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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Marceliny Bednarczyk
pt. ,, Wykorzystanie metod biofizycznych w poszukiwaniu i badaniu
selektywnych inhibitorow bialek odpowiedzialnych za degradacje
struktury konca 5> mRNA”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Marceliny
Bednarczyk pt. ,,Wykorzystanie metod biofizycznych w poszukiwaniu i badaniu
selektywnych inhibitoréw biatek odpowiedzialnych za degradacje struktury konca 5’
mRNA” zostala zrealizowana w Zaktadzie Biofizyki Instytutu Fizyki
Doswiadczalnej] Wydzialu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego pod kierunkiem
prof. dr. hab. Jacka Jemielitego oraz dr hab. Joanny Kowalskiej. Zostata ona
poswigcona opracowaniu metody umozlwiajacej poszukiwanie skutecznych
inhibitoréw aktywnosci dwdch enzymow odpowiedzialnych za metabolizm konca 5
mRNA — wirusowego D9 oraz ludzkiego DCP2.

Praca doktorska Pani mgr Marceliny Bednarczyk ma uktad typowy dla tego
typu dysertacji 1 obejmuje: wykaz skrotow, wprowadzenie, przeglad literaturowy,
badania wlasne, podsumowanie, czgs¢ eksperymentalng oraz bibliografie.
Dodatkowo po spisie tresci zamieszczony zostal wykaz dorobku naukowego oraz
lista wystgpien konferencyjnych.

Czgsé¢ literaturowa recenzowanej pracy doktorskiej zostata poswigcona
charakterystyce kwaséw nukleinowych ze szczegblnym uwzglednieniem
informacyjnego RNA, jego roli w komorce, degradacji oraz terapeutycznym
zastosowaniu. Doktorantka opisata rowniez metody badan oddziatywan biatko-

ligand, podstawy fizykochemiczne spektroskopii emisyjnej oraz techniki



elektroforetyczne na przyktadzie elektroforezy w zelu poliakrylamidowym. Przeglad literaturowy
zostal napisany w sposéb zwiezly, przejrzysty i spéjny w oparciu o dobrze dobrang, aktualng literature.
Stanowi dobre wprowadzenie do tematyki rozprawy doktorskiej. Charakteryzuje si¢ starannie
opracowang szata graficzna. Przedstawiane zagadnienia sa dokfadnie zilustrowane odpowiednimi
schematami i rysunkami. Przy tworzeniu pracy doktorskiej trudno unikng¢ jednak btedow lub mniej
precyzyjnych sformutowan. W ramach obowiazkow recenzenta wymienig niektdre z nich:

- str. 20 ,,zmienia si¢ réwniez nieco parowanie zasad”;

- str. 25 ,,tworzy¢ zupelnie nowe pary wodorowe”;

-str. 30 ,,posredniczg z eksporcie mRNP do cytozolu™;

-str. 42 , stabilizowany przez asparaging w pozycji 88 (D88)”;

- str. 42 ,,a w wyniku ciecia zostaje uwolniony”;

- we wprowadzeniu (pierwszy akapit), podrozdziale 2.1 ,,Kwasy nukleinowe: rodzaje, budowa,
funkcje” (poza ostatnim akapitem) oraz podrozdziale 2.5.2 ,, Techniki elektroforetyczne na przyktadzie
elektroforezy w zelu poliakrylamidowym (PAGE)” Doktorantka nie zamiescita przypisow
bibliograficznych.

Przedmiot i cel badan zostal umieszczony jako pierwszy podrozdzial rozdziatu trzeciego
zatytulowanego ,,Badania wtasne”, powinien jednak stanowi¢ oddzielny rozdziat i by¢ umieszczony
po przegladzie literaturowym. W podrozdziale tym, Doktorantka precyzyjnie opisala co jest celem
rozprawy doktorskiej oraz w jaki sposob zostanie on osiggniety, nakreslajgc plan pracy.

Badania wlasne Autorka podzielita na dwa zasadnicze fragmenty: w pierwszym
przedstawita badania dotyczace wirusowego enzymu dekapujacego D9, a w drugim ludzkiego enzymu
DCP2. Wsp6lnym mianownikiem tych badan bylo opracowanie efektywnej metody umozliwiajgcej
poszukiwanie skutecznych inhibitoréw enzyméw zwigzanych z metabolizmem konca 5° mRNA.
W pierwszym etapie badan Doktorantka opracowata sonde fluorescencyjna, ktérg po optymalizacji
warunkéw reakcji z udziatem enzymu D9 i walidacji, uzyta w badaniach HT'S zwigzkéw pochodzacych
ze zbioréw Laboratorium Chemii Biologicznej i Laboratorium Chemii Biofizycznej oraz biblioteki
zwiazkéw farmakologicznie czynnych - LOPAC®™. W celu potwierdzenia wiarygodnosci
opracowanej metody Pani mgr Bednarczyk wybrala trzy najlepsze inhibitory z biblioteki LOPAC oraz
najsilniejszy inhibitor nukleotydowy (m’GpppCHap) i wykonata pomiar inhibicji aktywnosci enzymu
D9 wobec krotkiego fragmentu kapowanego RNA. Dla najlepszych inhibitoréw Doktorantka
wyznaczyta wartosci ICso. Ponadto, we wspolpracy z grupa prof. Grossa z Uniwersytetu
Kalifornijskiego uzyskano strukture krystaliczng enzymu D9 w kompleksie z inhibitorem CP-100356.
Analogiczne badania Pani mgr Bednarczyk wykonata dla ludzkiego enzymu dekapujgcego DCP2.
Rozdziat ,.Badania wlasne” napisany jest w sposob przejrzysty, a starannie przygotowane rysunki

i tabele dokumentuja uzyskane wyniki i wysunigte na ich podstawie wnioski. W opisach



wykonywanych badan obecne sg nieliczne btedy czy tez mniej precyzyjne sformutowania jak np. str.
79 ,, istnieje konieczno$é ograniczenia jego ilosci w assay’u”; str. 92 ,jeSli w miejscu cigeia
wystepuje”; str. 116 ,,W obu przypadkach substrat pozostawat nietkniety” oraz fragment zdania
,,wykazywat calkiem przyzwoite wlasciwosci inhibitorowe”; str. 118 ,hydrolazy te zaakceptuja jako
swoj substrat”. Widma masowe przedstawione na rysunku 28 powinny zostaé¢ zamieszczone rowniez
w ,,Czgsci eksperymentalnej” pracy w lepszej jakosci (na rys. 28 sg one mato czytelne). W trakcie
obrony rozprawy doktorskiej prosze Panig mgr Bednarczyk o komentarz dotyczacy wyboru
znacznikow fluorescencyjnych sondy: dlaczego je wybrano, czy brane byty pod uwage réwniez inne
znaczniki, czy prowadzone byty badanie z uzyciem innych znacznikow, ale nie opisano ich w pracy?
W opisie rysunku 43 zostata umieszczona informacja, iz ,,Analiza densytometryczna nie byta mozliwa
do wykonania ze wzgledu na roéznice w aktywnosci enzymu miedzy powtdrzeniami i ograniczone;
ilosci biatka.” proszg o wyjasnienie co byto przyczyng réznic w aktywnosci enzymu?

W rozdziale zatytutowanym ,,Podsumowanie” Doktorantka przypomniata co bylo celem
pracy oraz w jaki sposob cele te zostaly osiggniety, a nastgpnie przedstawita najwazniejsze osiggniccia
prowadzonych badan do ktérych nalezg:

- opracowanie metody FLINT do badania aktywnosci enzymu D9 przy uzyciu sondy
nukleotydowej znakowanej pirenem, optymalizowanej pod kgtem badan wysokoprzepustowych
(2°=0,75);
- zidentyfikowanie potencjalnych inhibitor6w enzymu D9 - przeprowadzono badania biblioteki
nukleotydéw i wyznaczono parametr ICso, identyfikujac 9 zwigzkow o ICso < 4 uM;
- identyfikacja szesciu potencjalnych inhibitoréw w badaniach HTS komercyjnej biblioteki
LOPAC®2% | 7 ktérych trzy najlepsze zwigzki to Seliciclib, CP-100356 oraz SCH 5826;
- potwierdzenie uzyskanych wynikéw za pomocg niezaleznej metody z uzyciem krétkiego
fragmentu kapowanego RNA;
- opracowanie struktury krystalicznej enzymu D9 z inhibitorem CP-100356, co przyblizyto
mechanizm inhibicji;
- opracowanie 1 optymalizacja metody umozliwiajacej monitorowania aktywnosci kompleksu
DCP1-DCP2-PNRC2;
- 1dentyfikacja silnych inhibitorow DCP2 (ICso < 2 uM) oraz potwierdzenie ich skutecznosci
w niezaleznym badaniu z uzyciem krotkiego fragmentu RNA.
Zabraklo mi w tej czesci pracy dyskusji nad uzyskanymi przez Doktorantke wynikami, co stanowi
wazny element dysertacji.
W ostatnim punkcie pt. Czg$¢ eksperymentalna” Pani mgr Bednarczyk opisata metodyke

prowadzonych badan. Przedstawione opisy zawierajg wszystkie niezbedne informacje do



przeprowadzenia tego typu eksperymentow. Zabrakto jedynie widm z analizy LC-MS
potwierdzajacych czystos$¢ i masg otrzymanych sond fluorescencyjnych.

Wyniki uzyskane przez Pani mgr Bednarczyk stanowig istotny wklad w rozwdj dyscypliny
oraz z pewnoscia zostana wykorzystane w dalszych badaniach prowadzonych w zespole Promotorow
rozprawy. Potwierdzaja one wiedzg oraz umiejetnosci samodzielnego prowadzenia badan naukowych
przez Doktorantke. Badania dotyczace wirusowego enzymu D9 zostaly opublikowane w czasopismie
ACS Chemical Biology, gdzie Doktorantka jest pierwszy autorem. Ponadto Pani mgr Bednarczyk jest
wspotautorka siedmiu artykulow opublikowanych w dobrych i bardzo dobrych czasopismach
naukowych.

Podsumowujac stwierdzam, ze wyzej wymienione uwagi nie wyplywaja na majg wysoka
ocene merytoryczng recenzowanej rozprawy doktorskiej, ktéra stanowi oryginalne, wartosciowe
i znaczace osiggniecie Doktorantki. W zwiazku z powyzszym stwierdzam, ze przedstawiona do
recenzji rozprawa doktorska spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim w mysl ustawy
Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce z dnia 20 lipca 2018 r. (Dz. U. 2023r. poz. 742 z p6zn. zm.)
i wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie Pani
mgr Marceliny Bednarczyk do dalszych etapéw postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Ponadto, ze wzgledu na charakter prowadzonych badan, wysoka ocen¢ merytoryczng
recenzowanej rozprawy doktorskiej oraz dorobek naukowy Doktorantki wnioskuje do Rady

Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu Warszawskiego o wyrdznienie rozprawy doktorskiej.
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