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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Anny Wojtczak pt. ,,Wykorzystanie zmian
polaryzacji oraz innych metod spektrofluorymetrycznych do badania
aktywnosci oraz inhibicji biatlek oddziatujagcych z koricem 5° mRNA”

Rok 2021 niewatpliwie juz na zawsze zapisze si¢ w naszej pamieci jako uptywajacy pod
znakiem obaw zwigzanych z pandemig koronawirusa. Jest to jednoczesnie rok nadziei
na pokonanie choroby, co stato sig udziatem szczepionek opartych na nosnikach informacii
genetycznych. Te, implementowane do ukladu pacjenta, ulegajg ekspresji, czego efektem jest
synteza pozadanego biatka. Nie wykorzystuje sie do tego celu DNA, co wymagatoby
wprowadzenia modyfikacji do jgdra komérkowego, ale matrycowe mRNA, ktory po uptywie
okreslonego czasu ulega destrukeji. Jest to strategia oparta na tzw. terapii genowej, ktérej
procesy staty sig obiektem zainteresowan badawczych Pani mgr Anny Wojtczak. Za szczegdlnie
interesujgce uznata Ona ich etapy poczatkowy i koricowy, polegajace na oddziatywaniu
ligandéw biatek z koricem 5" mRNA (kapem) oraz degradacji informacyjnego RNA. W ramach
gtownego nurtu projektu doktorskiego podjgta sig Ona opracowania metody spektroskopowej
dla szybkiej i wysokoprzepustowej oceny wielkosci odzialywan zaangazowanych w wigzanie
analogow kapu z biatkiem inicjujgcym translacje elF4E oraz inhibicje biatka DcpS
(ang. Decapping Scavenger), ktére réwnoczesnie stanowig czesty cel terapeutyczny. Wobec

wspomnianego faktu, przediozona praca jest opracowaniem nie tylko interesujgcym
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ale i waznym. W mojej ocenie warto$¢ merytoryczna osiggnie¢ badawczych jest wysoka,
zardwno z poznawczego, jak i aplikacyjnego punkiu widzenia.

Praca zostata wykonana w Zakiadzie Biofizyki Instytutu Fizyki Do$wiadczalnej
na Wydziale Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego, pod kierunkiem znakomitych specjalistow,
prof. dra hab. Jacka Jemielitego oraz dr hab. Joanny Kowalskiej, w jednym z czotowych
laboratoriéw na $wiecie zaangazowanych w tego typu badania. Doktorantka ksztattowata Swoj
warsztat badawczy w szeregu badan, ktérych rezultaty ukazaty si¢ w latach 2016-2021,
w znakomitej liczbie indeksowanych czasopism naukowych o zasiegu miedzynarodowym.
Prace charakteryzujg sie duzymi wartosciami oddzialywania tzw. impact factor. Scientific
Reports (IF 4.379), w ktorej Doktorantka jest pierwszym w kolejnosci autorem, The Journal
of American Chemical Society (IF 15.419) ,w ktérej wystepuje jako czwarta w kolejnosci, oraz
Chemical Science (IF 9.658), Organic & Biomolecular Chemistry (IF 3.412), a takze The Journal
of Organic Chemistry (IF 4.890), w ktérych wystepuje Ona jako druga w kolejnoéci. W dorobku
Pani Wojtczak znajdujemy réwniez prace opublikowang w roku 2013 w The Journal of Organic
Chemistry, ktéra nie zalicza sie do formalnej oceny dorobku doktorskiego, ale swiadczy
0 zaangazowaniu i bardzo dojrzatym traktowaniu wtasnej przysztosci naukowe;.

Rozprawe doktorskg stanowi $wietnie napisane opracowanie, zredagowane w jezyku
polskim na 177 stronach obejmujace: szes¢ rozdziatow poprzedzonych spisem tresci, wykaz
dorobku naukowego, jedno zgloszenie patentowe oraz jeden patent, udziat w konferencjach
naukowych oraz wykaz uzytych skrétdw i oznaczen. Rozprawe rozpoczyna Cel pracy, kt6ry
pozwala na zapoznanie sie z tematykg badawczg podjeta przez Doktorantkg. Dgzy Ona
do opracowania bardziej wydajnej i mniej czasochtonnej metody diagnostycznej do analizy
aktywnosci ligandéw biatek wigzacych kap w stosunku do metod dotychczas uzywanych
w macierzystym laboratorium t. wysokosprawnej chromatografii cieczowej oraz
miareczkowania zsynchronizowanego czasowo. Prezentacja oryginalnych wynikow wtasnych
w rozprawie poprzedzona zostata rozdziatem zatytutowanym Cze$¢ literaturowa, petnigcym role
wstepu jak i przegladu literaturowego, dotyczacego ujeé strukturalnych, oraz roli réznych
modyfikacji korica 5 mRNA (kapu) w procesie translacji, a nastepnie degradacji mRNA.
Mgr Wojtczak w sposob zwiezly i klarowny wprowadza w aktualny stan wiedzy i otwarte
problemy badawcze. Rozdziat ten wzbogacony zostat o przeglad dotychczasowej wiedzy
na temat biatek szczegOlnie interesujgcych Pania mgr w kontekécie wykonywanych



eksperymentéw oraz charakterystyke proceséw i parametréw fluorescencyjnych. Czesé
ta zredagowana zostata, w mojej opinii, z wysokg dbatoscig o precyzje sformutowan oraz szate
graficzna.

Najwazniejszg czescig rozprawy, stanowiacg o jej wysokim poziomie merytorycznym,
jest obszerny rozdziat Ill pt. Badania wtasne. Doktorantka w sposob naturalny podzielita
go na dwie czesci. Pierwszg, w ktérej poszukiwata, a nastepnie optymalizowata metody
spektroskopii fluorescencyjnej do charakterystyki oddziatywania biatko-ligand oraz druga,
w ktorej zastosowata wybrane metody do ewaluacji analogéw kapu o nieznanych
wtasciwosciach. Pierwsze podrozdziaty poswiecone zostaly badaniom nad $ledzeniem
aktywnosci enzymatycznej biatka DcpS poprzez kompleksowanie jonéw fluorkowych
uwalnianych w trakcie reakcji hydrolizy. Prace na tym projektem Pani mgr rozpoczeta jeszcze
w trakcie przygotowywania rozprawy magisterskiej. Doktorantka uzywata do tego sondy
fluorogenicznej i optymalizowata warunki dla pomiaru intensywnosci fluorescencji, a nastepnie
prowadzenia eksperymentow na ptytkach 96 dotkowych. Jak mozna sie dowiedzie¢ z tresci
rozprawy, nieprawidtowa aktywnosé¢ enzymu DcpS, zaangazowanego w proces degradacii
mRNA powigzana jest z zaburzeniami zdrowotnymi u ludzi, takimi jak rdzeniowy zanik miesni
i niepetnosprawnos¢ umystowa. Pani mgr Wojtczak w spos6b bardzo ostrozny i precyzyjny
okreslita wiarygodnos$¢ metody polegajgcej na pomiarze zmian intensywnosci poprzez zbadanie
76 zwigzkébw o0 znanych wczes$niej wiasciwosciach inhibitorowych. W rezultacie
przeprowadzonych eksperymentow wysokoprzepustowa metoda oparta na oznaczaniu
stezenia jonow fluorkowych zaimplementowana zostata do poszukiwania potencjalnych
inhibitorow biatka DcpS sposrod biblioteki LOPAC - zwigzkéw farmakologicznie aktywnych,
dinukleotydowych analogéw kapu modyfikowanych w mostku fosforanowym, analogéw
benzylowych, analogow fosfotioestrowych, czy tez analogéw kapu w ktérych 5-czionowy
pierscien rybozy zastepowano szescioczionowym pierscieniem 1,5-anhydroaltritolem. Sposréd
wspomnianych, nie udato sie znalez¢ silniejszego inhibitora niz znane dotychczas Doktorantce,
a rozne warunki dla reakcji enzymatycznych i reakcji odbezpieczania sondy fluorogenicznej
nieco deprecjonowaly metode, z uwagi na brak mozliwosci monitorowania aktywnosci
enzymatycznej w sposob ciggty. Niemniej, byto to pierwsze tego typu podejscie zaadaptowane
do celéw wysokoprzepustowych.



Innym, bardzo waznym, i w mojej ocenie najbardziej interesujgcym kierunkiem badan
realizowanym w ramach projektu doktorskiego byt ten, zmierzajacy do zaprojektowania
i optymalizacji warunkéw dla badania reakcji enzymatycznych oraz oddziatywania biatko-ligand
przy uzyciu parametru, jakim jest anizotropia fluorescencji. Badaniom przy uzyciu wigzki Swiatta
spolaryzowanego poddawano 3 biatka wigzace nukleotydy 7-metyloguaninowe: wspomniane
wczeséniej DcpS, ale takze elF4E oraz cN-I1IB. W pierwszym kroku Doktorantka dobierata sondy
fluorescencyjne, co byto przedsiewzieciem niezwykle pracochtonnym i trudnym nie tylko z uwagi
na strukture chemiczng barwnika, odpowiednig wydajno$¢ kwantowa, czy tez pozadany zakres
spektralny, ale przede wszystkim jesli chodzi o dtugosc¢ linkera - na tyle krétkiego by nie obnizat
zbytnio wartosci anizotropii fluorescencii i na tyle dugiego, by nie zaburzat wigzania z biatkiem.
Sposréd 13 sond fluorescencyjnych rozwazanych dla biatka elF4E do eksperymentow
wysokoprzepustowych — wyselekcjonowane zostaly dwie. Dalsze badania polegaty
na poszukiwaniu ligandéw silnie wiazacych biatko. Analogicznie, dla biatka DcpS przebadano
8 barwnikéw, z czego 4 uklady sonda-biatko poddawano dalszym testom kompetencyjnym,
natomiast ze wzgledu na stabe powinowactwo barwnikéw do biatka cN-IIIB, eksperymentow dla
tego uktadu nie kontynuowano. Bardzo obiecujgco prezentujg si¢ wyniki badan analogéw kapu
modyfikowanych w pozycji C® czasteczki 7-metyloguanozyny lub guanozyny wykazujace
przesuniecia spektralne. W tym miejscu swojej oceny chciatoym podkresli¢, iz rezultatem
podjetych wysitkow badawczych przez Panig mgr stata sie mozliwosé szybszej i szerszej oceny
wpltywu modyfikacji analogéw kapu na oddziatywanie 2z biatkami. Moim zdaniem,
z poznawczego punktu widzenia wyniki sg cenne oraz interesujace. Prezentacje wynikow
rozprawy doktorskiej Pani mgr Wojtczak dopetnia Podsumowanie bedace trescig rozdziatu 1V.

W ramach rozdziatu V, zatytulowanego Cze$é eksperymentalna, Autorka zawaria
dokiadny opis procedur przeprowadzonych eksperymentow, identyfikacji i badania czystosci
zwigzkéw chemicznych, parametréw okreslajgcych powinowactwo ligandéw biatek, formut
odnoszacych sie do definicii wykorzystywanych  parametréw fluorescencyjnych,
czy tez okreélajgcych tzw. okno pomiarowe dla separacii sygnatéw kontroli pozytywnej
i negatywnej wraz z charakterystyka wykorzystywanej aparatury pomiarowej. Wszystkie te
informacje, w moim odczuciu, pozwalajg na doktadne odtworzenie doswiadczen. Jak mogtem
dowiedzie¢ sie z rozdziatu po$wieconemu podziekowaniom, doswiadczenia te byty wykonane
przy wspétpracy wielu oséb zaangazowanych w realizacje projektu. Swiadczy to o otwartosci



Doktorantki na zawieranie wspétpracy naukowych majacych na celu realizacje postawionych

sobie celow badawczych. Rozprawe zamyka zestawienie cytowanego pismiennictwa, ktére

umieszczono w rozdziale VI.

Na podkreslenie zastuguje wysoki poziom edytorski rozprawy. Mégtoym zaproponowaé

Autorce jedynie nieliczne poprawki:

1

Str. 19, w omawianym na tej stronie rys. 5B przedstawione sg widma absorpcji
trimetyloguanozyny, natomiast w tekécie, na podstawie tego widma omawiana jest
czagsteczka 7-metyloguanozyny. Domyslam sie, ze pewnie stad wynika bledne
przypisanie maksiméw widm absorpcji dla ostatniej z czgsteczek, dla jej form
kationowej i zwitterjonu.

Trzecie zdanie od gory strony 56 skorygowatbym do postaci: ,Wzbudzeniu ulegaja
tylko te fluorofory, ktérych kierunki dipolowego momentu przejscia sg réwnolegte
do kierunku wektora elektrycznego wiazki wzbudzajacej lub tworzg z nim kat rézny
od 90°.

Str. 56, ostatnie zdanie od dotu strony, r (anizotropia), a nie ®.

Str. 142, Zdanie ,Przeprowadzone pomiary inhibicji z ich uzyciem potwierdzity,
ze metoda anizotropii fluorescenciji...” powinno brzmie¢ ,Przeprowadzone pomiary
inhibicji z ich uzyciem potwierdzity, ze metoda zmian intensywnosci fluorescenciji...”

Wyniki zaprezentowane w rozprawie dostarczajg niewatpliwie interesujacych informagii

0 potencjale zaprezentowanych metod fluorescencyjnych dla wysokoprzepustowego badania

powinowactwa liganddéw biatek, ale nasuwajg jednoczesnie pewne pytania:

1:

W badaniach wysokoprzepustowych Pani mgr uzywata matrycy dotkéw wykonanych
z plastiku, a ten poddany naprezeniom (np. w procesie wytwarzania) moze juz sam
zmienia¢ kierunek polaryzacji, czynigc materiat nieuzytecznym dla pomiaréw
anizotropii fluorescencji. Czy wptyw tego efektu byt brany przez Doktorantke pod
uwage? Jakg ewentualnie metode zaproponowataby Ona do wyeliminowania tego
efektu?

Jak bardzo parametr steZenia zwigzku hamujgcego aktywnos¢ enzymu w 50 %
(ICs0) zalezy od wyboru metody, ktérg sie go wyznacza?



Podsumowujgc chciatbym stwierdzi¢, iz Pani mgr Anna Wojtczak przedstawita bardzo
wartos$ciowg rozprawe doktorska, opierajaca sie na wynikach precyzyjnie zaplanowanych oraz
przeprowadzonych badan eksperymentalnych. Badania te wymagaty swobodnego poruszania
sie w ramach wielu podej$¢é metodologicznych. Rozprawa doktorska opiera sig na oryginalnych
wynikach prac oraz analiz ogloszonych w pieciu artykutach opublikowanych w renomowanych
miedzynarodowych czasopismach specjalistycznych, jednym patencie i jednym zgtoszeniu
patentowym, dowodzgc dojrzatosci naukowej Doktorantki. W mojej opinii oceniana rozprawa
spetnia podstawowe wymagania stawiane w postgpowaniach doktorskich oraz warunki
okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2014 r. poz. 1852 oraz z 2015 r. poz. 249 1767).
Uprzejmie wnosze o dopuszczenie mgr do dalszych etapéw postepowania doktorskiego,
w szczegolnosci do publicznej obrony.

Majgc na uwadze warto$¢ merytoryczng i naukowa badan przeprowadzonych przez mgr
Woijtczak, uprzejmie wnosze réwniez do Rady Dyscypliny Wydziatu Fizyki Uniwersytetu
Warszawskiego o rozwazenie mozliwosci uznania przedmiotowej rozprawy doktorskie
za wyrozniajgca.

Gratuluje Doktorantce oraz Panstwu Promotorom tak cennych rezultatow badan.
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