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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Grab
pt. ,,Fluorescencyjne RNA jako sondy molekularne do monitorowania aktywnosci enzymow

degradacji kapu”

Rozprawa doktorska mgr Katarzyny Grab pod tytutem ,Fluorescencyjne RNA jako sondy
molekularne do monitorowania aktywno$ci enzymow degradacji kapu” wykonana zostata w Instytucie
Fizyki Doswiadczalnej Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego, pod promotorskg opiekg dr hab.
Joanny Kowalskiej. Przedstawione w rozprawie doktorskiej badania dotycza syntezy i charakterystyki sond
fluorescencyjnych opartych na strukturze RNA, wykorzystujacych zjawisko rezonansowego przeniesienia
energii do monitorowania enzymatycznej degradacji kapu 5' mRNA. Ze wzgledu na szybki rozwoj strategii
terapeutycznych bazujgcych na regulacji RNA, metody pozwalajace na monitorowanie funkcji enzymow
degradujgcych 5° RNA Kkap, ich specyficznosci, dynamiki dziatania oraz lokalizacji komdrkowej, staty sig
pilnym wyzwaniem wspodtczesnej biologii i medycyny precyzyjnej.

Celem recenzowanej rozprawy byto opracowanie metody umozliwiajacej charakterystyke
preferencji substratowych enzyméw bioracych udziat w degradacji kapu, identyfikacje ich inhibitorow, a
w rezultacie lepsze zrozumienie procesow regulacji RNA. Doktorantka zaprojektowata i stworzyta metodg
o wysokiej przepustowosci, oparta na fluorogenicznych sondach aptamerowych RNA, zawierajgcych
osiem réznych analogéw kapu na koncu 5° RNA. Potwierdzita skutecznos¢ opracowanej przez siebie
metody w badaniu specyficznosci substratowej wybranych hydrolaz. Ponadto wykazafa skutecznos¢
stworzonego podejscia eksperymentalnego w ocenie inhibitoréw wirusowych enzyméw degradujacych kap
oraz przeprowadzita badania kinetyki tego procesu.

Rozprawa doktorska zostata napisana w jezyku polskim i liczy 197 stron. Ukfad pracy jest
standardowy dla prac doktorskich o charakterze doswiadczalnym. Wyniki stanowigce czg$¢ rozprawy
zostaty opublikowane w formie artykutu naukowego pt. ,,Aptamer-based assay for high-throughput
substrate profiling of RNA decapping anzymes” w bardzo dobrym, tematycznym, recenzowanym
czasopi$mie o zasiegu miedzynarodowym tj. Nucleic Acid Research, z wiodagcym autorstwem pani mgr

Katarzyny Grab. Praca zostata doskonale napisana, bardzo tadnym jezykiem.
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Cel pracy jest jasno sformutowany. Rozdziat Wstgp liczy 52 strony, zestawia wszystkie wazne
wiadomosci potrzebne do zrozumienia rozprawy i doskonale wprowadza w jej tematyke. Przedstawia
budowe i podzial kwasow rybonukleinowych, przeglad wybranych enzymoéw degradujgcych kap oraz
podejscia eksperymentalne syntezy oligonukleotydow. Uwazam, ze ta czg$¢ niniejszej rozprawy
doktorskiej powinna stanowi¢ obowigzkowsg lekturge dla osob zaczynajgcych badania naukowe nad
mechanizmami regulacji RNA.

Najwazniejszym elementem rozprawy jest rozdzial Badania wlasne. Wyniki uzyskane przez
doktorantk¢ sg bardzo dobrze udokumentowane i w zdecydowanej wiekszosci nie budzg zadnych
zastrzezen ze strony recenzenta. Moje watpliwosci pojawiaja si¢ jedynie w odniesieniu do analizy
ostatniego podrozdziatu (9.3) oraz Ryciny 70, przedstawiajacej wyniki wiasne doktorantki. Czy dobrze
rozumiem, ze w badaniach obrazowania fluorescencyjnego degradacji kapu w komorkach HelLa
analizowano efekt dziatania endogennych enzyméw odpowiedzialnych za degradacj¢ kapu? Chciatbym sie
dowiedzie¢, w jaki sposdb Doktorantka zadbata o specyficznos¢ obserwowanych zmian w sygnale
fluorescencji lub — jesli nie zostato to uwzglednione — jak nalezatoby t¢ specyficznos$¢ zagwarantowaé. Czy
obserwowany efekt moze by¢ wynikiem nie tylko enzymatycznej hydrolizy kapu, lecz takze rezultatem
innych procesow, takich jak aktywacja proteaz, stres oksydacyjny, nieenzymatyczna degradacja RNA,
fototoksycznos¢ lub innych mechanizméw bedacych konsekwencja ztego stanu fizjologicznego komorek?
Dodatkowo chciatbym zapytaé, skad wynika rézny czas rejestracji obrazoéw fluorescencyjnych t = 90 min
a t =75 min dla poszczegdlnych komorek pokazanych na panelach ryciny 70. Czy byt on podyktowany
przezywalnosciag komorek do czasu t = 75 min od podania sondy? Chciatem réwniez zwrdci¢ uwagg na
jakos¢ przedstawionej ilustracji. Rycina 70 jest bardzo niskiej rozdzielczosci, a uzyte pseudokolorowe
mapy nie pozwalaja na doktadng oceng efektywnosci rezonansowego przeniesienia energii. Na rycinie 70
brakuje skali, ktora umozliwitaby jednoznaczne okreslenie, czy obserwowane obiekty rzeczywiscie maja
rozmiary zblizone do komorek HeLa. W mojej ocenie przeprowadzenie barwienia organelli komdrkowych
lub zastosowanie dodatkowych markerow fluorescencyjnych znakujacych biatka charakterystyczne dla
komorek HelLa pomogloby oceni¢ stan fizjologiczny badanych komorek.

Czy Doktorantka rozwazala zastosowanie skalibrowanej metody np. pomiaru czaséw zycia
fluorescencji zamiast zmian w intensywnosci fluorescencji do oceny efektywnosci FRET lub
przeprowadzenie iloSciowej analizy uzyskanych wynikow? Wprowadzenie takich rozwigzan mogtoby

zwiekszy¢ wiarygodno$¢ oraz klarowno$¢ prezentowanych na rycinie 70 danych.
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Rozprawe doktorskg konczy zwigzlte i bardzo dobre podsumowanie uzyskanych wynikéw. Uwage
zwraca takze obszerny, przejrzysty i niezwykle wazny rozdziat Procedury eksperymentalne. Rozdziat ten
bez watpienia utatwi przeprowadzanie podobnych eksperymentow kolejnym badaczom.

Podsumowujac, rozprawe doktorskg Pani mgr Katarzyny Grab oceniam bardzo wysoko. Praca
zostata doskonale napisana, a przedstawione w niej wyniki pozwolity na zaprojektowanie i stworzenie
przez doktorantk¢ sond molekularnych do monitorowania aktywnosci enzymoéw degradujacych kap. Jest to
wazne narzedzie, ktore poszerza nasza wiedze na temat mechanizméw regulacji RNA i, co rbwnie istotne,
otwiera nowe kierunki badan. Przedstawione wyzej drobne uwagi wynikaja wylgcznie z ciekawosci i nie
majg wptywu na moja bardzo wysokg oceng rozprawy doktorskiej Pani Katarzyny Grab. Ze wzgledu na
waznos¢ tematyki i wysoki poziom merytoryczny pracy, wnioskuje o jej wyrdznienie. Rozprawa doktorska
spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce, oraz wymagan stawianych pracom doktorskim w Uchwale nr 157 Senatu Uniwersytetu
Warszawskiego z dnia 29 czerwca 2022 r. Wnosz¢ wigc do Wysokiej Rady Dyscypliny Naukowej Nauki
Fizyczne Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Grab do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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