Recenzja rozprawy doktorskiej pt. ,Wykorzystanie metod biofizycznych w poszukiwaniu i
badaniu selektywnych inhibitorow biatek odpowiedzialnych za degradacje struktury konca
5’ mRNA” mgr. Marceliny Bednarczyk, przygotowanej na Wydziale Fizyki Uniwersytetu
Warszawskiego.

Recenzje rozprawy doktorskiej zrobitem z prawdziwa przyjemnoscia. Autorka stworzyta
ciekawy uktad biochemiczny, ktéry pozwala Jej wyznaczyé state réwnowagi wigzania matych
czasteczek (inhibitoréw) do enzyméw biorgcych udziat w degradacji mRNA. Pierwszym i
najwazniejszym krokiem w procesie tworzenia tego uktadu bylo znalezienie sondy
fluorescencyjnej, ktéra swieci wtedy i tylko wtedy, gdy enzym jest aktywny. Wraz z
blokowaniem enzymu przez inhibitor fluorescencja w uktadzie spada. Znajgc stezenie
inhibitora przy ktérym fluorescencja uktadu dazy do zera, mozna wyznaczy¢ statg réwnowagi
tworzenia kompleksu enzym-inhibitor i okresli¢ ilosciowo, ktére inhibitory najsilniej blokuja
enzym. Sonda sktada sie z dwdch czesci: jedna jest fluorescencyjna i chemicznie zwigzana z
druga, ktéra wygasza te fluorescencje. Uktad takich sond oswietlony laserem o dfugosci fali
pochtanianej przez zwigzek fluorescencyjny nie Swieci. Gdy dodamy badane enzymy to w
wyniku reakcji hydrolizy cze$¢ fluorescencyjna jest odcinana od czesci wygaszajacej i zaczyna
swiecié. Analizujgc natezenie fluorescencji w funkcji czasu Autorka wyznaczyta kinetyke tej
reakcji dopasowujgc do danych eksperymentalnych powszechnie uzywane rdwnanie
Michaelisa-Menten. Autorka musiata stworzy¢ wiele takich sond, aby wybraé najlepszg do
badania inhibicji enzymdw hydrolizujgcych zakoriczenie mRNA. Zauwazyta przy tym, ze nawet
dodatek nieduzych ilosci BSA/surfaktantu niezbednego do odizolowania $cianek ependorfu od
roztworu ma wpltyw na te reakcje. Stworzenie sondy do iloSciowych badan dwdch enzymow
D9 i DCP2 uwazam, za najwazniejsze osiggniecie Autorki. Wymyslona i zsyntezowana sonda
to zwigzek chemiczny oparty na strukturze trifosforanu 7-metyloguanozyny wyznakowanego

pirenem. Przy okazji Autorka odkryta, ze badane enzymy, ktérych substratem jest duza
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czasteczka mRNA sktadajgca sie z setek nukleotyddw wykonujg reakcje hydrolizy nawet na
pojedynczym nukleotydzie znajdujgcym sie w sondzie. Majac takie narzedzie Autorka mogta
przeanalizowac tysigce zwigzkdw chemicznych i sposréd nich wybrac kilka najmocniejszych

inhibitorow wirusowego enzymu D9 oraz ludzkiego enzymu DCP2.

Rozprawa doktorska liczy 145 stron i jest podzielona na trzy czesci: obszerny (68 stron), jasno
napisany wstep dotyczacy kwaséw nukleinowych, opis wtasnych badan (66 stron) oraz
obszerng bibliografie (174 pozycje). Badania wtasne dotyczyty trzech gtéwnych zagadnien:
konstrukcji sondy, wyznaczenia najlepszych inhibitoréow enzymu D9 oraz enzymu DCP2.
Wszystkie opisane badania zakonczyty sie sukcesem. Wsréd krétkich fancuchow nukleotydow
z biblioteki zwigzkéw chemicznych w grupie profesora Jemielitego i profesor Joanny
Kowalskiej najwieksze powinowactwo do enzymu D9 miata 7-metyloguanozyna,
zmodyfikowany przez metylacje nukleozyd purynowy z kilkoma grupami fosforanowymi. Dla
tego zwigzku wartos¢ wskaznika 1C50=0.077 uM. Dwu i tréjnukleotydy miaty ten wskaznik co
najmniej kilkadziesigt razy wyzszy. Nastepnie Autorka zbadata 1280 zwigzkéw biologicznie
czynnych z biblioteki komercyjnej LOPAC. Zwigzkiem najlepiej wigzacym sie z enzymem D9 byt
Seliciclib (pochodna adeniny) IC50=0.57 uM. Badania koricowe dotyczyty testéw inhibitoréw w
obecnosci mRNA. Enzym D9 byt inkubowany z inhibitorem, a nastepnie do tej mieszaniny
dodawano mRNA. Postep reakcji hydrolizy byt analizowany na elektroforezie zelowej.
Inhibitory wirusowego enzymu D9 byly bardzo specyficzne, gdyz praktycznie w ogdle nie
taczyty sie z enzymem ludzkim DCP2 czy tez z enzymem wirusa krowianki D10. Autorka
zamiescita w pracy strukture enzymu D9 w kompleksie z jednym z inhibitoréw uzyskang w
ramach wspotpracy z grupg profesora Johna Grossa. W bibliotece LOPAC najlepszym
inhibitorem enzymu ludzkiego DCP2 jest suramina (IC50=0.014 uM), organiczny zwigzek

chemiczny znany z hamowania dziatania wielu enzymdéw. Badania wiasne konczg sie w czesci
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eksperymentalnej omdéwieniem stosowanych metod chemicznych i fizycznych do badania
reakcji biochemicznych. Cze$s¢ eksperymentalna zawiera szczegdétowe protokoty
przygotowywania probek, stezen, predkosci wirowania probek etc. Umieszczenie szczegdtow
przygotowywania probek i metod pomiarowych na korcu rozprawy doktorskiej podniosto

przejrzystos¢ przekazu informacji dotyczacych gtdwnych wynikéw badan.

Mgr. Marcelina Bednarczyk jest wspoétautorka osmiu publikacji w bardzo dobrych
czasopismach takich jak ACS Chemical Biology, Nucleic Acid Research czy Journal of the
American Chemical Society. W jednej z nich pt. ,,Fluorescence-Based Activity Screening Assay
Reveals Small Molecule Inhibitors of Vaccinia Virus mRNA Decapping Enzyme” z ACS Chemical
Biology mgr. Marcelina Bednarczyk jest pierwszg Autorka. Praca ta z 2022 roku zawiera wyniki
Jej badan przedstawione w rozprawie doktorskiej. Publikacje mgr. Marceliny Bednarczyk byty
w latach 2022-2024 cytowane 40 razy, w tym Jej pierwszo-autorska publikacja dostata 3

cytowania (wedtug Google Scholar).

Praca jest dobrze napisana. Znalaztem nieliczne drobne btedy. Na stronie 59 licznik nalezy w
rownaniu zamieni¢ z mianownikiem, Zzeby to rdwnanie bylo poprawne. Rdéwnania
matematyczne w pracy powinny by¢ numerowane. W podpisie po rysunkiem 21 stowo ,,sarna”

zupetnie nie kojarzy sie z self-amplifying RNA. Powinno by¢ saRNA.

Podsumowujgc: rozprawa spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Stawiam
wniosek o dopuszczenie mgr. Marceliny Bednarczyk do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Praca doktorska mgr. Marceliny Bednarczyk ma znaczacy wktad w rozwdj
metodologii badania enzymdéw zaangazowanych w degradacje mRNA, zwtaszcza w kontekscie

terapii przeciwwirusowych oraz modulacji proceséw komodrkowych zwigzanych z mRNA.



Metody opracowane przez Autorke mogga by¢ z powodzeniem stosowane do poszukiwania

nowych inhibitorow enzymdw o potencjalnym znaczeniu terapeutycznym.
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