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Instytutu Fizyki Doswiadczalnej

Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego

pt. ,,Synteza podwodjnie znakowanego oraz kolistego RNA: narzedzia do
bioobrazowania i terapii genowej”

Badania kwasow nukleinowych stanowig obecnie jeden z gtéwnych kierunkow
badawczych w wielu laboratoriach akademickich, a takze w firmach biotechnologicznych czy
farmaceutycznych. Wptyw na to ma intensywny w ostatnich latach rozwdj terapii genowych,
jak rowniez sukces w pokonaniu pandemii COVID-19 przy duzym udziale technologii mRNA.
Niemniej, nadal potrzebne sg nowe technologie i udoskonalenia w tym zakresie, a
przedstawiona do oceny praca doktorska wykonana przez mgra Adama Mamota doskonale

wpisuje sie w ten nurt badawczy.

Praca zostata wykonana pod opiekg prof. dr hab. Jacka Jemielitego z Laboratorium
Chemii Biologicznej, Centrum Nowych Technologii Uniwersytetu Warszawskiego, ktéry
specjalizuje sie w tego typu badaniach i $miato mozna stwierdzi¢, iz w wielu aspektach jest

Swiatowym liderem.

Gtdwnym celem pracy Doktoranta bylo opracowanie metod umozliwiajgcych na
selektywng modyfikacje chemicznej struktury koncow 5" oraz 3' RNA, ustalenie wplywu
modyfikacji (funkcjonalizacja lub cyklizacja) RNA na jego wiasciwosci biochemiczne,
biofizyczne i biologiczne oraz otrzymanie i zastosowanie modyfikowanego RNA jako sond
molekularnych czy nosnikéw terapeutycznej informacji genetycznej. Taki wybor tematyki
badawczej w aspekcie coraz liczniejszych doniesien literaturowych o kluczowej, acz dalej nie
do konca zrozumiatej i wyjasnionej roli tych uktadéw w rozwoju wielu choréb uwazam za jak

najbardziej trafny i uzasadniony.
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Analiza pracy doktorskiej Doktoranta oraz bazy Pubmed wskazuje, iz jego dorobek
badawczy stanowg trzy prace w bardzo dobrych recenzowanych czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym. W dwoch z nich (Nucleic Acid Research, 2022 oraz Angewandte Chemie
International Edition, 2017) Doktorant jest pierwszym autorem, co szczegdlnie podkresla
jego wktad w prowadzone badania. Nalezy takze podkresli¢, iz obydwa czasopisma nalezg
do topowych w swoich dziedzinach. W przedstawionej do oceny pracy doktorskiej znajduje
sie takze informacja, iz jej wyniki sg przedmiotem miedzynarodowego zgtoszenia
patentowego. Tym samym, powyzszy dorobek naukowy oceniam bardzo wysoko, zwtaszcza

w aspekcie publikacji w czasopismach wiodgcych dla dziedziny.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska liczy 171 stron i ma klasyczny uktad. W
pierwszej czedci bedgcej wstepem teoretycznym mgr Mamot w sposéb wyczerpujgcy
przedstawia zagadnienia bedgce przedmiotem postawienia hipotezy badawczej. Doktadnie
opisuje budowe oraz zalezno$ci w badaniach oraz modyfikacjach RNA, terapii genowych jak
réwniez znane metody uzyskiwania sond molekularnych stuzgcych do obrazowania. Wstep
czyta sie bardzo dobrze i dostarcza on wszystkich niezbednych informacji. Cytowana
literatura zostata poprawnie dobrana, a duzg jej czesc¢ stanowig oryginalne prace zrédtowe.
Catkowita liczba cytowan literaturowych oraz zrodet internetowych w pracy jest imponujgca i
wynosi 221. Z catg pewnoscig wstep jest materiatem do napisania pracy przeglagdowej w tej
tematyce, a zwazajagc na obecnie intensywne badania w tym =zakresie wielu grup
badawczych, taka praca ma szanse spotkac¢ sie z duzym zainteresowaniem. Co wiecej,
nalezy dodac, iz wszystkie ryciny i rysunki zostaty wykonane z najwyzszg starannoscig i sg w

petni informatywne.

Nastepnie, na jednej stronie mgr Adam Mamot przedstawit cele swojej pracy majgce
prowadzi¢ do udowodnienia postawionej hipotezy badawczej. Ta czesc¢ pracy jest rowniez

zobrazowana stosownym schematem.

W kolejnym rozdziale Doktorant w sposéb dojrzaty opisuje wyniki swoich badan, a
takze prowadzi dyskusje poréwnawczg w aspekcie juz opublikowanych wynikéw. Analiza
tego rozdziatu pozwala z catg pewnoscig stwierdziC, iz dysertacja zawiera wiele wynikow o
wysokiej wartosci naukowej i na bardzo dobrym poziomie merytorycznym. Wiele wynikdw ma
zdecydowanie nowatorski charakter i otwiera catkowicie nowe kierunki badawcze. Niezwykle
szeroki wachlarz zastosowanych metod eksperymentalnych dowodzi, iz mgr Adam Mamot
opanowat wiele roznych technik badawczych, a takze potrafit ich uzy¢ do osiggniecia
zaplanowanych celéw badawczych. Nalezy tutaj podkresli¢, iz praca ma charaktery wybitnie

interdyscyplinarny.

Moja uwaga dotyczy tutaj opisanego ,efektu kotwiczenia”, a w szczegolnosci do



fragmentu — ,\W uktadach RP-HPLC mozna zaobserwowac zjawisko analogicznie jak w
trakcie elektroforezy kwaséw nukleinowych: zwigkszenie stopnia polimeryzacji powoduje
zmniejszenie szybkosci migracji w uktadzie chromatograficznym. W konsekwencji czgsteczki
RNA o wiekszej masie molowej majg dtuzsze czasy retencji. Na tej podstawie mozna by
sformutowac hipoteze, iz wydtuzenie czasu retencji znakowanego RNA jest spowodowane
zwiekszeniem masy molowej, ktore towarzyszy przytgczeniu reszty barwnika.” - nie do
konca moge sie zgodzi¢, iz jest to nowa i nieoczekiwana obserwacja. W mojej wieloletniej
praktyce na czas retencji w przewazajgcym stopniu wptyw ma wiasnie hydrofobowosc¢
analizowanej czgsteczki. Tym samym te najbardziej hydrofilowe sg ,wymywane” jako
pierwsze, a te najbardziej hydrofobowe jako ostatnie. Niewielki wptyw ma tutaj rozmiar
czgsteczki (oczywiscie uwzgledniajgc zastosowanie odpowiednich kolumn). Prositbym

Doktoranta o komentarz w tej kwestii.

Kolejne moje pytanie dotyczy eksperymentéw wykonywanych in vivo w danio
pregowanym. Opisane wyniki dotyczg tylko obrazowania w stadium zarodkowym. Zwazajgc,
iz obecnie jedng z gtownych wytycznych przy tworzeniu, walidacji i zastosowaniu w
bioobrazowaniu nowych sond jest parametr ich stabilnosci w ukfadzie biologicznym, to w
analizie opisanego eksperymentu rodzi sie pytanie. Dlaczego eksperymentu nie prowadzono
do uzyskania stadium dorostej ryby? Umozliwitoby to uzyskanie odpowiedzi w aspekcie
catkowitej stabilnosci uzyskanej sondy, a takze mozliwosci jej zastosowania w

diugoterminowych badaniach typu in vivo. Poprosze o komentarz.

W rozdziale Procedury doswiadczalne mgr Mamot z niezwyktg precyzjg opisuje
wszystkie zatozenia eksperymentalne. Nalezy podkresli¢, iz wszystkie eksperymenty sg
przedstawione w taki sposob, iz ich powtdrzenie przez niezaleznego badacza, wytgcznie na
podstawie opiséw w pracy, nie bytoby problemem. W opisie wida¢ niezwyktg starannos¢ w
ich planowaniu, wykonaniu oraz pozniejszej analizie. Jest to wzorcowy opis

eksperymentalny.

Podsumowujac, za najwazniejsze odkrycia naukowe pracy doktorskiej magistra Adama

Mamota uwazam:

1. zoptymalizowanie metoda PORA jest pierwszg co pozwala na bezposrednig, wydajng

i selektywng modyfikacje konca 3' wielkoczagsteczkowego RNA.

2. Opracowanie modyfikacji konca 5' za pomocg metody chemoenzymatycznej, bedacej

kombinacjg transkrypcji in vitro (IVT) oraz reakcji SPAAC.

3. Opracowano metody podwojnego znakowania RNA, ktéra umozliwia regioselektywne

wprowadzenie roznych znacznikow w obrebie koncow 5™ oraz 3°.



4. Przy wykorzystaniu powyzszych odkry¢, otrzymanie szeregu sond molekularnych i

zademonstrowanie ich zastosowania w bioobrazowaniu.

5. Opracowanie metody cyklizacji czgsteczek RNA zawierajgcych grupe 5-EDA z

zastosowaniem zoptymalizowanej metody PORA.

Reasumujgc warto§¢ merytoryczng przedstawionej pracy doktorskiej, mozna
zdecydowanie stwierdzi¢, iz otrzymane wyniki majg znamiona odkrycia naukowego, a
przedstawiony w pracy materiat badawczy z pewnoscig ma szanse na kolejne publikacje w
czasopismach o duzym wspotczynniku oddziatywania, a takze bardzo duzy potencjat

komercjalizacyjny.

Pod wzgledem edytorskim i graficznym, praca doktorska mgra Adamam Mamota
zostata przygotowana w niezwykle staranny sposob. Zdarzajg sie btedy interpunkcyjne czy
edytorskie, niemniej ich iloS¢ jest nieduza i nie ma wptywu na ogolng, bardzo wysokg ocene
pracy. Na szczegdlng uwage zastuguje bardzo wysoki poziom przygotowania oraz

przedstawienia wszystkich rycin i rysunkdw w ocenianej pracy.

Podsumowujgc, przedstawiona rozprawa doktorska magistra Adama Mamota z
Zaktadu Biofizyki Instytutu Fizyki Doswiadczalnej Wydziatu Fizyki Uniwersytetu
Warszawskiego pod tytutem ,Synteza podwojnie znakowanego oraz kolistego RNA:
narzedzia do bioobrazowania i terapii genowej” ma oryginalny oraz nowatorski charakter, a
zawarte w niej wyniki badan majg zdecydowanie cechy nowo$ci naukowej. Doktorant w
bardzo trafny sposdb wybrata metody badawcze do swoich badan. Zamieszczone tutaj
uwagi i zastrzezenia nie majg wptywu na mojg bardzo wysokg ocene pracy. Po catkowitej
ocenie przedstawionej pracy z calg pewnoscig stwierdzam, iz spetnia ona wszystkie
zwyczajowe i ustawowe wymagania stawiane pracom doktorskim. Podkreslajgc wysoki
poziom merytoryczny pracy, bardzo dobry dorobek naukowy oraz duzy wptyw wynikow na

rozwoj dyscypliny wnosze o wyroznienie pracy odpowiednig nagroda.

Wnosze wiec do wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu
Warszawskiego o przyjecie rozprawy i dopuszczenie jej Autora do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
Z wyrazami szacunku

prof. dr hab. Marcin Drag
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