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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIE]

mgr Malwiny Strenkowskiej pt. ,,Modyfikowane nukleotydy jako narzedzia do otrzymywania
terapeutycznych mRNA: synteza, wlasciwosci oraz przyktadowe zastosowania”

Kwasy nukleinowe fascynowaty i pochtanialy uwage badaczy od dziesigtek lat. Nic w tym
dziwnego, w nich bowiem zawarta jest informacja genetyczna zywych organizméw, one decydujg,
bezposrednio lub posrednio, o przynaleznosci gatunkowej i ich prawidtowym funkcjonowaniu.
Rozwdj technik inZzynierii genetycznej spowodowat wzmozone zainteresowanie tg grupa zwiazkow,
zwlaszcza w kontekscie wykorzystania ich w celach terapeutycznych. Mozna w tym miejscu pokusi¢
sie o kilka przyktadéw tego typu zastosowan, najwazniejszymi z nich wydaja sie by¢ terapia genowa i
immunoterapia przeciwnowotworowa. Oczywiscie jak we wszystkich aplikacjach medycznych
podstawowymi cechami terapii powinny by¢ skutecznos$¢ i bezpieczenstwo, a gdyby dato sie jeszcze
zrobi¢ to prosto i tanio... Najwazniejsze aspekty jakie trzeba bra¢ pod uwage w tego typu dziataniach
to transfer materiatu genetycznego do komorek pacjentéw, zapewnienie mu odpowiedniej stabilno$ci
i skutecznos$¢ jego dziatania. Juz wstepnie rozwazajac te trzy czynniki, kwasy rybonukleinowe, a w
szczegblnosci mRNA wydaja sie tutaj by¢ idealnymi kandydatami na obiekty badan. Przedstawiona do
recenzji rozprawa doktorska mgr Malwiny Strenkowskiej poswiecona jest wtasnie znalezieniu
modyfikacji chemicznych w strukturze mRNA w celu zwiekszenia stabilnosci biopolimeru i
polepszenia jego potencjatu farmakokinetycznego. Cel ten Doktorantka postanowita osiggnac
poprzez wykorzystanie zmodyfikowanych chemicznie nukleotydéw obecnych w dwoch regionach
eukariotycznego mRNA, wystepujacych na jego koncach, oznaczanych odpowiednio jako 5’-kap i ogon
poli A.

Praca doktorska zrealizowana zostata w Zaktadzie Biofizyki, Instytutu Fizyki Doswiadczalnej,
Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego pod opieka dr. hab. Jacka Jemielitego, prof. nadzw.
UW. Opracowanie obejmuje 238 stron, podzielonych na 3 rozdzialy, poprzedzone spisem tresci,
streszczeniem i wykazem najwazniejszych skréotow i symboli. Pierwsza cze$¢ pracy stanowi rozdziat
»Wstep literaturowy” poswiecony przyblizeniu tematyki i przedmiotu badan. W rozdziale tym
Doktorantka przedstawia charakterystyke kwaséw nukleinowych i ich potencjalne wykorzystanie
jako substancji leczniczych, zabiegi chemiczne jakie stosuje sie w celu poprawienia stabilnosci i
translacji mRNA oraz metody syntezy modyfikowanych chemicznie nukleotydéw. Ta cze$¢ pracy
napisana jest do$¢ starannie, a przedstawione informacje sg znakomitym wprowadzeniem

teoretycznym do dalszych czeSci pracy.
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Kolejny rozdziat ,Wyniki i dyskusja” jest najistotniejszy dla catej pracy. Zawiera on
syntetyczny opis zadan, jakie Doktorantka stawia przed sobag i obrazuje to, co i jak zostato
zaplanowane i wykonane w ramach realizacji badan. Cato$¢ zaplanowanych i przeprowadzonych
eksperymentdéw podzieli¢ mozna na trzy podstawowe kategorie. Pierwsza dotyczy zabiegéw
dokonywanych w obrebie regionu 5’-kap, druga zabiegéw w obrebie ogona poli A, natomiast trzecia
dotyczy opracowania wydajnej metody syntezy nukleotydow modyfikowanych chemicznie w
tancuchu fosforanowym. CzynnoSci zwigzane z realizacjg tych trzech podstawowych cel6w wzajemnie
sie przenikaja i uzupeiniaja. W ten sposéb zostaty opracowane, cytujac Doktorantke, narzedzia
molekularne w postaci zmodyfikowanych chemicznie nukleotydéow do otrzymywania mRNA o
potencjalnie zwiekszonej stabilnosci i polepszonym potencjale translacyjnym oraz sama metodologia
ich syntezy.

Jako najwazniejsze osiggniecia Doktorantki wymieni¢ nalezy:

- opracowanie nowej metody syntezy nukleotydéw chemicznie modyfikowanych w tancuchu
fosforanowym,;

- otrzymanie czterech nowych tetrafosforanowych analogéw 5’-kapu, w strukture ktorych
wprowadzono pojedyncza grupe tiofosforanowsg;

- otrzymanie pieciu nowych analogéw 5’-kapu (dwéch w postaci pochodnych tri-, trzech
tetrafosforanowych) modyfikowanych podwdjnie grupa tiofosforanowg;

- otrzymanie dwdch nowych nukleotydéw modyfikowanych grupa tiofosforanowg lub
boranofosforanowsg i zbadanie ich inkorporacji do mRNA w obrebie ogona poli A;

- opracowanie, czy tez dopracowanie metody syntezy i otrzymanie trinukleotydowych
analogéw 5’-kapu modyfikowanych pojedyncza grupa tiofosforanowa.

Kolejno$¢ osiagnie¢ poczawszy od pozycji drugiej ulozona zostata w oparciu o ilo$¢
uzyskanych na ich podstawie danych, intuicje recenzenta i entuzjazm Doktorantki zawarty w opisach.
Pozycja pierwsza bezsprzecznie nalezy sie opracowaniu pionierskiej metody syntezy nukleotydow
uzytecznych w modyfikowaniu czasteczek RNA. W trakcie realizacji zadania opracowane zostaty
nowe reagenty uzyteczne rowniez w innych syntezach i precyzyjnie dobrane warunki reakcji w jakich
ulegaja one kolejnym przemianom. Nalezy w tym miejscu zwréci¢ uwage na ogromng swobode
Doktorantki w pracy laboratoryjnej i biegle operowanie zar6wno technikami syntezy, jak i analizy
otrzymanych pochodnych.

Dysponujac otrzymanymi ,narzedziami” Doktorantka wykonata szereg oznaczen sprawdzajac
dany typ zastosowanej modyfikacji pod katem jej wplywu na stabilnos¢ (degradacje) i wydajnos¢
translacji mRNA uzyskujac szereg ciekawych wynikow, ktore z jednej strony okazaty sie osiggnieciem
celu jaki zostal postawiony przed rozpoczeciem badan, z drugiej poczatkiem dalszych prac i
wyjasniania pojawiajgcych sie nowych probleméw. Poniewaz praca z materiatem bedacym
przedmiotem badan Pani Malwiny nie nalezy do najtatwiejszych w trakcie realizacji zadan pojawity
sie rowniez i pewne niepowodzenia w postaci niskich wydajnosci niektérych proceséw, czy tez

problemy z rozdzieleniem mieszanin diastereoizomeréw powstajacych w trakcie syntez.
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Po najobszerniejszym drugim rozdziale nastepuje rozdziat trzeci ,Cze$S¢ eksperymentalna”
poswiecony krotkim opisom dotyczacym syntezy zaprojektowanych zwigzkow, wykonaniu analiz i
badan biologicznych. W tej czeSci znalazty sie rowniez (jako osobne podrozdziaty) opis dorobku
naukowego Kandydatki oraz bibliografia (spis liczy 178 pozycji obejmujacych lata 1963-2014). Catos¢
rozprawy opatrzona jest 81 rysunkami (w rzeczywistosci jest ich duzo wiecej, ale te zawarte w czesci
trzeciej 1 przedstawiajgce struktury syntezowanych analogdbw nie s3 ponumerowane i

wyszczegolnione jako rysunki) i 23 tabelami.

Zaplanowane i przeprowadzone w ramach realizacji rozprawy doktorskiej badania
charakteryzuja sie niezwykle wysokim poziomem naukowym - bezposrednim dowodem na to s3
publikacje naukowe, bedace efektem tych prac. Wspomniatem juz wecze$niej, iz pierwsza czes¢
dysertacji napisana jest raczej poprawnie, natomiast dwie pozostate zawierajg szereg réznych btedow
edytorskich i niefortunnych sformutowan bedacych réwniez konsekwencja stosowania zargonéw. Ma
sie wrazenie, ze sktadanie caloSci obarczone byto brakiem czasu na staranng korekte. Z racji
obowigzku jaki spoczywa na recenzencie, chciatbym ten watek jeszcze przez chwile rozwing¢
wskazujac kilka przyktadéw roznych btedéw.

W spisie tresci tytuty poszczegdlnych, gtéwnych podrozdzialtéw wymienione sg zamiennie
bezposrednio po kropce lub z zachowanym odstepem, formatowanie zawartoSci jest

niekonsekwentne. Tendencja ta powtarza sie rowniez w dalszej cze$ci pracy.

Btedy interpunkcyjne - glownie do$¢ swobodne pomijanie przecinkéw (nawet przed
spoOjnikami ,ze” i ,ktory”) jest doS¢ czeste. Kolejny element to literowki: ,hamaglutynina” na str. 23,
nazwisko ,Yoshikawa” napisane z matej litery na str. 87, ,To Zdecydowanie...” na str. 162, oraz 1agcznie
lub roztacznie pisane wyrazy: ,,tak ze” na str. 29, ,cosprzyja” na str. 88, ,nie opisanym” jako

przymiotnik na str. 88, ,doczynienia” na str. 102, ,SP6stosujac” str. 104, ,dziataniaDcp2” na str. 131.

Niefortunne sformutowania zdarzaja sie rownie czesto. Oto kilka przykladow:
»---wymagajacych rechromatografii” - str. 84; ,Wszystkie analogi...poddano charakteryzacji...” - str.
98, ,..w zaleznosSci od miejsca umiejscowienia modyfikacji...” - str. 102; ,Jednakze, badania
podatnosci mRNA na dekaping za pomoca Dcp2 wykazaty jednak, Ze pojedyncza modyfikacja...”;
»,Mimo niskiej szybko$ci wydajnos$¢ reakcji byta wysoka...” - str. 122. Na szczeg6lng uwage zastuguja
tutaj ,odbezpieczenie” jako kalka jezykowa w znaczeniu usuniecia ostony oraz ,rozcienczenie reakcji”
i ,dodanie do reakcji”. W pierwszym przypadku lepiej uzy¢ po prostu odblokowanie lub uwolnienie
grupy funkcyjnej i ze zdecydowanym naciskiem, ze grupy funkcyjnej a nie ostony (taka interpretacja
réwniez znalazta sie w pracy). Nie wiem dlaczego, ale mam wrazenie, ze im cze$ciej zwracam uwage
na ten wtasnie element zwigzany z zaktadaniem i usuwaniem oston (réwniez w chemii peptydow, z
ktérg stykam sie codzienne), tym cze$ciej btad wraca do mnie w réznych opracowaniach. W drugim
przypadku chodzi oczywiScie o rozcienczenie i dodanie np. mieszaniny reakcyjnej i do mieszaniny

reakcyjnej.
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Szata graficzna opracowania jest na wysokim poziomie, zamieszczone rysunki, schematy i
tabele sg przygotowane bardzo starannie. Jedyna wpadka, jaka zauwazytem to tabela nr 11 na str.
120. Na tej stronie w teksScie znajduja sie rowniez odsytacze do treSci zawartych w tabeli, ale w

nawiasach zabrakto jej numeru.

W calym teks$cie znalaztem takze wiele zdan, ktore napisatbym zupetnie inaczej stylistycznie,
jednak styl Doktorantki jest stosowany konsekwentnie w catej pracy i z racji braku kwalifikacji

jezykowych na odpowiednim poziomie, nie chce poddawac ich dyskus;ji.

Wszystkie wymienione powyzej niedociggniecia dotycza strony edytorskiej i w zaden sposéb
nie majg wptywu na jakos¢ przedstawionych w pracy badan. To, ze zostaly wytkniete ma na celu
uswiadomienie Kandydatce do stopnia doktora, Ze czasami warto zwréci¢ réwniez uwage na forme
prezentacji wynikow prac. W tym miejscu chciatbym réwniez pochwali¢ Panig Malwine za to, ze
zdecydowata sie na przedstawienie rozprawy w formie klasycznej, rezygnujac z tzw. ,spinki”
publikacji naukowych opatrzonych krétkim opisem. Taka wersja, dopuszczona ustawowo, bytaby
duzo tatwiejsza w przygotowaniu i obarczona duzo mniejszym ryzykiem popeinienia btedéw, ktore
pozwolitem sobie przytoczy¢ powyzej. Mam rdéwniez pewne pytania i watpliwosci dotyczace
wykorzystania HPLC do oczyszczania i identyfikacji produktow syntez, pozwole sobie jednak

pozostawic to do dyskusji w trakcie samej obrony.

Oprocz wymienionych wyzej brakow i stabych stron dysertacji trzeba zauwazy¢ i docenic
ogrom pracy i wysitku wtozony przez Doktorantke w jej powstanie. Prace taczace badania z zakresu
réznych dziedzin nie naleza do prostych i wymagaja szerokiej i réznorodnej wiedzy. Takimi
umiejetno$ciami wykazata sie w trakcie realizacji kolejnych zadan mgr Malwina Strenkowska.
Uzyskane w trakcie realizacji rozprawy doktorskiej wyniki wnosza wiele nowych informac;ji
dotyczacych zar6wno wptywu chemicznej modyfikacji struktury wybranych do badan nukleotydow
na stabilno$¢ i poziom translacji mRNA, jak i informacji dotyczacych procedur samych syntez. Doceni¢
nalezy, ze w trakcie realizacji prac opracowane zostaly pionierskie Sciezki syntezy modyfikowanych

nukleotydéw nieopisane do tej pory w literaturze.

Dorobek naukowy mgr Malwiny Strenkowskiej to cztery publikacje w recenzowanych
czasopismach naukowym z listy JCR (kolejna praca znajduje na etapie przygotowania) oraz siedem
komunikatéw zaprezentowanych na konferencjach naukowych (jeden z nich to wystapienie ustne).
Zdecydowana wiekszos$¢ (az sze$¢) stanowia konferencje miedzynarodowe. Na szczeg6lng uwage
zastuguje réwniez fakt, iz publikowane i prezentowane wyniki odnosza sie bezposrednio do efektow

eksperymentéw wchodzacych w sktad recenzowanej pracy.

Wobec powyzszego uwazam, ze praca doktorska mgr Malwiny Strenkowskiej spetnia wszelkie
wymagania ustawowe okreslone w art. 17 Ustawy o Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym oraz o
Stopniach i Tytule w Zakresie Sztuki z dnia 14 marca 2003 wraz z pdZniejszymi poprawkami i tym
samym, po spelnieniu pozostatych wymogoéw, stanowi podstawe nadania Jej stopnia naukowego
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doktora. Zwracam sie zatem do Rady Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego z wnioskiem o

dopuszczenie mgr Malwiny Strenkowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Wysoka jako$¢ badan obejmujacych rozprawe, pokazny dorobek naukowy Doktorantki
(wyrazony i iloScig, i jako$cig publikacji naukowych) oraz umiejetnosci jakimi wykazata sie w trakcie

realizacji prac, sktania mnie rowniez do wystapienia z wnioskiem o wyro6znienie rozprawy.
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