Recenzja rozprawy doktorskiej pani Aleksandry Ewy Boguckiej pt. ,,Analiza ilosciowa
biatek zwigzanych z jakoscig oocytu w ludzkim plynie pecherzykowym za pomocq metod
spektrometrii mas bez znakowania: rozwinigcie metodologii odpowiedniej do badan
klinicznych”. Praca przygotowana pod opieka prof. dr hab. Stanistawa Oldzieja w
Laboratorium Struktury Biopolimeréw Migdzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii UG i
GUMed.

Przedmiotem pracy doktorskiej bylo opracowanie i przetestowanie kompletnej i
wielowariantowej metodyki analizy ilosciowej bialek obecnych w proteomie ludzkiego ptynu
pecherzykowego (hFF). Ocena jakosci oocytéw ludzkich z wykorzystaniem biomarkeréw
molekularnych jest nowatorskim podejsciem diagnostycznym mogacym w istotny sposob
udoskonali¢ procedury wspomaganego zaptodnienia, czyli zagadnienia medycznego
majgcego bez watpienia coraz wigksze znaczenie spoteczne. Z tego tez wzgledu oryginalny
temat podjety przez Doktorantk¢ dotyczy bardzo waznego zagadnienia o potencjalnym
znaczeniu praktycznym. Co wigcej, doktorantka podjeta si¢ zadania trudnego i by¢ moze
nieefektownego, ale z pewnosciag majacego decydujace znaczenie dla jakosci i wiarygodnosci
wynikéw analiz proteomicznych. Dlatego wybdr tematu rozprawy budzi moje uznanie.
Nalezy réwniez zwréci¢ uwage, ze projekt doktorski przeprowadzono w ramach kilku
grantow badawczych, co stanowi potwierdzenie duzego znaczenia tematyki podjetej przez

Doktorantke.

Rozprawa doktorska pani Aleksandry Ewy Boguckiej ma form¢ zbioru opublikowanych
powigzanych tematycznie artykuléw naukowych, uzupetnionych wprowadzeniem,
omoéwieniem wynikow i podsumowaniem, a takze wymaganym streszczeniem. Cala rozprawa
zostala przygotowana w jezyku angielskim, a jej tytul to Label-free mass spectrometry
quantification of proteins linked to the oocyte quality in human follicular fluid: development
of suitable methodology for clinical studies. W sktad cyklu wchodzg trzy publikacje

doswiadczalne opublikowane w latach 2017-2021:

[praca I] Lewandowska, A.E.; Macur, K.; Czaplewska, P.; Liss, J.; Lukaszuk, K.; Ofdziej, S.
Qualitative and Quantitative Analysis of Proteome and Peptidome of Human Follicular
Fluid Using Multiple Samples from Single Donor with LC-MS and SWATH Methodology.
J. Proteome Res. 2017, 16, 3053-3067. doi:10.1021/acs.jproteome.7b00366

[praca Il] Lewandowska, A.E.; Macur, K.; Czaplewska, P.; Liss, J.; Lukaszuk, K.; Oldziej, S. Human
Follicular Fluid Proteomic and Peptidomic Composition Quantitative Studies by SWATH-
MS Methodology. Applicability of High PH RP-HPLC Fractionation. J. Proteomics 2019,
191, 131-142. doi:10.1016/j.jprot.2018.03.010



[praca III] Lewandowska, A.E.; Fel, A.; Thiel, M.; Czaplewska, P.; Lukaszuk, K.; Wisniewski, J.R.;
Oldziej, S. Compatibility of Distinct Label-Free Proteomic Workflows in Absolute
Quantification of Proteins Linked to the Oocyte Quality in Human Follicular Fluid. Int. J.
Mol. Sci. 2021, 22, 7415. doi:10.3390/ijms22147415

Do druku pn. ,,Doctoral Thesis”, jako zalacznik 1 (Attachment 1) zostaly dolaczone
publikacje tworzace zbidr. Ponadto, jako zatacznik 2 (Attachment 2), zostaly przedstawione
o$wiadczenia wspotautorow prac okreslajgce ich udzial w powstaniu publikacji tworzacych
zbior. Powazna wadg przedstawionej dokumentacji jest brak materialoéw uzupelniajacych
(Supplementary Materials) do publikacji tworzacych cykl. Rozumiem problemy praktyczne
zwigzane z prezentacjg takich danych, jednak Doktorantka powinna znalez¢ sposéb na ich
dotgczenie do dokumentacji (np. w formie nosnika elektronicznego). Brak jakiegokolwiek
rozwigzania tej kwestii uniemozliwia Recenzentowi zapoznanie si¢ z bardzo wazng czgscig
osiggniecia Doktorantki (z przyczyn oczywistych recenzja powinna dotyczy tylko materiatow

formalnie stanowigcych zawarto$¢ rozprawy).
Omdwienie najwazniejszych elementow zawartych w pracach tworzgcych zbior.

Praca I. W pracy tej autorzy przedstawili wyniki analizy proteomu (HMW; high-molecular
weight) i peptydomu (LMW; low-molecular weight) ptynu pe¢cherzykowego (hFF, human
Jollicular fluid) zebranego z 12 prébek oocytéw pobranych do procedury zaptodnienia in vitro
(IVF) — po trzy oocyty od czterech donoréw. Glownym przedmiotem pracy bylo opracowanie
procedury analizy proteomicznej wykorzystujacej system mikroHPLC sprzezony ze
spektrometrem mas z analizatorem hybrydowym potréjny kwadrupol/analizator czasu
przelotu (ToF) dzialajacym w trybie analizy niezaleznej od danych (DIA; data independent
analysis) typu SWAT. Opracowana procedura analityczna umozliwila identyfikacje tacznie
158 bialek obecnych w hFF. Ponadto, badacze wykazali réznice iloSciowe w skladzie
biatkowym hFF zar6wno pomiedzy réznymi probkami pochodzacymi od tego samego dawcy,
jak i pomiedzy probkami pochodzacymi od réznych dawcow. Jak sugeruja autorzy, wskazuje

to na ,,biomarkerowy potencjal” biatek obecnych w hFF.

Uwaga krytyczna. Chociaz zadaniem recenzenta rozprawy doktorskiej opartej o wczesniej

opublikowane prace nie jest ponowna recenzenta tych prac, nie moge jednak nie zwrocié
uwagi na oczywisty btad w wyborze testow statystycznych uzytych do oceny istotnosci réznic
miedzy porownywanymi grupami probek — zastosowanie w tym konkretnym kontekscie testu
t bylo niepoprawne. Ponadto, w pracy brakuje informacji o réznicach mig¢dzy powtdrzeniami

technicznymi analizy tego samego preparatu. Nie wiemy wigc czy zaobserwowane roznice



mig¢dzy hFF z r6znych oocytow od tego samego donora sg porownywalne z réznicami mi¢dzy
powtorzeniami technicznymi tego samego preparatu hFF. W tej sytuacji sugerowany
potencjal diagnostyczny pordwnania roéznych preparatow hFF od tego samego dawcy

pozostaje nie udowodniony.

Praca II. W pracy tej autorzy przedstawili wyniki analiz proteomicznych preparatow hFF
wykorzystujacych biblioteki peptydow uzyskane za pomoca réznych procedur analitycznych.
O jakos$¢ analiz proteomicznych prowadzonych technika SWAT-MS, m.in. o liczbie
zidentyfikowanych bialek, decyduje kompletno$¢ referencyjnej biblioteki peptydow
wykorzystywanej do annotacji peptydéw w poszczegoélnych analizach. Maksymalizacja tzw.
,»pokrycia proteomu” wymaga zastosowania kombinacji réznych technik przygotowania
(m.in. trawienia enzymami proteolitycznymi) i frakcjonowania zlozonej probki przed analiza
w spektrometrze mas. W prezentowanej pracy autorzy zastosowali 9 réznych procedur
przygotowania probek HMW 1 7 réznych procedur przygotowania probek LMW, uzyskujac
odpowiednio 10 i 8 bibliotek peptydéw (lacznie z bibliotekami stanowigcymi sum¢
wszystkich ,,pod-bibliotek™). Zastosowanie tych bibliotek w analizie SWAT-MS umozliwilo
identyfikacj¢ 400 biatek.

Uwaga krytyczna. Istotny element pracy metodycznej jakg sg szczegodly zastosowanych

procedur przygotowania i frakcjonowania prébek wykorzystanych do uzyskania bibliotek
peptydoéw zawarte sg jedynie w suplemencie do publikacji (Supplementary Data), ktoéry nie

zostal wlaczony do rozprawy doktorskiej.

Praca III. W pracy tej autorzy pordwnali mozliwosci identyfikacji bialek hFF za pomoca
dwoch réznych systemdOw analizy proteomicznej: uzytego wczesniej chromatografu
mikroHPLC  sprzezonego ze spektrometrem mas 2z hybrydowym analizatorem
TripleQuad/ToF oraz chromatografu nanolLC sprz¢zonego ze spektrometrem mas z
hybrydowym analizatorem kwadrupol/Orbitrap. Oba podejscia analityczne umozliwily taczna
identyfikacj¢ ponad 1000 biatek (frakcia HMW) w kazdym systemie. Duza liczba
identyfikacji za pomocg pierwszego systemu byta mozliwa dzigki wezesniejszej optymalizacji
bibliotek peptydowych. Taka optymalizacja bibliotek jest czasochtonnym 1 pracochtonnym
etapem procedury, jednak w przypadku masowych analiz planowanych przez zespdt autoréw
jest niewatpliwie racjonalnym etapem badan. Drugim elementem przedstawionej pracy bylo
zastosowanie dwdoch wspomnianych wczesniej systeméw analitycznych do wykrycia réznic

ilosciowych w sktadzie hFF zaleznych od stadium rozwojowego oocytéw. Przeprowadzona



analiza umozliwita identyfikacje szeregu biatek, ktérych poziom zmienia si¢ wraz z rozwojem

00CytOw.

Uwaga krytyczna. Pewne watpliwos$ci budzi celowos¢ bezposredniego porownywania rzeczy

nieporéwnywalnych, tj. systemu mikroHPLC-TripleQuad/ToF dzialajacego w trybie DIA
oraz systemu nanoL.C-Q/Orbitrap dziatajacego w trybie DDA. Do lektury tej czesci Pracy 111,
ktora dotyczyla zwigzkéw miedzy stanem proteomu hFF a stadium rozwoju oocytow
podszedtem z najwigkszym zainteresowaniem. I nie moge ukry¢, ze spotkalo mnie tu duze
rozczarowanie wynikajgce ze sposobu prezentacji danych. Niestety, zar6wno charakterystyka
kliniczna materialu jak i wyniki przeprowadzonych analiz o charakterze ,,biologicznym”
zostaly potraktowane marginalnie i umieszczone w suplemencie pracy (Supplementary
Materials), ktory nie znalazl si¢ w rozprawie doktorskiej (w tekscie pracy rdéznice miedzy
grupami oocytow zostaly przedstawione jedynie w kontekscie réznic miedzy systemami
analitycznymi). W pelni rozumiem, ze gtdéwnym celem pracy bylo ,,rozwinigcie metodologii”,
jednak potraktowanie po ,macoszemu” aspektu klinicznego/biologicznego wynikoéw
pozostawia duzy niedosyt u takiego jak ja czytelnika zainteresowanego przede wszystkim

znaczeniem biologicznym danych proteomicznych.

Wszystkie prace tworzace cykl zostaly opublikowane w czasopismach o zasiggu
migdzynarodowym (dwie prace w czasopismie z Q1 i jedna w czasopi$mie z Q2 w swoich
dziedzinach; lgczny IF czasopism, w ktérych opublikowano prace stanowigce rozprawe
doktorskg wynosi ok. 14). Praca [I] opublikowana w roku 2017 byta do tej pory cytowana 17
razy, a praca [II] opublikowana w roku 2019 byta do tej pory cytowana 11 razy, co $wiadczy
o ich dobrym odbiorze. Wskazniki te stanowig niezalezne potwierdzenie wysokiej wartosci
merytorycznej badan stanowiacych tre$¢ pracy doktorskiej Kandydatki. Nalezy réwniez
dodaé, ze Doktorantka jest wspolautorem czterech innych prac petotekstowych
opublikowanych w czasopismach o zasiggu mi¢dzynarodowym (laczny IF czasopism, w
ktorych opublikowano te prace to ponad 12). Wszystkie prace, ktorych autorem i
wspdtautorem jest Doktorantka byty do tej pory cytowane ponad 43 razy, a jej indeks H
wynosi 3 (wg. ISI WoS, dostgp 11 marca 2022)

Indywidualny udzial Doktorantki w pracach tworzqcych zbior.
W przypadku rozprawy doktorskiej opartej o wspotautorski cykl publikacji istotnym

elementem recenzji jest ocena indywidualnego wudzialu Doktoranta w publikacjach

stanowiacych rozprawe, ktéra mozna przeprowadzi¢ na podstawie o$wiadczen wspotautorow.



W przypadku wszystkich publikacji zawartych w zbiorze Doktorantka jest pierwszym
autorem. Zgodnie o$wiadczeniem Doktorantki byta ona odpowiedzialna za eksperymentalng
cze$¢ pracy, tj. opracowanie procedury analitycznej 1 przeprowadzenie analiz
proteomicznych, oraz przygotowanie wyjsciowych manuskryptéw prac. O$wiadczenie to jest
spdjne z oswiadczeniami wspotautorow. Nalezy wiec uznaé, ze indywidualny wkiad
Doktorantki w prace wieloautorskie stanowigce przedmiot rozprawy doktorskiej speinia

kryteria okreslone w ustawie.

Ocena tekstu stanowigcego wprowadzenie i omdwienie publikacji tworzqcych zbior

bedgcych rozprawg doktorskg.

1) Cz¢s$¢ Introduction stanowi doskonate wprowadzenie do tematyki pracy i méglaby byc

wykorzystana wprost jako ciekawa i dobrze napisana praca przegladowa.

2) Czg$¢ Aim poprawnie okresla cel i przedmiot prowadzonych prac (i jest dobrze

uzasadniony w cze¢sci Introduction).

3) Czg$¢ Results and Discussion skrotowo ale czytelnie przedstawia wyniki zawarte

publikacjach tworzgcych zbidr.

4) Czes¢ Conclusions and Future Perspectives zawiera 12 zdan/punktow. Dziesig¢ punktéw

ma pelne uzasadnienie w prezentowanych danych, jednak 2 budza pewne watpliwosci:

“Both workflows have a _high degree of compatibility in obtained results; therefore, the

choice of a suitable methodology for a large-scale clinical study directed at elucidation of
oocyte quality biomarkers should be dictated by the available resources and anticipated
depth of the analysis”. Komentarz: Autorzy rzeczywiscie wykazali wystarczajacg wysoka
korelacj¢ pomiaréw ilo$ciowych badanych bialek w obu zastosowanych podejsciach
proteomicznych (Rycina 4B na stronie 33). Tym niemniej niesatysfakcjonujaca byta liczba
wspolnych biatek réznicujacych grupy oocytow wykazana oboma technikami (tylko jedno

biatko wykazujace taki sam charakter r6znic w obu podejsciach analitycznych).

“Both workflows have been successfully tested in small-scale clinical studies, and
potential candidates for proteins associated with oocyte maturity and blastocyst
development have been determined and could be further validated in future studies”.
Komentarz: Prace tworzace zbidr z pewnoscig w istotny sposob rozszerzajg wiedze na temat
sktadu molekularnego hFF (m.in. identyfikacja kilkudziesigciu biatek nie opisanych
weczesniej] w zadnej pracy dotyczacej tego typu materialu biologicznego). Jednak
biologiczny/kliniczny aspekt wynikéw uzyskanych przez Doktorantke nie zostal w mojej

opinii przedstawiony/wyeksponowany w tych pracach w wystarczajacy sposob.



Podsumowanie.

Wybrana przez Doktorantke tematyka dotyczyla bardzo niewdzigcznego i ,,niemedialnego”
problemu — opracowania optymalnych protokotéw analitycznych do badan proteomicznych.
Chociaz jako$¢ analiz proteomicznych i wiarygodno$¢ uzyskanych wynikéw zalezy od
jako$ci protokotow przygotowania probki, ten element procedury badawczej jest czgsto
niedoceniany (a nawet nieuswiadamiany) przez ,koncowych odbiorcéw” wynikéw tych
analiz. Dlatego z uznaniem nalezy podejs¢ do tego wyboru. Recenzowana rozprawa doktorska
sktada si¢ z cyklu publikacji o wysokiej wartosci merytorycznej, w ktérych umieszczono
wyniki o znaczeniu aplikacyjnym (procedury analityczne do ,,masowych” badan
diagnostycznych). Na podkreslenie zastuguje zwigkszajaca si¢ doskonalos¢ metodyczna
kolejnych prac, dokumentowana coraz wigkszg liczbg identyfikowanych biatek (i korekta
bledow zwigzanych z wyborem narzedzi statystycznych). Indywidualny udzial Doktorantki w
pracach tworzacych rozprawe stanowi potwierdzenie jej wiedzy i umiejetnosci prowadzenia

pracy naukowe;j.
Whiosek koricowy:

W mojej opinii przedstawiona rozprawa doktorska pani Aleksandry Ewy Boguckiej w pelni
spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych 1
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki. W zwiazku z tym wnosz¢ do
Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego o kontynuowanie

postepowania i nadanie Jej stopnia doktora.

Jednoczesnie, majgc na wzgledzie wysokg ocene rozprawy (patrz Podsumowanie), wnioskuje

o wyroznienie rozprawy doktorskiej pani Aleksandry Ewy Boguckie;.

aa )

prof. dr hab. Piotr Widtak
15 marca 2022



