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Ocena rozprawy doktorskiej pani mgr Renaty Kasprzyk
pt. ,Metody badania bialek zwigzanych z metabolizmem kornica 5> mRNA oparte na

nukleotydowych sondach molekularnych”

Teza, iz dynamiczny postep w naukach o zyciu kroczy za, a w zasadzie torowany jest
rewolucyjnym rozwojem warsztatu pojeciowego oraz aparaturowego w obszarze fizyki oraz
innych nauk $cistych nie wymaga, moim zdaniem, szczegdlnej argumentacji. Rozprawa
doktorska pani mgr Renaty Kasprzyk jednoznacznie wpisuje si¢ w kategorie chlubnych
przykfadow na poparcie tej tezy. W ramach projektu doktorskiego podjeto bowiem $miate
wyzwanie opracowania, syntezy oraz przetestowania sond molekularnych opartych na
nukleotydach, specyficznie dedykowanych badaniom procesdéw zwigzanych z oddziatywaniem
konica 5° mRNA 2z partnerami biatkowymi istotnymi z punktu widzenia proceséw
fizjologicznych. Fakt, iz tego typu oddzialywania stanowig niezwykle wazne ogniwo regulacji
ekspresji informacji genetycznej w komorkach, czyni poruszany problem nie tylko

interesujgcym, ale rowniez waznym. Waga adresowanych w ramach przedmiotowej rozprawy
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doktorskiej probleméw wynika rowniez z faktu. iz oddziatywanie 5° konca mRNA z biatkami
na szlaku translacyjnym budzi zainteresowanie $rodowiska medycznego, w aspekcie

opracowywania specyficznych lekow w terapii antynowotworowej oraz antywirusowej.

Praca doktorska pani mgr Renaty Kasprzyk wykonana zostala pod kolektywnym
kierunkiem profesorow Jacka Jemielitego z Centrum Nowych Technologii oraz Andrzeja
Wysmotka z Wydzialu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego. Rozprawa okazala sig
opracowaniem wyjatkowo obszernym. zredagowana zostata w jezyku polskim. na 267 stronach
standardowego maszynopisu w oparciu o logiczng i przyjazna czytelnikowi strukture. Po spisie
treci oraz wykazie skrétow. Autorka zamiescita bardzo cenng. moim zdaniem tablice
zatytulowana ..Zapis struktury nukleotydowej”. antycypujac potencjalne problemy
w przedzieraniu sie przez terminologie z obszaru zaawansowanej chemii bioorganicznej jakie
moga napotkaé fizycy badz reprezentanci dziedzin pokrewnych. Cel pracy sformutowany zostat
w ramach krétkiego rozdziatu I.. posiadajacego dodatkowy walor wprowadzenia w tematyke
badawcza oraz stosowane podejécia metodologiczne. Pomiedzy rozdzialem . oraz II. Autorka
zamiescila obszerny wykaz swoich publikacji naukowych. patentoéw oraz komunikatow
konferencyjnych. prezentujacych wyniki bezposrednio badz posrednio zwigzane z tematyka
rozprawy. Miejscem realizacji idei ogdlnej prezentacji tematyki badawczej. w ramach ktorej
prowadzone byly prace. stal sie w zamysle Doktorantki rozdziat 11. zatytulowany ..Przeglad
literaturowy”. Zamieszczony wnim tekst ma faktycznie charakter pracy przegladowej,
zredagowanej w bardzo dobry sposob. z uwzglednieniem aspektow  strukturalnych
i fizjologicznych badan kofica 5° mRNA: z wyraznym akcentem na otwarte i najbardziej
aktualne wyzwania poznawcze. Rozdziat III. zatytulowany ..Metodyka badan™ w sposéb
systematyczny prezentuje stosowane w ramach projektu doktorskiego podejscia i techniki
eksperymentalne. Lektura rozdzialow II. oraz III. otwiera mozliwosci analizy wynikow prac
wlasnych Autorki rozprawy. zamieszczanych na dalszych jej stronicach. rozbudzajac
jedoczesnie ciekawo$¢ poznawcza. Wyniki uzyskane w ramach projektu doktorskiego
zaprezentowane zostaly w ramach rozdziatu IV.. zatytulowanego ..Badania wlasne™. Rozdzial
ten zredagowany zostal w oparciu o podstrukture odzwierciedlajaca realizacje¢ licznych zadan

badawczych projektu doktorskiego. W mojej ocenie, zadan bardzo ambitnych a zarazem



pracochlonnych, wymagajacych nie tylko biegtosci w obszarze zaawansowane] syntezy
organicznej, ale rowniez w obszarach biofizyki i spektroskopii molekularnej, w szczegblnosci
spektroskopii fluorescencyjnej. Opisane w sposéb precyzyijny, zrealizowane zadania badawcze
ukladajg si¢ w logiczny ciag przyczynowo-skutkowy, a zapewne réwniez chronologiczny,
wramach ktérego realizacja badan pozniejszych nie bylaby mozliwa bez precyzyjnych
informacji stanowigcych rezultaty badan przeprowadzonych wezesniej. W ramach tego cyklu
prowadzone byty prace ukierunkowane na: (i) syntez¢ sond molekularnych znakowanych
roznorodnymi fluoroforami, (ii) petng charakterystyke wiasciwosci spektroskopowych
skonstruowanych znacznikéw, z uwzglednieniem wydajnosci kwantowej fluorescencji oraz,
w szczegdlnosci, zmian parametrow spektroskopowych pod wpltywem oddzialywania sond
z partnerami biatkowymi istotnymi z punktu widzenia fizjologii mRNA, (iii) optymalizacje
struktury sond i warunkéw eksperymentalnych analiz oraz (iv) walidacje analiz w aspekcie
prowadzenia testow wysokoprzepustowych, tak istotnych z puntu widzenia poszukiwania
nowych zwigzkéw o potencjalnym znaczeniu farmakologicznym. W $wietle uzyskanych
wynikéw badan, sondami molekularnymi szczeg6lnie obiecujacymi okazaly sie te bazujace na
fluoroforze pirenowym. Poziom intensywnosci fluorescencji pirenu sprzezonego
z nukleotydem zalezy bowiem krytycznie od oddziatywania fluoroforu z zasada azotowa.
W ramach projektu doktorskiego zaprojektowano rowniez zestawy innych sond
molekularnych, opierajagcych si¢, miedzy innymi, na dwuznakowanych pochodnych
nukleotydow. Tego typu rozwigzania, bardzo eleganckie z punktu widzenia spektroskopii
molekularnej, wykorzystywaly procesy bezpromienistego przekazu energii wzbudzenia
elektronowego (tzw. FRET), formowanie ekscymeréw oraz proces wygaszania fluorescencii.
Bardzo podobalo mi si¢ rowniez podejscie bazujace na wykorzystaniu anizotropii fluorescencji
syntezowanych sond molekularnych. Ogromne znaczenie wynikéw uzyskanych w ramach
realizacji pracy doktorskiej pani mgr Renaty Kasprzyk potwierdzone zostalo poprzez
wykorzystanie w kolejnych badaniach zwigzanych z metabolizmem mRNA sond
molekularnych zaprojektowanych oraz wprowadzonych do arsenatu nowych metod. Na
poparcie tej tezy przytocze cholby najnowsza prace z grupy prof. Jacka Jemielitego, ktdra

ukazala si¢ wlasnie w czasopi$mie Scientific Reports (11 (2021) 7687). Innym interesujgcym



oraz waznym. moim zdaniem. Kierunkiem badan realizowanych w ramach projektu
doktorskiego pani mgr Renaty Kasprzyk. bylo podejscie zmierzajace do opracowania sensorow
monitorujacych oddzialywanie 5" konca mRNA 7z biatkami, z zastosowaniem
sfunkcjonalizowanych nukleotydami powierzchni grafenowych: monowarstw, dwuwarstw
oraz ukladéw mezomorficznych deponowanych na tranzystorze polowym GaN. Pelna
charakterystyka formowanych ukladow wiodla przez obrazowanie z zastosowaniem
rozpraszania Ramana oraz analizy prowadzone z wykorzystaniem technik spektroskopowych
FTIR oraz XPS. Badania prowadzone w ramach tego cyklu jeszcze raz wydaly si¢ pokaza¢ jak
trudnym wyzwaniem technologicznym jest ..przekonanie™ obiektéw w skali ,,nano™ aby
podazaly za naszymi oczekiwaniami dotyczacymi uporzadkowania oraz funkcjonowania na
wyzszych stopniach organizacji. Osobiscie. ten kierunek aktywnosci naukowo-badawczej

uwazam za bardzo obiecujacy oraz warty kontynuowania.

W ramach V1. rozdzialu rozprawy. zatytutowanego ..Czgé¢ eksperymentalna”, Autorka
zamiescila szczegolowe opisy stosowanych procedur syntezy organicznej. identyfikacji oraz
badania czystosci zwiazkow chemicznych oraz protokoléw pomiarowych wraz
z charakterystyka wykorzystanej aparatury. W moim odczuciu. poziom precyzji tych opiséw
dorownuje najwyzszym standardom w tym zakresie. umozliwiajac przeprowadzenie
analogicznych eksperymentéw w innych laboratoriach. W tym miejscu swojej oceny chciatbym
jeszeze zaakcentowac szeroki wachlarz metod eksperymentalnych wykorzystanych w realizacji
projektu doktorskiego. Z jednej strony. wskazuje to na doskonate mozliwosci laboratorium i
osrodka badawczego. ale. przede wszystkim. s$wiadezy o S$wietnym warsztacie
metodologicznym Kandydatki. Rozprawe zamyka zestawienie cytowanego pismiennictwa,

prezentowane w ramach rozdziatu VIL. pt. ..Bibliogratia™.

Bardzo wysokiemu poziomowi naukowemu rozprawy towarzyszy wyjatkowo wysoki.
moim zdaniem. jej poziom edytorski: tak w zakresie precyzji jezykowej jak 1 jakosci
zamieszczonych grafik. Prace czyta si¢ bardzo dobrze. ksztaltujac w sobie wrazenie o erudycji

Doktorantki. Grafiki zamieszczone w rozprawie. w szczegolnosci barwne tablice., jak na



przyklad ta prezentowana na Rys. V.1. ze str. 222, urzekajg nie tylko pomystowoscia, ale

réwniez walorami artystycznymi.

Ocena pracy doktorskiej jest zwykle miejscem wymiany wiedzy oraz do$wiadczen
doktorantéw oraz starszych kolezanek i kolegdéw, pelnigcych funkcje recenzentéw. W ramach
tej tradycji, pozwole sobie przekaza¢ nieliczne uwagi, ktore nasunety mi sie w trakcie lektury
rozprawy. W wigkszosci przypadkow, osie rzednych na wykresach przedstawiajacych widma
oraz sygnaly fluorescencyjne opisywane sg mianem ,,Fluorescencja”. Proponuje stosowanie
opisu w formie ,,Intensywnos¢ fluorescencji”, w mysl zasady: wielko$¢ fizyczna nie zas samo
zjawisko. Wydaje sie, iz widma absorpcji promieniowania IR przez probki grafenu przed i po
utlenianiu (Rys. IV.153, str. 208) bylyby bardziej widoczne, gdyby widma skorygowac
o sktadowg pochodzaca od pary wodnej obecnej w komorze pomiarowej, badz zarejestrowanej
przy okazji pomiaréw linii bazowej. Te drobne uwagi absolutnie nie wptywajg na niezwykle
wysoka oceng wartosci naukowej uzyskanych w ramach pracy doktorskiej wynikow oraz same;j

rozprawy, jako dojrzatego i bardzo wartosciowego, moim zdaniem, dzieta.

Konkluzja

Przechodzac do konkluzji chcialbym stwierdzi¢, iz pani mgr Renata Kasprzyk
przedstawita rozprawe doktorska, opierajaca si¢ na wynikach przeprowadzonych przez nig
licznych oraz bardzo zaawansowanych, oryginalnych prac badawczych. Wszystkie badania
opisane w rozprawie sprawiaja wrazenie doskonale zaplanowanych oraz precyzyjnie
wykonanych. W mojej ocenie, zarobwno stawiane sobie jako cel racy doktorskiej ambitne
problemy poznawcze jak i poziom ich realizacji odpowiadaja wysokim standardom rozpraw
naukowych, spelniajgc tym samym w pelni warunki ustawowe. Znaczna cz¢s¢ wynikow badan
uzyskanych w ramach projektu doktorskiego i zaprezentowanych w rozprawie zostata
opublikowana w formie 7 artykuléw ogloszonych w renomowanych periodykach
miedzynarodowych. Doktorantka ksztaltowata swoja doskonalo$¢ warsztatowa rowniez w

ramach innych, zblizonych projektéw badawczych, czego efektem staty si¢ kolejne publikacje,



patenty oraz doniesienia konferencyjne. W zwiazku z powyzszym. wnoszg¢ o dopuszczenie pani
mgr Renaty Kasprzyk do dalszych etapow postepowania doktorskiego. w szczego6lnosci do

publicznej obrony.

Biorac pod uwage zakres przeprowadzonych prac oraz rangg uzyskanych wynikow,

wnosze rowniez o uznanie przedmiotowej rozprawy doktorskiej jako wyrdzniajace;].

Uprzejmie prosze o przyjecie moich rekomendacji.



