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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Grab

z Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego

pt. ,,Fluorescencyjne RNA jako sondy molekularne do monitorowania aktywnosci

enzymow degradacji kapu”

Badania nad optymalizacjg strukturalng i funkcjonalng czgsteczek RNA w aspekcie
poszukiwania nowych terapii czy narzedzi diagnostycznych przezywa w ostatnich latach
prawdziwy rozkwit, czego dowodem sg choéby szczepionki na COVID-19 oparte 0 mRNA,
czy liczne kolejne czgsteczki w zaawansowanych badaniach klinicznych. Przedstawiona do
recenzji praca doktorska magister Katarzyny Grab doskonale wpisuje sie w ten nurt
badawczy, w szczegdlnosci w aspekcie badan nad poszukiwaniem uniwersalnych narzedzi
umozliwiajgcych dalszg optymalizacje czasteczek czy poszukiwanie struktur wiodgcych.
Praca zostata wykonana pod opiekg dr hab. Joanny Kowalskiej w Zaktadzie Biofizyki
Instytutu Fizyki Doswiadczalnej Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego, ktérej grupa

badawcza specjalizuje sie w tego typu badaniach i jest jednym ze Swiatowych lideréw.

Gtéwnym celem pracy magister Katarzyny Grab byto zaprojektowanie i stworzenie
nowych czgsteczek do monitorowania aktywnosci enzyméw odpowiedzialnych za degradacje
kapu. Taki wybor tematyki badawczej w aspekcie coraz liczniejszych doniesien
literaturowych o kluczowej, acz dalej nie do konca zrozumiatej i wyjasnionej roli szeregu
biatek zaangazowanych w kontrole jakosci RNA uwazam za jak najbardziej trafny i
uzasadniony.

W aspekcie dorobku naukowego, Doktorantka jest wspdtautorem szesciu publikacii
naukowych w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym. W jednej pracy mgr Katarzyna
Grab jest pierwszym autorem, co szczegodlnie podkresla jej wktad w prowadzone badania,
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zwtaszcza iz jest to praca wskazana jako jedyna wchodzgca w sktad rozprawy doktorskiej i
opublikowana w bardzo dobrym czasopismie naukowym (Nucleic Acid Research). Co wiecej,
Doktorantka jest takze wspétautorem zgtoszenia patentowego, a wyniki swoich badan
prezentowata na licznych konferencjach o zasiegu krajowym i miedzynarodowym. Powyzszy
dorobek naukowy oceniam bardzo wysoko.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Katarzyny Grab zostata ma
klasyczny ukiad i liczy 197 stron. Wstep do pracy poprzedza wykaz skrotow, a takze
abstrakt. Wstep teoretyczny do pracy jest bardzo obszernym materiatem, w ktérym mgr
Katarzyna Grab skupita sie w pierwszej czesci na opisie catego systemu bioczgsteczek RNA,
z ich doktadng charakterystyka, funkcjg oraz potencjatem medycznym. W kolejnych
podrozdziatach Doktorantka opisuje degradacje kapu oraz role wybranych enzyméw w tym
procesie, a nastepnie strategie syntezy oligonukleotydow oraz znaczenie oraz role sond
molekularnych. Wstep teoretyczny jest napisany na bardzo wysokim poziomie
merytorycznym, ilustrowany bardzo czytelnymi rycinami, a zacytowana literatura pochodzi w
wiekszosci z oryginalnych prac, co swiadczy o doskonatym rozeznaniu mgr Katarzyny Grab
w literaturze tematu. Liczba cytowanych prac w catej dysertacji jest imponujgca i wynosi 294
pozycje. Uwazam, iz jest to doskonaty materiat do napisania pracy przeglgdowej w tym
temacie. Co wiecej, wstep teoretyczny doskonale wyjasnia geneze postawienia hipotezy
badawczej przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej oraz okreslenia celéw badawczych
wymaganych do jej udowodnienia. Same cele pracy zostaty jasno rozpisane i sprecyzowane

w kolejnym rozdziale pracy, a takze ilustrowane bardzo czytelng grafika.

W kolejnym rozdziale (Badania wiasne) przedstawionej do oceny rozprawy,
Doktorantka w szczegotowy sposob opisuje warsztat badawczy wykorzystany do
udowodnienia hipotezy badawczej. Zaplanowane eksperymenty stanowig logiczng cato$c¢,
zostaty zaplanowane i opisane na wysokim poziomie merytorycznym oraz z duzg
szczegbtowoscig, co pozwala na ich powtérzenie przez niezaleznych eksperymentatorow.
Zamieszczone wykresy, tabele i ryciny sg rowniez przygotowane doskonale pod wzgledem
edytorskim oraz merytorycznym. Co wiecej, nalezy podkresli¢, iz dobor metod badawczych
wskazuje, iz przedstawiona do oceny praca ma charakter wybitnie interdyscyplinarny i tgczy
ze sobg aspekty chemii, biochemii, fizyki oraz biologii molekularnej. Doktorantka wskazuje

takze precyzyjnie, ktére elementy pracy byty wykonane we wspotpracy z innymi badaczami.

Moje pytanie dotyczy wynikdw opisanych w rozdziale 7.6 ,Badania kinetyki
dekapingu”. Badania kinetyczne, zwlaszcza poréwnawcze pomiedzy enzymami wymagajg
szczegoOtowej wiedzy na temat ilosci aktywnego enzymu w badanej probce. Czy i w jaki
sposob Doktorantka miareczkowata badane enzymy i jaka byta ich rzeczywista aktywnosc?

Moje kolejne pytanie dotyczy nastepnego rozdziatu 7.7. ,Badanie procesu dekapingu w



ekstraktach komorkowych”. W fragmencie ,Test przeprowadzono zgodnie z procedurg
stosowang podczas profilowania substratowego enzyméw dekapujgcych. Niski poziom
intensywnos$ci fluorescencji, uzyskany dla sond inkubowanych jedynie z lizatem
komoérkowym, wskazuje na obecnos¢ w prébce enzymow zdolnych zaréwno do dekapingu
badanego RNA, jak i jego procesywnej degradacji (Rysunek 50A, B). Ponizszy eksperyment
nie pozwala niestety wskaza¢ konkretnego mechanizmu degradacji sondy (moze to by¢

zarbwno degradacja prowadzona przez endo- jak i egzonukleazy).” Czy Doktorantka
prébowata zanalizowaé jakie enzymy kontrolujg ten proces w okredlonych liniach
komodrkowych? Czy byta przeprowadzona analiza literatury w aspekcie dostepnych badan
proteomicznych tych wtadnie komorek pod wzgledem obecnosci oraz potencjalnej
aktywnosci enzymatycznej? Co wiecej, czy nie bytoby mozliwe przeprowadzenie analizy
MALDI TOF w kierunku identyfikacji enzymoéw zdolnych zaréwno do dekapingu badanego

RNA, jak i jego procesywnej degradacji? Prosze tutaj o szerszg dyskusje.

W rozdziale Podsumowanie mgr Katarzyna Grab w dojrzaty sposob i na wysokim
poziomie merytorycznym podsumowuje wszystkie wyniki swoich badan, ich warto$¢ w
aspekcie juz dostepnej wczesniej wiedzy w tym zakresie, a takze wskazuje na dalsze
mozliwe kierunki badawcze. Z pewnoscig mozna uznac, iz gidwne tezy hipotezy badawczej
zostaty zbadane i udowodnione, a wiele otrzymanych wynikbw ma charakter odkrycia
naukowego. Uwazam, iz wyniki pracy majg wysoce oryginalny, a co szczego6lnie wazne,
takze wysoce nowatorski charakter i z pewnoscig stanowig doskonatg baze dla przysztych

badan.

Podsumowujgc cze$¢ merytoryczng przedstawionej do oceny dysertacji, za

najwazniejsze odkrycia naukowe pracy doktorskiej magister Katarzyny Grab uwazam:

1. Opracowanie testu intensywnosci fluorescencji (FLINT) opartego na strukturach
aptamerowych, ktory umozliwia wysokoprzepustowg ocene specyficznosci

substratowej enzymow hydrolizujgcych kap.

2. Wykazanie, iz sondy zawierajgce sekwencje aptameru Broccoli mogg byc¢
wykorzystane do stworzenia testu FLINT, ktory umozliwia szybkg i efektywng ocene
zdolnosci enzyméw dekapujgcych do rozpoznawania i degradacji transkryptow

zawierajgcych kanoniczne i niekanoniczne analogi struktury kapu.

3. Wykazanie, iz sondy Broccoli mogg byé wykorzystane do ewaluacji i charakterystyki

wiasciwosci kinetycznych inhibitoréw enzymoéw dekapujgcych.



4. Wykazanie, iz test FLINT spetnia wszystkie kryteria wysokoprzepustowych badanh
przesiewowych (HTS), co umozliwito precyzyjne profilowanie i bezposrednie
poréownanie preferencji substratowych biatek zaangazowanych w proces degradac;ji
RNA.

5. Opracowanie, synteza i selekcja sond dziatajgcych w oparciu o rezonansowy transfer
energii Forstera oraz mechanizm wygaszania fluorescencji, ktorych struktura

gwarantuje selektywnos¢ wobec poszczegolnych enzyméw dekapujgcych.

Podsumowujgc warto§¢ merytoryczng przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej
mgr Katarzyny Grab, mozna zdecydowanie stwierdzic, iz otrzymane wyniki majg znamiona

odkrycia naukowego, a przedstawiony w pracy materiat badawczy ma nowatorski charakter.

Ostatni, chyba najbardziej obszerny rozdziat przedstawionej do oceny rozprawy
doktorskiej to ,Procedury eksperymentalne”, w ktorym Doktorantka bardzo dokfadnie opisuje
wszystkie detale syntetyczne i analityczne prowadzonych eksperymentow. Jeszcze raz
nalezy podkresli¢ ich bardzo wysoki poziom oraz szczego6towosé pozwalajacg na

powtorzenie przez niezaleznego eksperymentatora.

Pod wzgledem edytorskim i graficznym, praca doktorska mgr Katarzyny Grab zostata
przygotowana bardzo starannie i bez zarzutdéw. Zdarzajg sie btedy interpunkcyjne czy
edytorskie, niemniej ich ilos¢ jest nieduza i nie ma wptywu na ogdlng, bardzo wysokg ocene

pracy.

Podsumowujac, przedstawiona rozprawa doktorska magister Katarzyny Grab z
Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego pt. ,Fluorescencyjne RNA jako sondy
molekularne do monitorowania aktywnosci enzymow degradacji kapu” ma oryginalny oraz
wysoce nowatorski charakter, a zawarte w niej wyniki badan majg zdecydowanie cechy
nowosci naukowej. Doktorantka w bardzo trafny sposob udowodnita postawiong hipoteze
badawczg i zrealizowata zaplanowane cele badawcze. Zamieszczone tutaj uwagi
i zastrzezenia nie majg wpltywu na mojg bardzo wysokg ocene pracy. Po catkowitej ocenie
przedstawionej pracy z catg pewnoscig stwierdzam, iz spetnia ona wszystkie zwyczajowe

i ustawowe wymagania stawiane pracom doktorskim.

Wnosze wiec do wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu
Warszawskiego o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Katarzyny Grab do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.



Jednoczesnie, podkreslajgc bardzo wysoki poziom merytoryczny pracy, doskonaty
dorobek naukowy oraz duzy wptyw wynikdw na rozwoj dyscypliny wnosze o wyrdznienie

pracy odpowiednig nagroda.
Z wyrazami szacunku

prof. dr hab. Marcin Drag
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