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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Katarzyna Grab pt. ,,Fluorescencyjne RNA

jako sondy molekularne do monitorowania aktywnosci enzymoéw degradaciji kapu”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Katarzyny Grab zostata wykonana
pod kierunkiem dr hab. Joanny Kowalskiej na Uniwersytecie Warszawskim.
Zrealizowany projekt doktorski stanowi $cisle zintegrowany cykl badan poswiecony
analizie metabolizmu mRNA zwigzanego z hydrolizg kapu — konserwatywnego w
komodrkach organizméw eukariotycznych elementu struktury, ktérego wplyw na
stabilnos¢ mMRNA oraz procesy komérkowe, w tym proces translacji, majg znaczenie
pierwszorzedne. W kategoriach ogolnych Doktorantka poszukiwata narzedzi
biochemicznych ktére umozliwityby ocene przebiegu procesdéw degradacji kapu przez
enzymy dekapujgce, zaréwno w warunkach in vitro jak i in vivo. Proces dekapingu i
nastepczej degradacji mRNA jest naturalnym mechanizmem jaki funkcjonuje w komorce
w celu usuniecia uszkodzonych czgsteczek mRNA, zas zaburzenia tego procesu zostaty
bezposrednio powigzane z wystepowaniem licznych choréb cztowieka. Ponadto
zagadnienia trwatosci i stabilnosci mMRNA sg kluczowe w projektowaniu lekéw opartych
o strukture mRNA ktére od czaséw pandemii w 2020 roku stanowig intensywnie
eksplorowany obszar badawczy. Stad, nie mam zadnych watpliwosci, ze podjeta w

doktoracie tematyka doskonale wpisuje sie w aktualne trendy badawcze.
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Praca doktorska mgr Grab zostata przygotowana w formie tradycyjnej. Liczacy blisko
200 stron dokument stanowi dos¢ obszerne dzieto co jest wynikiem szerokiego zakresu
prac badawczych jakie Doktorantka zrealizowata w ramach projektu doktorskiego. Na
zasadniczg czes$¢ dysertacji skladajg sie: Streszczenie; Przeglad literaturowy; Badania
wtasne, Podsumowanie; Procedury eksperymentalna oraz Bibliografia liczaca blisko 300
odnosnikéw. Wymienione czesci pracy doktorskiej uzupetnia wykaz skrétéw, informacja
o0 zrodtach finansowania badan, catkowitym dorobku naukowym Doktorantki oraz
materiaty uzupetniajgce. Praca jest napisana jezykiem fachowym; ilos¢ btedow
literowych jest niewielka; oprawa graficzna pracy jest na bardzo wysokim poziomie,
zwtaszcza rysunki pogladowe, ktére zachowujg wiasciwe proporcje ogdélnosci do

szczegotowosci co sprzyja zachowaniu czytelnosci przekazu.

Gtowng podstawe merytoryczng pracy doktorskiej mgr Grab stanowi artykutow
opublikowany w biezgcym roku w Nucleic Acid Research, w ktérym Doktorantka jest
pierwszym autorem. W dorobku naukowym Doktorantki znajduje sie jeszcze 5 publikacii.
Wszystkie zostaty opublikowane w renomowanych czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym, a ich r6znorodnos$¢ tematyczna pozwala sgdzi¢, ze Doktorantka
posiada wszechstronng wiedze oraz umiejetnosci z zakresu chemii organicznej,
biochemii, biologii chemicznej i chemii medycznej.

Pani Grab jest rowniez wspétautorka patentu zgtoszonego i przyznanego w trybie PTC.
Na uwage zastuguje aktywnos¢ konferencyjna kandydatki, ktéra obejmuje bardzo
prestizowe konferencje miedzynarodowe takie jak Gordon Conference czy IRT. Warto$é
naukowa oraz forma prezentacji zostaly zauwazone przez organizatorow tych

konferenciji i nagrodzone.

Przechodzac do recenzji samej pracy doktorskiej, w pierwszej kolejnosci skoncentruje
sie na rozdziale Przeglad literaturowy. Stanowi od kompendium wiedzy niezbednej do
zrozumienia i oceny badan ktére Doktorantka wykonata. Powiedzialabym nawet, Ze
rozdziat ten ma duzy walor dydaktyczny, gtdwnie dzieki temu, Zze autorka umiejetnie
przechodzi od ogétu do szczegotu, kreslge nawet rys historyczny niektérych kluczowych
wydarzen/osiggnie¢. Zawarto$¢ tej czesci rozprawy uwzglednia krotkg charakterystyke
wszystkich rodzajow kodujgcych i niekodujgcych RNA w komdrce, ze szczegdlnym
podkresleniem tych elementéw transgenomu ktére natura wyposazyta w strukture kapu;
charakterystyke sciezek komorkowej degradacji uszkodzonych mRNA oraz enzymow
biorgcych w niej udziat; strategie chemiczne i enzymatyczne syntezy oligonukleotydéw

ze szczegollnym uwzglednieniem metod wprowadzania kapu na 5’-koniec (M)RNA;
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rodzaje i charakterystyke sond molekularnych. Ta czes¢ pracy zostata opatrzona blisko
270 odnosnikami co swiadczy o wielkim naktadzie pracy jaki Doktorantka poczynita aby
wykazac¢ sie rzetelnoscig w opisanych tresciach. W tym miejscu Recenzentowi nasuwa
sie pytanie: Wobec istnienia dwdoch Sciezek degradacji wadliwych mRNA: od 3’ do &’
oraz w kierunku odwrotnym, czy ktéra$ z drog jest bardziej preferowana w komdrce?
Prosze o wymienienie typu uszkodzenn mRNA ktore determinujg kierunek degradacji i
czy zawsze kierunek degradacji w komorce jest warunkowany konkretnym
uszkodzeniem MRNA? Czy modyfikowane nukleozydy znajdujgce sie w rejonach
niekodujgcych i kodujgcym mRNA sg w jakikolwiek sposob zwigzane z procesem

dekapingu i degradacji wadliwych mRNA?

Czes¢ Badania wiasne Doktorantka rozpoczyna od skondensowanego przedstawienia
Planu badan, ktére ilustruje doskonatym rysunkiem pogladowym.

Pierwsza c¢zes¢ badawcza Kandydatki byta poswiecona opracowaniu testu
fluorescencyjnego (HT-FLINT) do wysokoprzepustowej analizy aktywnosci i
specyficznosci  substratowej siedmiu endogennych enzymdéw  dekapujgcych
pochodzacych z réznych organizméw. Analize oparto na aptamerowej sekwencji
nukleotydowej Broccoli wzbogaconej o fragment ponad 30 nukleotydéw, ktoéry oddziela
kap od aptameru Broccoli. Doktorantka przeprowadzita synteze trzech
trinukleotydowych analogéw kapu (kap-0, kap-1, TMG kap) oraz NAD kap, FAD kap i
UDP-glukoza kap stosujgc chemiczng synteze dinukleotydow ktére po aktywacii
sprzegnieto z difosforanami guanozyny bgdz monofosforanami ryboflawiny i glukozy.
Jedynie do wprowadzenia nukleozydu nikotynamidowego zastosowano rozwigzanie
odwrotne, co pozwolifo podwyzszyé wydajnos¢ sprzegania o okoto 40%. Na
podkreslenie zastuguje przeprowadzona przez Doktorantke wieloetapowa synteza soli
trietyloamoniowej difosforanu 2,2,7-trimetyloguanozyny jak réwniez olbrzymi wysitek jaki
wiozyta w oczyszczanie tri- i di-nukleotydowych analogéw kapu aby sprawdzity sie w roli
inicjatorow w reakcji transkrypciji in vitro (IVT). Syntezy 70-nukleotydowych sond zostaty
wykonane na matrycy DNA kodujgcej fluorogeniczng, aptamerowg sekwencje Brocci w
obecnos$ci polimerazy RNA T7. Po enzymatycznym usunieciu matrycy DNA, RNA
wyizolowano metodg ekstrakcji i oczyszczono za pomocg RP HPLC. Jakosc¢ transkryptu
zweryfikowano za pomocg elektroforezy zelowej PAGE z powinowactwem do kwasu 3-
akryloamidofenyloboronowego (APB) aptamerowych RNA. [/ tu chciatabym prosi¢ o
komentarz dotyczgcy obecnosci kilku prgazkdéw (w liczbie od 4 do 2) na torach 1, 2, 4,
oraz zaspokojenie mojej ciekawosci jakie zmiany wprowadzono w procedurze

wykorzystujgcej APB, ze wrdcita do praktyki po ponad 40-latach od jej odkrycia?
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Otrzymane sondy aptamerowe zostaty wykorzystane do ustalenia specyficznosci
substratowej siedmiu enzyméw dekapujgcych, w zaprojektowanym tescie Flint. Do
kwantyfikacji hydrolizy kapu zastosowano fluorogeniczny ligand DFHBI-1T, ktory
pozwala na pomiar emisji fluorescencji w sytuacji gdy kapowane RNA nie jest substratem
dla enzymu dekapujgcego. W przeciwnym razie, dekaping i nastepcza degradacja
egzonukleolityczna aptameru przez enzym Xrnl nie daje odczytu fluorescencji. Po
optymalizaciji, test Flint zostat poddany ocenie przydatnosci w wysokoprzepustowych
testach przesiewowych z uzyciem sondy kap O-aptamerowej. Przydatnos¢ testu do
oceny inhibicji dekapingu zostata pozytywnie zweryfikowana dla biatka dekapujgcego
VACV D9 wirusa krowianki oraz hDcp2/Dcpl.

Opracowang procedure profilowania substratowego enzymoéw dekapujgcych z
powodzeniem wykorzystano do oceny degradacji kapu w warunkach przypominajgcych
uktad biologiczny, mianowicie w lizatach komoérkowych HEK293F. Kandydatka wyrazita
opinie o zasadnosci prowadzonych badan w kontekscie mozliwosci przewidywania
Sciezek rozpadu egzogennie dostarczanych mRNA. Biorgc pod uwage profil dziatalnosci
naukowej grupy badawczej Doktorantki, czy opracowany przez Kandydatke test Flint
miat okazje byc¢ testowany w badaniu metabolizmu kap-modyfikowanych RNA o
potencjalnym zastosowaniu terapeutycznym?

Po ustaleniu zakresu aktywnosci enzymoéw dekapujgcych, kolejnym zadaniem
badawczym jaki postawita sobie Doktorantka byto opracowanie dwuznakowanych sond
fluorescencyjnych ukierunkowanych na pojedynczy cel molekularny ktére umozliwityby
selektywne monitorowanie aktywnosci enzymoéw dekapujgcych w czasie, w uktadach
biologicznych. Wyselekcjonowane do tego celu znaczniki zostaty dobrane tak aby
tworzyty pare fluorofor-wygaszacz badz donor-akceptor. Sondy o sktadzie znacznik 1-
linker-kap-RNAgs-linker-znacznik 2, zostaly otrzymane na dwa sposoby, réznigce sie
metodg wprowadzania znacznika na koniec 5: kotranskrypcyjnie, wykorzystujac
znakowany analog kapu jako starter dla transkrypcji in vitro, a w sytuacji, braku
rozpoznania wyznakowanego kap-trinukleotydu przez polimeraze T7 RNA lub
wrazliwosci enzymu na warunki reakcji transkrypcji zastosowano posttranskrycyjne
znakowanie RNA. W pierwszym przypadku przeprowadzono synteze trinukleotydu z
linkerem aminoalkilowym potgczonym wigzaniem karbaminianowym z 2’ lub 3’-grupg
hydroksylowg m1G; terminalna grupa aminowa linkera w kolejnej reakcji zostata
sprzegnieta z barwnikiem Cy3, sCy5, FAM,BHQ-2 i BHQ-3. Do wyznakowania NAD-
kapu wykorzystano reakcje click pomiedzy Ns-sfunkcjonalizowanym barwnikiem i kapem
z grupg alkinylowg. Tak przygotowane analogi kapu zostaty wykorzystane w syntezie

znakowanego kap-RNA, przy tym oceniono, ze zastosowanie dtuzszych 6-weglowych
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linkeréw aminoalkilowych obniza wydajnosc¢ reakcji IVT. W metodzie posttranskrypcyjnej
zastosowano reakcje click pomiedzy kap-RNAss sfunkcjonalizowanym linkerem
azydkowym a znacznikiem w postaci barwnika sCy5 i sCy3 potgczonego z DBCO.
Stosujgc metode posttranskrypcyjnego znakowania RNA wprowadzono barwniki z serii
BHQ (wyposazone w DBCO), jednoczesnie z barwnikiem JF646 na 3’-koncu sondy przy
zastosowaniu dwoch reakcji PORA oraz click. W przypadku pozostatych 5'-
znakowanych konstruktow kap-RNAgzs, znakowanie konca 3’ zostato przeprowadzone na
drodze enzymatycznej ligacji przez ligaze T4 RNA 1. Dwuznakowane sondy
fluorescencyjne oczyszczono metodg RP HPLC a czystos¢ potwierdzono za pomoca
elektroforezy zelowej z markerem wielko$ci. W tym miejscu pozwole sobie na komentarz
dotyczgcy analizy poprawnosci struktury oligonukleotydéw RNA, albowiem nie
zauwazytam aby Doktorantka stosowata techniki spektrometrii mas do analizy dtuzszych
oligomeréw.

Otrzymane sondy zostaly scharakteryzowane po katem wilasciwosci emisyjnych,
fotostabilnosci, stabilnosci chemicznej w réznych pH, buforach czy temperaturze.
Zoptymalizowane warunki zastosowano w analizie enzymatycznego dekapingu RNA
gdzie kluczowa byta protekcja prébek przed swiattem, zwiniecie sondy RNA w poprawng
strukture, rozcienczenie probki buforem z jonami Mg? po dodaniu enzymu
dekapujgcego i koncowo pomiar zmian fluorescencji na spektrofluorymetrze. Stosujgc te
strategie, przeprowadzono monitorowanie aktywnosci dekapujgcej enzymow Dcp2 oraz
mDXO z wykorzystaniem kilku sond, z ktérych 4 okazaty sie szczegdlnie obiecujgce (A3
i A4, zawierajgce kap-0 oraz barwniki cyjaninowe akceptowane przez Dcp2 oraz F1i F2
zawierajgce dinukleotyd ppApG, ze znacznikami FAM/sCy5, akceptowane przez
mDXO). Sonda A4 zostata z powodzeniem zastosowana do bioobrazowania procesu
hydrolizy kapu w ukfadzie biologicznym, co zrealizowano poprzez bezposrednig
mikroiniekcje sondy do komérek Hela i rejestrowaniu zmian efektywnosci FRET w

czasie, za pomocg mikroskopii konfokalnej.

W konhcowym rozdziale Cze$¢ eksperymentalna Doktorantka opisata protokoty syntezy
modyfikowanych nukleotydéw, dinukleotyddw w fazie statej, aptamerowych i podwdjnie
znakowanych sond molekularnych oraz stosowanych do ich wytworzenia reakcji
enzymatycznych. Ponadto Doktorantka dostarczyta informacji praktycznych
dotyczgcych warunkéw pomiarowych i testu Flint. Tu w opisie postsyntetycznej
deprotekcji dinukleotydéw za pomocg AMA mozna stwierdzi¢ rozbieznos¢ warunkow

reakcyjnych w stosunku do tych opisanych w Badaniach wtasnych.
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Zanim przejde do wnioskéw koncowych pragne podkreslié dwie mocne strony
Doktorantki. Krytyczne podejscie do wynikdw swoich badan oraz postawionych przez
siebie tez co $wiadczy o dojrzatosci naukowej Kandydatki oraz szeroki wachlarz
umiejetnosci praktycznych jakie posiada, obejmujgcy synteze organiczng, analize

spektroskopowsg, chromatografie, biochemie i biofizyke.

Podsumowujac, stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska prezentuje
nowatorskie rozwigzanie postawionego przed Doktorantkg problemu badawczego, czym
wnosi istotny wktad w rozwéj dziedziny. Na podkreslenie zastuguje interdyscyplinarny
charakter przeprowadzonych przez Doktorantke prac badawczych, aktualnosé
podejmowanej problematyki badawczej oraz uzyteczno$¢ opracowanych metod w
badaniu metabolizmu mRNA jak i projektowaniu lekdéw opartych o jego strukture. Tym
samym stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca spetnia wymogi ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity: Dz. U. z 2024 r. poz. 1571)
i wnosze o dopuszczenie mgr Katarzyny Grab do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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