podjela sie mgr Bogucka bylo sporym wyzwaniem. Nalezy tu podkreslié, ze sformutowane
zamierzenia i przede wszystkim obiekt badawczy, jakim jest ptyn pecherzykowy stanowig powazne wyzwanie
badawcze. Plyn pecherzykowy nie jest materiatem biologicznym powszechnie dostgpnym, ponadto stanowi
matryce o bardzo duzym zakresie dynamicznym stezen jego sktadnikéw. Podobnie jak w osoczu, wystepujg w nim
tzw. biatka wysokokopijne, syntezowane i wydzielane do ptynu w bardzo duzych stezeniach, ktére czgsto maskujg
biatka produkowane w stezeniach 100, a nawet 1000-krotnie nizszych, co utrudnia ich separacj¢ i identyfikacje. Z
tego wzgledu na uznanie zastuguje, ze Doktorantka zdecydowala si¢ podja¢ tego nielatwego zadania.

Przedstawiona do recenzji praca ma uklad zbioru prac, ktérej podstawg sa trzy artykuly naukowe
opublikowane w bardzo dobrych czasopismach o zasiggu migdzynarodowym z listy JPR: Journal of Proteome
Research, Journal of Proteomics oraz International Journal of Molecular Sciences. Dlatego rola recenzenta jest w

tym przypadku odrobine marginalna, poniewaz prace przeszty juz proces recenzji w czasopismach.



Praca napisana jest w jezyku angielskim i sktadaja si¢ na nia: streszczenie, streszczenie w jezyku polskim,
wykaz artykulow zawarty w rozprawie doktorskiej, wykaz skrotéw, wprowadzenie, cel rozprawy doktorskiej,
skrétowe omdwienie wynikoéw oraz ich dyskusja, wnioski i perspektywy badan, pismiennictwo. Na koricu pracy
zamieszczone zostaly dwa zalgczniki w postaci kopii publikacji na ktérych oparta byfa rozprawa doktorska oraz
o$wiadczen o wkladzie doktorantki i innych wspoétautoréw. Praca doktorska liczy 49 stron bez zatgcznikéw i 112
stron uwzgledniajac zalaczniki. Brakuje mi krotkiego opisu catkowitego dorobku naukowego Doktorantki. Szkoda
rowniez, ze nie podano liczby cytowan opublikowanych artykuléw wchodzacych w sklad rozprawy, ktore sa
rzeczywistym odzwierciedleniem wplywu tych prac na srodowisko naukowe.

Wstep literaturowy zawiera informacje o technikach stosowanych w proteomice, zaréwno dotyczacych
przygotowania probek, metod ich rozdziatu oraz analizy z wykorzystaniem spektrometrii mas. Znajdujemy tu
réwniez rozdziat dotyczacy metod wspomaganego rozrodu oraz opis $ciezki rozwojowej oocytu. Na konicu wstepu
otrzymujemy zebrane wyniki proteomiczne analiz plynéw pecherzykowych opublikowanych do tej pory. Ta czesé
pracy jest bardzo klarowna, napisana przystepnym jezykiem i zawiera wszystkie informacje niezbedne do
zrozumienia tematyki badawczej. Jedynie ostatnie dwa podrozdzialy dotyczace proteomiki plynéw
pecherzykowych oraz prezentowanych do tej pory w literaturze potencjalnych biomarkerow jakosci komorek
jajowych, nieco rozczarowuje. Z tych podrozdziatéw dowiadujemy sie, ze tematyka badawcza, ktérej podjeta sie
Doktorantka jest intensywnie badana przynajmniej od 2006 roku i ze do tej pory zidentyfikowano juz ponad 1000
biatek wchodzacych w sktad proteomu plynéw pecherzykowych. Co wiecej, jak widaé w tabeli nr 1, stosujac
proteomike oparta na spektrometrii mas, do tej pory zidentyfikowano wiele potencjalnych biomarkeréw.
Doktorantka réwniez wspomina co najmniej 4 artykuly opisujace analizy ptynow w podobnym ukladzie jak w
prezentowanej pracy doktorskiej, czyli pobranych z kilku pecherzykéw od tej samej dawczyni. Sg to miedzy
innymi analizy poréwnawcze zaptodnionych i niezaptodnionych oocytéw pobranych od tej samej pacjentki czy
pordwnania komorek, ktére dojrzaty do tych, ktére nie byly zdolne do wejscia w stadium MII. Niestety, brak tu
wskazania chocby jednego, konkretnego biatka, ktére mogloby peni¢ role markera jako$ci oocytow. Widzimy
jedynie mnoéstwo numerycznych informacji o liczbach zidentyfikowanych potencjalne biomarkeréw w
poszczegdlnych pracach. Nie jest to bardzo interesujace, a przede wszystkim mato w tym wszystkim tzw.
.,biologii”. Poprositabym wigc aby Doktorantka naswietlifa troche t¢ biologiczng warto$é dotychczasowych analiz
proteomicznych w kontekscie wlasnych badan. Poprosze o krdtka dyskusje do tej pory sugerowanych w literaturze
biomarkeréw jakosci oocytow i potencjalny mechanizm molekularny w ktérym mogg uczestniczy¢. W tym miejscu
chcialabym réwniez aby Doktorantka wyjasnita dlaczego pomimo identyfikacji do tej pory kilkudziesigciu
potencjalnych sygnatur proteomicznych plynéw pecherzykowych, nadal zaden z nich nie jest na etapie weryfikacji?
Warto byloby réwniez zaznaczyé jakie kryteria musza spetniaé potencjalne biomarkery aby mie¢ szansg zaistnienia
w badaniach klinicznych.

Opis wynikow i ich dyskusja stanowia w recenzowanej pracy kolejny rozdziat. Liczba wykonanych analiz i
przetestowanych technik jest imponujaca. Celem pierwszej z opublikowanych prac bylo wykonanie pilotowej
analizy proteomicznej plynu pecherzykowego w celu identyfikacji potencjalnych biomarkeréw jakosci oocytow.

Prébki zostaty zebrane w ten sposéb aby wskaza¢ ewentualne réznice pomiedzy oocytami tej samej pacjentki oraz



miedzy réznymi pacjentkami. Ponadto analizowano jednocze$nie proteom oraz peptydom hFF w celu poszerzenia
zakresu potencjalnych biomarkeréw. Technika ultrafiltracji zostata zastosowana do uzyskania 2 frakcji bialek: o
masie ponizej i powyzej 10 kDa. Technika mikro LC zostata zastosowana do rozdziatlu chromatograficznego
zamiast zwykle stosowanej w proteomice chromatografii nanoprzeptywowej. Technika mikro LC, jak Autorka
stusznie zaznaczyla w pracy przyspiesza znacznie analizy co mogloby by¢ wartoscia dodang przy koniecznosci
szybkiej przesiewowej analizy. Jednoczesnie jednak, wymaga wigkszej ilosci materiatu naktadanego na kolumne,
co w przypadku tak rzadkiego materialu biologicznego pobieranego od pacjentek, moze by¢ sporym
ograniczeniem. I tu moje pytanie o ilo$¢ biatka nastrzykiwanego na kolumne? Nie znalaztam takiej informacji ani
w pracy, ani w opublikowanym artykule. Przeczyta¢ mozemy, ze stezenie bialek w frakcji biatlek o masie powyzej
10kDa wynosito 1 mg/mL ale nie podano jakg konkretnie objetos$¢ tej mieszaniny pobrano do trawienia. Z tej
przyczyny nie wiemy ile dokladnie biatka nastrzyknieto na kolumne? Prosze réwniez aby Doktorantka podata
metode, ktora zostala wykorzystana do zmierzenia wyjsciowego stezenia biatka gdyz tej informacji réwniez
brakuje. Analiza MS zostala przeprowadzona z uzyciem metodologii SWATH w celu identyfikacji jak najwigkszej
liczby biatek. W tym miejscu nalezy podkresli¢, ze nie jest to najprostsza metoda ze wzgledu na koniecznos¢
stworzenia odpowiednich bibliotek. W wyniku przeprowadzonych badan zidentyfikowano 158 biatek, w tym 59
dotad nie opisanych dla plynéw pecherzykowych. Co wazne, uzyskane dane zostaly zdeponowane w publicznej
bazie danych PRIDE i sg dostepne dla spolecznosci naukowej. Dla 72 bialek powiodta si¢ analiza ilosciowa co
oznacza, ze zostaly zidentyfikowane z uzyciem 2 lub wigcej peptydéw. Pozostate 86 zidentyfikowano na podstawie
1 unikalnego peptydu. Zwréce jednak uwage na niepoprawne sformutowanie ktérym Doktorantka postuguje sie w
pierwszej z prac, a mianowicie termin ,stezenia bialek”. W przedstawionej pracy stgzenia biatek nie byly
kalkulowane, a jedynie przeprowadzono tzw. analize relatywna, w ktérej dokonano oceny zmiany poziomu
poszczegdinych biatek pomigdzy analizowanymi grupami eksperymentalnymi. W tym przypadku lepiej méwic o
akumulacji lub po prostu poziomie biatek.

Za najwazniejszy wynik tej pracy uwazam identyfikacje kilkunastu biatek ktorych akumulacja réznifa si¢ istotnie
pomiedzy hFF pobranymi od tej samej dawczyni i te bialka zostaly wskazane jako biomarkery o potencjalnym
zastosowaniu w badaniu jakosci oocytéw. Wynik ten jest wazny, poniewaz jak sama Doktorantka zaznacza,
wiekszo$¢ z nich byla wskazana jako obiecujace biomarkery jakosci oocytdéw w poprzednio publikowanych
badaniach. Jednak brak jest w pracy proby dyskusji otrzymanych wynikéw pod katem biologicznym. Doktorantka
przeprowadzita réwniez analize ilosciowa 43 peptydéw pochodzacych z 23 bialek. Czy moglabym prosi¢ o
wyjasnienie, na jakiej podstawie zostaly wybrane te peptydy i w jaki sposdéb przeprowadzono ich analizg
ilosciowa?

Listy biatek i peptyddéw roznicujacych w sposdb istotny statystycznie pojedyncze pecherzyki od danej pacjentki i
pecherzyki uzyskaﬁe od réznych pacjentek zebrane zostaly w czytelnych tabelach. Publikacja napisana jest w
przystepny sposob i zakonczona jest konkluzja, ze zidentyfikowane biatka powinny byé rozwazane w badaniach
dazacych do opracowania metod badania jakosci oocytéw przed procedura zaplodnienia. Autorka zwraca réwniez
uwage na ograniczenia pracy, ktérym byla mata liczba probek (12 prébek od 4 dawezyn) i konkluduje planami

przeprowadzenia duzego badania z wykorzystaniem 100-400 prébek pochodzacych od 50-70 pacjentek oraz



potaczenia analiz proteomicznych ptynéw pecherzykowych z profilowaniem hormonéw steroidowych. Czy podjeto
proby wykonania takich analiz?

Celem kolejnej opublikowanej pracy bylo przetestowanie potencjatu techniki SWATH MS do ilosciowe;j
analizy bialek i peptydéw po zastosowaniu bardziej kompleksowej procedury frakcjonowania skladnikow
biatkowych plynow pecherzykowych. Autorka zdecydowala si¢ zastosowa¢ polaczenie ultrafiltracji,
immunodeplecji oraz chromatografii faz odwréconych w wysokim pH w réznych warunkach. Przetestowano
migdzy innymi rézne kolumny chromatograficzne, sklad i pH eluentéw, gradient oraz czas trwania rozdziatu. To
bardzo duzo zmudnej pracy zastugujacej na podkreslenie.

W tej pracy nie analizowano prébek od indywidualnych pacjentéw tylko spulowane prébki ptynéw pobranych z 2-
5 pecherzykéw losowo wybranych pacjentek. Ile probek ptyndéw oraz ile facznie pacjentek wigczono do badania?
Nie znalazlam takich danych w artykule. Znajduje si¢ tam jedynie informacja, ze wykonano 3 powtorzenia
techniczne i 5 biologicznych co daje facznie 15 analiz LC-MS. Podobnie jak w poprzedniej pracy metoda pomiaru
stezenia bialek nie jest tu wspomniana, cho¢ otrzymujemy informacje, ze do trawienia pobrano

18 pg biatka. Nie wiadomo jednak ile materiatu nastrzyknieto na kolumne chromatograficzna.

Zastosowanie bardziej kompleksowych metod frakcjonowania zaskutkowalo identyfikacjg znacznie wyzszej liczby
bialek w poréwnaniu do pracy poprzedniej. Lacznie powiodia si¢ identyfikacja ponad 400 biatek, a 108 bialek o
masie powyzej 10kDa zidentyfikowano z uzyciem 2 lub wigkszej liczby peptydow. Artykut jest wynikiem typowe;j
pracy metodycznej, w ktdére testowano rézne podejscia. Poniewaz analizowano spulowane probki nie mozna
wycigga¢ tutaj zadnych wnioskéw biologicznych na temat sygnatur zwigzanych z jako$cig oocytéw i ich
ewentualnego potencjatu do zaplodnienia. Konkluzja pracy zwraca uwage na frakcjonowanie metoda
chromatografii cieczowej w odwrdconej fazie w wysokim pH jako skuteczng technike do analizy skladnikéw
plynéw pecherzykowych. Zastosowanie tej metody pozwolito na identyfikacje kilkunastu biatek, ktore nie zostaty
zaprezentowane dotgd w literaturze. Praca napisana jest dos¢ poprawnym jezykiem, aczkolwiek do$¢ trudno sig jg
czyta poniewaz gidwnie sklada si¢ z danych numerycznych i procentowych, ktore cho¢ wazne, sprawiaja, ze catosé
trudno zrozumiec.

W trzecim artykule poréwnano wyniki analizy proteomicznej uzyskane z zastosowaniem 2 platform MS.
Wykorzystano spektrometr stosowany w poprzednich badaniach czyli potrojny kwadrupol sprzezony z
chromatografia mikroprzeplywowa oraz spektrometr typu Orbitrap z LC w nanoprzeplywach. Oba podejscia
optymalizowano poprzez przetestowanie réznych technik frakcjonowania i protokotéw trawienia. Zidentyfikowano
tacznie okolo 1000 biatek, a informacje ilosciowa uzyskano dla 215 i 455 biatek dla obu podejsé. Poréwnano
uzyskane wyniki z danymi literaturowymi. Wigkszo$¢ ze zidentyfikowanych bialek byto tozsamych z biatkami
ludzkiego osocza, co nie bylo specjalnym zaskoczeniem. Czy zastosowano te same parametry przeszukiwania baz
danych dla obu platform MS? MaxQuant uzyty dla danych z orbitrapa i Protein Pilot zastosowany dla danych z
potrdjnego kwadrupola korzystaja z zupelnie innych algorytmow do przeszukiwania, co moze wplywaé na wyniki
identyfikacji, stad moje pytanie. -

Jak widzimy juz w tytule pracy, tym razem Doktorantka podjela probe absolutnej kwantyfikacji biatek co jest

niezwykle wazne podczas opracowywania metodyki opartej na potencjalnych biomarkerach. Precyzyjne informacje



o stezeniu danego zwigzku sg konieczne aby moéc w praktyce klinicznej odnosi¢ go do proby kontrolnej. W tym
celu autorka zastosowala nowatorskie podejscie TPA. Jednak z drugiej strony do pomiaru stezenia biatka
catkowitego wykorzystano jedng z najbardziej niedokfadnych, metode spektrofotometryczng oparta na pomiarze
absorbancji biatek przy 280 nm. Czy moglabym prosi¢ o przedyskutowanie tej kwestii? Prosze rowniez o
poréwnanie zastosowanej metody TPA w kontekscie innych technik stosowanych do pomiaréw absolutnych w
proteomice?

Najwazniejszym w mojej opinii wynikiem zaprezentowanym w trzecim artykule, jest identyfikacja 20 bialek
zwigzanych z procesem dojrzewania oocytéw oraz 22 bialek specyficznych dla procesu rozwoju blastocysty.
Niestety, wynik ten prawie nie jest przedyskutowany i podobnie jak w poprzedniej pracy, w gaszczu cyferek i
procentow gdzie§ si¢ rozmywa caly kontekst biologiczny. Zdaje sobie sprawg, ze gidéwnym celem pracy byto
opracowanie metodyki, jednak prositabym, aby Doktorantka uzupetnita ten brak podczas obrony. Nawet §wietna
metodyka bez kontekstu biologicznego bedzie miala niewielkie znaczenie. Wyniki przedstawiono w postaci
licznych tabel i kilku rysunkow. Niestety rysunki 4ab oraz 5 sg malo zrozumiale. Heat mapy prezentowane w
suplementach S7-S14 s3 zupelnie nieczytelne, co nie dziwi gdyz sg one wykonane dla kilkuset biatek. Moze lepiej
aby Doktorantka wybrala tylko najwazniejsze biatka, np. te specyficznie zwigzane z dojrzewaniem oocytow i
rozwojem blastocysty i przedstawila tylko dla nich bardziej szczegétowe wyniki?

Moje uwagi zawarte w recenzji nie umniejszaja oceny przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskie;j.
Doktorantka postawila przed soba ambitne cele badawcze i je zrealizowala. Zoptymalizowata 2 rézne podejscia
proteomiczne do analizy ptynéw pecherzykowych i przetestowala je na malej liczbie probek klinicznych. Wykazata
si¢ wiedzg teoretyczng oraz praktyczng z zakresu prowadzonych przez siebie prac. Wykonala ogromng liczbe
analiz i obliczen. Z pelnym, przekonaniem i w $wietle powyzszych danych stwierdzam, ze recenzowana przeze
mnie dysertacja zawiera istotne elementy oryginalnosci i nowosci naukowej, spetnia zwyczajowe oraz ustawowe
wymagania stawiane rozprawom doktorskim sformutowane w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65 poz. 595 z
pozniejszymi zmianami) oraz art. 179 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. - Przepisy wprowadzajace ustawe - Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. poz. 1669, z pézn. zm.). W zwiazku z tym wnosz¢ do Rady Dyscypliny
Nauki Biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Aleksandry Boguckiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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