Recenzja rozprawy doktorskiej pana Piotra Sosnowskiego ,,Obrazowanie tkanek metodg
spektrometrii mas MALDI-MSI”.

Praca dotyczy nowatorskiej metody badawczej — obrazowania molekularnego z
wykorzystaniem spektrometrii mas, ktora w ostatnich latach zdobywa ogromne
zainteresowanie w obszarze nauk biomedycznych. Metoda ta umozliwia polaczenie wiedzy o
profilu molekularnym preparatu z informacja o jego strukturze przestrzennej (np. morfologii i
histologii w przypadku badan na materiale tkankowym). Dla uzyskania pozadanych wynikow
niezbe¢dne jest tu jednak opracowanie optymalnej metodologii badawczej, ktora musi byé

czasami precyzyjnie dopasowane to typu analizowanego materiatu.

Przedmiotem rozprawy doktorskiej bylo opracowanie i zoptymalizowanie kolejnych etapow
metodologii do$wiadczenia MALDI-IMS (w tym przygotowania preparatu biologicznego i
metody nanoszenia chemicznej matrycy), oraz przetestowanie opracowanej metodologii w
trakcie analizy profilu peptydéw w trzech typach tkanek szczura: mézgu, serca i przysadki.
Wybrana tematyka projektu byla w pelni oryginalna, a wyniki projektu moga by¢
zastosowane w praktyce.

Przedstawiona rozprawa doktorska sktada si¢ z szesciu gtownych czesci: (1) Cel pracy, (2)
Przeglad literatury, (3) Cze$¢ eksperymentalna, (4) Badania wiasne, (5) Podsumowanie, (6)
Literatura cytowana. Ponadto, wyniki badan stanowigcych czgs¢ doktoratu (analiza peptydoéw
przysadki) zostaly opublikowane w formie oryginalnej pracy naukowej, ktérej pierwszym
autorem jest Doktorant (Sosnowski P, Zera T, Wilenska B, Szczepanska-Sadowska E,
Misicka A: Imaging and identification of endogenous peptides from rat pituitary embedded in
egg yolk. Rapid Commun Mass Spectrom. 2015;29:327-35).

W rozdziale 1 (Cel pracy) Doktorant zwiezle przedstawia szczegétowe cele projektu i
uzasadnia ich wybor. Uwaga: wydaje si¢, ze w tym rozdziale niepotrzebnie zostata
przedstawiona szczegotowa informacja na temat zwierzat wykorzystywanych w projekcie —
lepszym miejscem na przedstawienie tych informacji bylby rozdziat 3 (przy opisie metod

badawczych).

Rozdziat 2 (Przeglad literatury) stanowi tzw. wstep teoretyczny, w ktorym Doktorant zwigzle

przedstawit podstawowe informacje na tematy majace bezposredni zwigzek z przedmiotem



pracy. Ten rozdzial liczy 28 stron 1 zawiera 9 rysunkow i 6 tabeli dobrze ilustrujgcych

omawiane zagadnienia. Uwagi:

1) chociaz generalnie rozdziat napisany jest poprawnym jezykiem, doktorant nie ustrzegt
si¢ Kilku btgdow terminologicznych, niezr¢cznych sformulowan czy uzywania
zargonu laboratoryjnego, przyktadowo: ,,nowotwor kolczystokomérkowy glowy i
karku” (str. 30; powinno by¢ ,,rak plaskonabtonkowy glowy i szyi”), ,,co powoduje
desorbcje czasteczki z tkanki z jednoczesnym zapisem informacji co do dystrybucji

sygnatu” (str. 7) czy ,,kokrystalizujg” (str. 13),

2) Rysunek 5 nie jest dobrg ilustracjg zasady dziatania reflektronu — schemat sugeruje, ze

do detektora jednocze$nie docierajg rozne jony, co nie jest prawdg.

W rozdziale 3 (Czes$¢ eksperymentalna) doktorant opisuje metody badawcze wykorzystane w
pracy. Przedstawione opisy sg wystarczajace i umozliwiaja odtworzenie przeprowadzonych

do$wiadczen.

W rozdziale 4 (Badania wtasne) Doktorant opisuje wyniki przeprowadzonych badan.
Rozdziat liczy 50 stron, oraz zawiera 6 tabel i 51 rysunkow (te ilustracje stanowig
podstawowa tres¢ tego rozdzialu). Badania przeprowadzone przez Doktoranta umozliwity
opracowanie optymalnego skladu i metody nanoszenia chemicznej matrycy, co zostalo
podsumowane w Tabeli 6. Metodyka opracowana przez Doktoranta zostata nastepnie
wykorzystana do przeprowadzenia analizy MALDI-IMS endogennych peptydow obecnych w
preparatach szczurzego moézgu, serca i przysadki. Najbardziej oryginalnym i naukowo
cennym fragmentem badan Doktoranta byta analiza profilu peptydéw przysadki szczura.
Najciekawszym wynikiem przedstawionym w pracy doktorskiej jest w mojej opinii
wykazanie obecno$ci w przysadce zmodyfikowanego fragmentu endorfiny zawierajacego w
pozycji 26 alaning. Szczegdlowa analiza skladu peptydow byla mozliwa dzigki
przeprowadzeniu fragmentacji in situ jonéw molekularnych, co w metodzie MALDI-IMS
zawsze stanowi spore wyzwanie dla eksperymentatora. Sukces w przeprowadzeniu tych
doswiadczen dobrze $wiadczy o kompetencjach 1 umiejetnosciach Doktoranta.
Potwierdzeniem wysokiej jakoSci naukowej tego elementu pracy doktorskiej jest publikacja

wynikoOw w postaci oryginalnej pracy naukowe;.

Uwagi: W rozdziale Badania wtasne Doktorant przyjat koncepcje, zgodnie z ktorag w kazdym

podrozdziale zawarte jest wprowadzenie (rodzaj wstepu teoretycznego uzasadniajgcego



podjecie tematu), przedstawienie wyniku i omowienie jego znaczenia. W mojej opinii jest to
wybor dyskusyjny — ,,wprowadzenie” pokrywa si¢ z zawartoscia ,,Przegladu literatury”, a
omoéwienie znaczenia uzyskanych wynikow mogloby by¢ tre$cig odrebnego, obecnie nie
istniejgcego rozdziatu ,,Dyskusja” (bo trudno za taki uzna¢ podrozdzialy 3.5.4 czy 3.6.5).
Natomiast samo przedstawienie i omowienie uzyskanych wynikoéw (szczegdlnie w czesci
dotyczacej analizy mozgu i serca) jest zbyt lakoniczne i pozostawia szereg niedomowien (np.

brak odniesien do Rysunkow 20, 22 i 23). Inne uwagi:

3) legenda rycin jest zbyt lakoniczna i nie zawsze pozwala na zrozumienie

przedstawionych wynikow, np. co przedstawia dolny 1 gérny spektrogram na Rysunku

19?

4) przedstawione spektrogramy maja zbyt maja rozdzielczo$¢, co utrudnia odczytanie
warto$ci liczbowych; w przypadku poréwnania widma $redniego z réznych obszarow
serca (Rysunek 27) przedstawione widma powinny mie¢ tg samg skale i zakresu m/z

(przynajmniej ich czeSci wspolne);

5) sformutowanie ,,zatopienie tkanki w formalinie” (str. 71) i ,,usuwanie formaliny
poprzez kapiele w ksylenie” jest oczywistym bledem rzeczowym — w przypadku
preparatoéw FFPE, ktore zapewne ma na mys$li Doktorant chodzi o zatopienie w lub

usuniecie parafiny;

6) niektore podrozdziaty w rozdziale 4 maja btedng numeracje¢ (dotyczy podrozdziatow
3.5i13.6);

7) zawarte w podrozdziale 3.6.5 konkluzje na temat poréwnania wynikow analizy
MALDI-IMS in situ oraz analizy ekstraktéw tkankowych naniesionych na plytke
MALDI sa nieporozumieniem — podstawowg zaleta ekstraktow tkankowych jest
mozliwos¢ ich wykorzystania w innych typach analiz (np. LC-MS), o czym Doktorant

nie wspomina.

W rozdziale 5 (Podsumowanie) Doktorant skrétowo przedstawia cechy metod badawczych
wykorzystanych w pracy, oraz podsumowuje uzyskane wyniki i mozliwe wykorzystanie
praktyczne. W mojej opinii pierwsza czg$¢ tego rozdzialu jest w tym miejscu pracy
doktorskiej ,,nadmiarowa”, a samo podsumowanie zyskaloby na czytelnosci gdyby Doktorant

w punktach przedstawil swoje najwazniejsze osiagnigcia.

Rozdziat 6 (Literatura cytowana) dane bibliograficzne cytowanych prac. Autor odnosi si¢ do

131 rozsadnie dobranych zrédet, ktore dobrze dokumentuja zagadnienia omawiane w pracy.



Podsumowanie.

Recenzowana praca doktorska dotyczy interesujacego zagadnienia 0 sporym znaczeniu
praktycznym. Praca jest dobrze zaplanowana i kompetentnie zrealizowana. Co wazne, praca
zawiera bardzo istotny element biologiczny, wymagajacy od Doktoranta uzyskania swoistej
wiedzy i umiej¢tnosci. Uwazam, ze Doktorant wykazat si¢ samodzielnos$cig i umiejetnosciami
praktycznymi pozwalajacymi na uzyskanie oryginalnych i wartoSciowych wynikow w nowe;j
dla Niego dziedzinie nauki. Tak wiec pomimo wymienionych wyzej uwag krytycznych

pozytywnie oceniam rozprawe doktorskg pana Piotra Sosnowskiego.

Whiosek koncowy:

W mojej opinii przedstawiona rozprawa doktorska speinia warunki okreSlone w art. 13
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i

tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, pos.595 z p6zn. zm.).

W zwigzku z tym wnosz¢ do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego o

kontynuowanie postgpowania o nadanie panu Piotrowi Sosnowskiemu stopnia doktora.

prof. dr hab. Piotr Widlak

Centrum Onkologii - Instytut, Gliwice

31 grudnia 2015
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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr. Piotra Sosnowskiego

pt: ,,Obrazowanie tkanek metodg spektrometrii mas

MALDI-MSI”

Obrazowanie tkanek z wykorzystaniem spektrometrii mas (MSI) jest nowoczesng
metoda diagnostyczng pozwalajaca badaé dystrybucje przestrzenng réznego rodzaju
czasteczek w badanym skrawku tkanki. W metodzie tej zazwyczaj stosuje si¢ spektrometry
mas wykorzystujace "migkka" metode jonizacji laserowej wspomaganej matryca (MALDI),
umozliwiajaca analize réznych biopolimeréw, w tym peptydow i biatek. Najwazniejszymi
zaletami MALDI-MSI jest wysoka czulo$¢ i selektywno$¢ pomiaru mas jonowych.
W przeciwienstwie do innych metod obrazowania, MSI umozliwia jednoczesng analize wielu
biomarkeréw molekularnych réznigcych si¢ masa czasteczkowa. Nalezy wiec oczekiwac, ze
w niedlugim czasie metoda ta stanie si¢ jedng z podstawowych metod diagnozowania
preparatow tkankowych. Niestety, stosunkowo mata powtarzalno$§¢ wynikow otrzymanych
W roznych laboratoriach badawczych kaze przypuszczaé, ze wspotczesnie stosowane techniki

MSI sg jeszcze ciagle niedoskonate, wymagaja dopracowania i ujednolicenia ich procedur.

Dlatego w wielu osrodkach badawczych na §wiecie prowadzi si¢ intensywne badania
nad udoskonalaniem metodologii MSI w zakresie przygotowania probek i przeprowadzania
analizy, w sposob umozliwiajacy ich powszechne wykorzystanie w diagnostyce medycznej.
W badania te wilaczyt si¢ mgr Piotr Sosnowski, ktory w ramach swojej pracy doktorskiej
przeprowadzit seri¢ dobrze zaplanowanych badan poswieconych opracowaniu warunkow
obrazowania peptydéow w tkankach zwierzgcych metoda MALDI-MS. Tematyke badawcza
przedstawiona w pracy doktorskiej autorstwa mgr. Piotra Sosnowskiego uwazam za bardzo
aktualng 1 ciekawg oraz posiadajaca potencjalne walory utylitarne. Recenzowana praca zostata
wykonana na Wydziale Chemii Uniwersytetu Warszawskiego pod kierunkiem
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prof. dr hab. Aleksandry Misickiej-Kesik, ktora jest niekwestionowanym autorytetem w

dziedzinie chemii peptydow.

Rozprawa obejmuje 111 stron wraz z bibliografig. Sktada si¢ z wykazu skrotow (2
strony), celu pracy (2 strony), przeglgdu literatury (40 stron), badan wtasnych (51 stron),
podsumowania (4 strony). Rozprawe konczy literatura cytowana. Uktad rozprawy jest wiec
typowy dla prac chemicznych, a proporcje poszczegélnych rozdziatlow sg odpowiednie dla

rozpraw doktorskich. Brakowa¢ moze jedynie streszczenia rozprawy.

Celem recenzowanej rozprawy bylo opracowanie warunkéw obrazowania
endogennych peptydow w tkankach wybranych narzadéw szczura metoda MALDI-MSI.
Realizacja tego zadania wymagala od Doktoranta opracowania i optymalizacji zaréwno
metody przygotowania materiatu biologicznego jak i nanoszenia matrycy na badane preparaty
z wykorzystaniem drukarki chemicznej oraz samego obrazowania tkanek za pomoca
spektrometru mas MALDI-TOF. W mojej opinii cel oraz zakres pracy zostat przedstawiony
prawidlowo i jest zgodny z tematem rozprawy. Z kolejnych rozdzialow wynika, ze Doktorant
dysponuje wiedzg na temat spektrometrii mas i obrazowania tkanek, a podjete przez Niego
zadania badawcze zostaty zrealizowane w sposob racjonalny i konsekwentny.

W przeglgdzie literaturowym rozprawy (bazujacym na 131 pracach naukowych) Autor
omowit sposob pobierania tkanek, ich obrobke oraz metody aplikacji matrycy, oraz
przedstawit podstawowe informacje na temat metod jonizacyjnych stosowanych w MSI
i analizatorach mas. Nastepnie skupit si¢ na metodach fragmentacji peptydow. Informacje
zawarte w tej czeSci rozprawy zostaty omowione krotko i w sposéb bardzo prosty. Miejscami
jednak zbyt uproszczone opisy dzialania spektrometrow mas prowadza do niejednoznacznosci
(np. opis dziatania analizatorow ICR na str. 24). Osobny rozdzial Autor poswiecit wybranym
przyktadom zastosowania MALDI-MSI. W mojej opinii przeglad literaturowy bardzo dobrze
przygotowuje czytelnika do zrozumienia ztozonosci metodologii MALDI-MSI i potrzeby ich

udoskonalania.

W rozdziale Czes¢ eksperymentalna Doktorant przedstawil stosowang aparature
I materialty, a nastepnie przedstawit zoptymalizowane procedury nadruku matrycy,
optukiwania tkanek oraz obrazowania peptydéw i bialek w badanych tkankach. Nalezy
sadzi¢, Ze czynno$ci przygotowawcze i eksperymenty chemiczne zostaly prawidlowo

zaprojektowane i starannie wykonane.



Z dalszych czesci rozprawy wynika, ze Doktorant osiggnat zamierzone cele badawcze:
przeprowadzil optymalizacj¢ procedury nadruku matrycy i optukiwania tkanek. Nastepnie
wykorzystal uzyskane wyniki do opracowania metody i przeprowadzenia obrazowania
peptydéw oraz bialek w skrawkach szczurzego moézgu, przysadki mozgowej i serca oraz
analizowal ekstrakty z przysadki. Zastosowana metoda pozwolita na zidentyfikowanie
licznych peptydéw w badanych tkankach.

Waznym sukcesem mgr. Sosnowskiego bylo zastosowanie zoéttka jaja kurzego do
osadzenia skrawka przysadki mozgowej na ptytce. Okazato si¢, ze zottko nie powoduje efektu
delokalizacji czagsteczek, a zawarte w nim naturalne lipidy nie interferujg z analizowanymi
peptydami. Z duzym uznaniem odnosz¢ si¢ do tego odkrycia i uwazam, ze metode
zaproponowang przez mgr. Sosnowskiego bedzie mozna z powodzeniem wykorzystaé do
obrazowania rdéznorodnych tkanek zwierzecych 1 ludzkich. Mozna oczekiwaé, ze
W przysztosci zaproponowana przez mgr. Sosnowskiego metoda bedzie wykorzystana do
poréwnywania profilow molekut u osobnikéw zdrowych i chorych, co umozliwi odkrycie

markerow chorobowych.

Innym waznym osiggnigciem mgr. Sosnowskiego byto wykorzystanie drukarki
chemicznej ChIP-1000 do naktadania matrycy na badang tkanke, co pozwolito na skuteczng
ekstrakcj¢ czasteczek peptydow z materiatu odzwierzecego 1 wzrost intensywnosci sygnatu

warunkujacy powtarzalne sekwencjonowanie metodg MS/MS.

Niewatpliwie, ocena warto$ci naukowej 1 niezawodno$ci zaproponowanych metod
powinna uwzglednia¢ powtarzalno$¢ otrzymanych wynikow. Dlatego przydatna bytaby
informacja dotyczaca iloSci przeprowadzonych analiz 1 pordwnanie uzyskanych wynikow.
Piki odpowiadajace jonom biatkowym sg bardzo szerokie. Dlatego trudno wyciggnac
jednoznaczne wnioski z uzyskanych widm masowych. Nalezy jednak podkresli¢, ze Autor
zdaje sobie sprawe z niedoskonatosci stosowanych metod, czego wyraz dal w Krytycznej
interpretacji uzyskanych wynikow i proponowanych rozwigzaniach. Swiadczy to
0 dojrzatosci naukowej Doktoranta.

Recenzowana rozprawa zostata napisana w sposob przystepny. Na uwage zashuguja
estetycznie wykonane rysunki i wykresy. W tekscie Rozprawy znalaztem stosunkowo

niewiele btgdow i brakow. Z obowigzku recenzenta przytocze kilka wybranych uwag:

— Autor podal na widmach masowych wartosci m/z z bardzo duza doktadnosciag - do

czterech miejsc po przecinku. W mojej opinii nie jest zasadne podawanie tak



doktadnych wartosci, ktore zostaty odczytane z bardzo szerokich pikow (np. warto$¢

m/z 48061.4733 przedstawiona na widmie na rysunku 27).

+n

— Nie rozumiem sensu podania w tabeli 7 wartosci "[M+H]
tadunek 2+.

dla jonéw posiadajgcych

— Trudno zgodzi¢ si¢ z informacja na temat ECD podang na str. 26: "Jednakze
w przeciwienstwie do CID, znacznie wigksza ilos¢ wigzan ulega rozpadowi co
powoduje uzyskanie trudniejszego w interpretacji, ale zawierajacego wigcej informacji
widma fragmentacyjnego."

— Nie wszystkie stosowane skroty zostaty umieszczone w Wykazie na str. 1-3 (np.
"FWHM?"), a niektore (np. "zywice OCT" na str. 12) wyjasniono niezrozumiale.

Z drugiej strony niepotrzebnie umieszczono w nim wzor chemiczny chloroformu.

Nalezy jednak podkresli¢, ze powyzsze mankamenty nie majg istotnego wplywu na poziom

merytoryczny pracy.

Pan mgr Sosnowski jest wspotautorem dwoch prac opublikowanych w czasopismach
0 zasiegu migdzynarodowym. Nalezy podkreslic, ze w jednej z tych publikacji
(opublikowanej w Rapid Commun. Mass Spectrom.) Piotr Sosnowski jest pierwszym
autorem, co dowodzi Jego wiodacej roli w przeprowadzonych badaniach. Ponadto Doktorant
jest wspotautorem patentu 1 zgloszenia patentowego oraz siedmiu komunikatow
konferencyjnych. O wysokiej jakosci prezentacji konferencyjnych $wiadczy przyznanie mgr.
Piotrowi Sosnowskiemu trzech nagréd za zajecie I miejsca w konkursach na najlepszy
komunikat oraz jedno stypendium konferencyjne. W mojej opinii, dorobek naukowy
Doktoranta w pelni odpowiada wymaganiom stawianym pracom doktorskim. Nalezy tez
doda¢, ze Pan mgr Sosnowski odbyt krotkoterminowy staz naukowy STSM w ramach

europejskiego systemu kooperacji nauki i technologii COST, na Uniwersytecie Wiedenskim.

Podsumowujac moja recenzje Stwierdzam, ze prace doktorskg mgr. Piotra
Sosnowskiego oceniam pozytywnie. Autor wykazat si¢ duza wiedza z zakresu chemii oraz
metod obrazowania za pomocg spektrometrii mas peptydow i bialek preparatow zwierzgcych.
Opisane w rozprawie eksperymenty chemiczne zostaty przeprowadzone poprawnie. W pracy
przedstawiono wiele wartosciowych wynikow, ktore wnosza istotny wktad w metodologie
obrazowania tkanek. Zatozone cele pracy zostaly osiagni¢te. Dorobek naukowy mgr. Piotra
Sosnowskiego odpowiada wymaganiom stawianym kandydatom do stopnia naukowego
doktora nauk chemicznych.



Wobec powyzszego stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr. Piotra Sosnowskiego pt.
,,Obrazowanie tkanek metoda spektrometrii mas MALDI-MSI” spetnia wymagania okreslone
w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
0 stopniach 1 tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r., nr 65 poz. 595 z poOzniejszymi
zmianami) i wnosze o dopuszczenie mgr. Piotra Sosnowskiego do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.



