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Ocena rozprawy doktorskiej mgr. Adama Mamota pt. ,, Synteza podwdjnie

znakowanego oraz kolistego RNA: narzedzia do bioobrazowania i terapii genowej”

Badania naukowe sg niewatpliwie bardzo satysfakcjonujgcym zajeciem, ale przede
wszystkim stanowig fundament naszego postepu jako spofeczenstwa. Inwestujemy czas,
energie i zasoby w prowadzenie eksperymentow liczgc na to, ze przynoszg nam nowe odkrycia
i innowacyjne rozwigzania. Dgzymy do tego, aby nie tylko utatwi¢ sobie zycie codzienne, ale
moéc takze skutecznie zapobiega¢ wielu niebezpiecznym chorobom. Z ogromng nadziejg
wstuchujemy sie wiec w informacje medialne o stosunkowo niedawnym odkryciu
i zaprezentowaniu wynikow Il fazy badan nad szczepionkg onkologiczng opartg na platformie
MRNA. To stwarza nadzieje nie tylko dla pacjentéw z zaawansowanymi postaciami czerniaka,
ale mozna przypuszczac, ze technologia szczepionek mRNA ma potencjat do wykorzystania
jako narzedzie w leczeniu innych rodzajéw nowotwordw. Ta technologia juz udowodnita swojg
skuteczno$¢ poprzez opracowanie szczepionki przeciwko wirusowi SARS-CoV-2, ktéra

znacznie przyczynita sie rowniez do zmniejszenia obaw zwigzanych z jej stosowaniem.

Cykl badan wykonanych przez Pana mgr. Adama Mamota oraz zaprezentowanych
w ramach Jego rozprawy doktorskiej jest scisle zwigzany z tym wtasnie obszarem. Celem Jego

pracy byto opracowanie mozliwie prostych i skutecznych (w stosunku do juz istniejgcych)
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metod znakowania oraz cyklizacji RNA tak, aby mogty petni¢ jednoczesnie role narzedzi
do wizualizacji proceséw dostarczania, ekspresji i degradacji RNA w organizmach, nie tracgc
przy tym funkcji nosnikdw terapeutycznych dla informacji genetycznej. Znaczny potencjat
aplikacyjny przedtozonej pracy stanowi, ze podjeta przez Pana magistra tematyka badan jest

W mojej opinii opracowaniem interesujgcym oraz niezwykle waznym.

Praca doktorska zostata przygotowana w Zakladzie Biofizyki Instytutu Fizyki
Doswiadczalnej Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego w grupie badawczej
prof. dr. hab. Jacka Jemiletego, ktorego zespdot naukowy od lat z duzymi sukcesami
specjalizuje sie w modyfikacjach mRNA. Doktorant zdobywat dos$wiadczenie badawcze
poprzez udziat w licznych projektach wspétfinansowanych przez Unige Europejska: Fundacji na
rzecz Nauki Polskiej ,TEAM” (TEAM POIR.040400-00-20A2/16) i ,START” (START 044.2022)
oraz w ramach Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwoj ,DESCARTES”. Rezultaty
tych badan ukazaty sie w trzech publikacjach naukowych oraz jednym zgtoszeniu patentowym.
Doktorant prowadzit swoje badania naukowe w oparciu 0 syntezy chemiczne wykorzystujgc
dalej techniki spektrometrii mas, fluorescencji i chromatografii. Rezultaty swoich badan
publikowat w okresie od 2017 do 2022 roku. Prace te cechujg sie wysokimi wskaznikami
oddzialywania. Czasopismo Angewandte Chemie-International Edition (IF 12,102), Chemistry
— A European Journal (IF 5.236) oraz Nucleic Acids Research (IF 19,16) - indeksowane

odpowiednio dla réznych lat przyjecia ich do druku.

Praca doktorska zostata zredagowana w jezyku polskim na 171 stronach maszynopisu
i przyjeto w niej typowy uktad charakterystyczny dla prac do$wiadczalnych. Po streszczeniu
(przygotowanym zgodnie z wymogami formalnymi w jezyku polskim i angielskim) oraz spisie
tresci, Autor zamiescit rowniez wykaz uzywanych skrétéw i symboli, co znaczaco utatwia
lekture tekstu. Czes¢ pierwsza, zatytutowana "Stan wiedzy i techniki”, stanowi syntetyczne
wprowadzenie do podstawowych zagadnien biofizyki kwaséw rybonukleinowych. Autor,
szczegblng uwage poswieca ich wiasciwosciom, funkcjom oraz metodom stuzgcym
monitorowaniu wybranych procesow biologicznych, w ktérych zaangazowana jest struktura
obydwu koncow mRNA. Omawiane sg rowniez znakowanie fluorescencyjne, znane strategie
syntezy nukleotydow znakowanych w réznych pozycjach, a takze wykorzystanie
bioobrazowania i markerow molekularnych. Ten niezwykle obszerny materiat publikacyjny,

ktérego streszczenie przedstawit Pan magister Mamot, jest prezentowany w sposéb



systematyczny, za pomocg przejrzystych i starannie opracowanych grafik. Dalej, w ramach
krotkiego podrozdziatu czesci Il swojej rozprawy doktorskiej pt. "Cele badan" Doktorant
przedstawit gtéwny cel pracy, ktéry zaktada opracowanie metod selektywnej modyfikacji
chemicznej koncow &' i 3' RNA. Ponadto, zestawit dodatkowe wyzwania badawcze, ktore
obejmujg analize mobilnosci chromatograficznej, elektroforetycznej oraz wilasciwosci

fluorescencyjne nowoutworzonych struktur.

Kolejne kroki eksperymentalne Pana magistra stuzgce osiggnieciu celu polegaty
na uzyciu metody okreslonej w pracy skrotem PORA (opierajgcej sie na rozszczepieniu 2',3'-
diolu rybozy i aminowaniu redukcyjnym). Co podkre$lit, metoda umozliwita mu prowadzenie
reakcji na niemodyfikowanym RNA, wykorzystujgc naturalne elementy jego struktury. Za cel
modyfikacji, Pan magister obrat 5-monofosforan guanozyny (GMP) z uwagi na pozadane
wiasciwosci, tego zwigzku takie jak: rozpuszczalnos¢é w wodzie i wilasciwosci
chromatograficzne. Przebieg aminowania redukcyjnego byt badany przy uzyciu metod
spektroskopii masowej oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowej analizujgc rézne
czynniki, takie jak struktura N-nukleofila, stezenie reduktora i pH. Stwierdzit On, iz GMP-dial
najskuteczniej przechodzit przemiane w zamierzony produkt z etylenodiaming, co skionito tez
Pana magistra do zbadania analogéw tej ostatniej z wykorzystaniem 5’-monofosforanu
triurydyny. W wyniku tych skrupulatnych badah opracowano kompleksowy protokot
znakowania fluorescencyjnego konca 3 RNA charakteryzujgcy sie wysoka efektywnoscig
procesu na poziomie kilkudziesieciu procent. Badania prowadzono poczatkowo dla krétkich
odcinkéw kwasow, a po optymalizacji procesu (takich jak temperatura, pH, czas aminowania
redukcyjnego, okresleniu statej szybkosci reakcji, mobilnosci elektroforetycznej) rozszerzono

je o modyfikacje wieloczgsteczkowych mRNA (w zakresie do 2000 nukleotydow).

Dalsze wysitki badawcze Pana Mamota polegaty na modyfikacji korica 5' kwasu. W tym
celu zastosowat odpowiednie analogi substratow polimerazy, ktére petnity role inicjatorow
transkrypcji. Podczas tego procesu, polimeraza wykorzystuje analog jako pierwszy nukleotyd
transkrybowany, co skutkuje selektywng modyfikacjg konca 5' nowo powstatego RNA.
Zsyntetyzowane zostaty nowe inicjatory na bazie par zasad AG umozliwiajgce wprowadzenie
grupy azydkowej, odpowiedniej do przeprowadzenia pézniej znakowania fluoroforem.
Wprowadzenie grupy azydkowej zostato osiggniete poprzez reakcje SPAAC (strain-promoted

azide-alkyne cycloaddition).



Pan Mamot potgczyt procedury modyfikacji i znakowania koncéw 5" i 3' RNA,
umozliwiajgc przeprowadzenie obu reakcji w jednym naczyniu i otwierajgc tym samym nowe
perspektywy w badaniach biologii molekularnej. Prowadzit znakowanie obu koncéw réznymi
barwnikami, na przyktad Cy3/Cy5, Cy5/Biotyna oraz Cy5/karboksyfluoresceina (FAM)
nalezacymi do réznych obszaréw spektralnych. Procedury oczyszczania tak wyznakowanych
nici metodg HPLC pozwolity mu wysung¢ hipoteze dotyczaca efektu kotwiczenia. Mimo swej
intensywnej pracy nad syntezg chemiczng zwigzkoéw, mgr Mamot znalazt czas na wykonanie
eksperymentow spektroskopowych, ktére wzbogacity Jego badania. Starannie przemys$lana
strategia oparta na stosowaniu par znacznikéw fluorescencyjnych w zaleznosci
od pozadanych informacji, otworzyta droge do uzyskiwania bardzo precyzyjnych wynikow
dotyczgcych sond srodowiskowych czutych na zmiany pH, temperature topnienia nici,

odlegtosci koncow 5’ - 3’ oraz czutych na dziatanie enzymow.

Stosujgc pare znacznikéw niebezposrednio zaleznych - FAM oraz Cy5 uzyskat ok. 100
krotng rozpietosc skali intensywnosci tego pierwszego towarzyszgcg zmianom pH srodowiska
od 3 do 8.

Do oddziatywan interaktywnych Pan magister stosowat fluorofory Cy3 oraz Cy5, ktére
postuzyty mu w badaniach struktury i wlasciwosci RNA. Przy ich uzyciu wyznaczat tzw.
parametr bliskosci (B), ktérego wartos¢ jest odwrotnie skorelowana z odlegtoscig pomiedzy
wspomnianymi barwnikami. Przyznam, ze nie spotkatem sie z takim opisem uktadu badanego
i w moim odczuciu lepiej bytoby wyznaczy¢ tzw. Ro oraz pozosta¢ przy czynniku wartosci
wydajnosci transferu energii typu forsterowskiego, tym bardziej, ze dalej Autor odnosi
wprowadzony parametr B do orientacyjnej odlegtosci koncéw 3’ i 5 RNA wyrazonej w nm. Pan
Mamot zbadat przedziaty zmian parametru B w funkcji temperatury oraz rodzaju roztworu,
w ktérym zawieszat RNA. Na tej podstawie wnioskowat o warunkach dla stabilnych postaci nici

i przesunieciu ich temperatur topnienia.

Pan Mamot przeprowadzit obszerne badania monitorujgce efektywnos¢ i kinetyke
dziatania egzo- i endo-nukleaz. Na podstawie zaniku fluorescencji akceptora skorelowane;j
z jednoczesnym wzrostem intensywnosci emisji donora opisywat odtgczanie 7-
metyloguanozyny badz powstawanie 5 monofosforanéw nukleozydéw. Kolejne kroki

badawcze dotyczyly obrazowania sond fluorescencyjnych w uktadach biologicznych takich jak:



lizaty komorkowe, komorki oraz w komoérki w srodowisku in vivo. Obrazowanie prowadzono
przy uzyciu mikroskopu konfokalnego. Badania wskazywaty na to, ze mRNA dostarczane do
wnetrza komorek wystepuje w ich wnetrzu w postaci skupisk. Wg Autora jest to rezultat
sposobu dostarczania materiatu (lipofekcji) oraz tworzenia endosomoéw. Mikroinjekcje
znakowanego mRNA do komodrek danio pregowanego pozwolity na dalsze badania podziatu

materiatu pomiedzy komorki potomne.

Pan Magister, we wspoipracy z innymi badaczami, opracowat metode cyklizacji
czgsteczek RNA. Jej kluczowym atutem jest dominacja formy cyklicznej nad liniowg, co wynika
z eliminacji zakonczen, ktére mogtyby by¢ podatne na dziatanie egzonukleaz. Takie podejscie
przyczynia sie¢ do zwigkszenia ekspresji terapeutycznej informacji genetycznej. Tak
przygotowane cykliczne analogi RNA byly nastepnie izolowane i analizowane za pomoca

réznorodnych technik, takich jak chromatografia oraz elektroforeza.

Warto zauwazy¢, ze Doktorant zdawat sobie sprawe z ograniczen wynikajgcych
Z przeprowadzonego zestawu badan i uzyskiwanych w ten sposéb wynikéw. Klarownie wyrazit

swoje watpliwosci w rozdziale 5, zatytutowanym "Podsumowanie i wnioski".

Procedury syntez chemicznych zostaty przedstawione w czesci Il rozprawy. Doktorant
wykazat sie otwartoscig na wspdtprace naukowg, co znalazto odzwierciedlenie
w przeprowadzeniu czesci eksperymentow we wspétpracy z innymi badaczami. Ta kooperacja
Swiadczy o Jego gotowosci do nawigzywania partnerstw w celu osiggniecia wyznaczonych

celéw badawczych.

Na podkreslenie zastuguje ponadto bardzo wysoki poziom edytorski rozprawy.

Mogtbym zaproponowac jedynie kilka poprawek:

e Str. 45, bezpromienisty w miejsce bez promienisty,

e Str. 52, rys. 2.3.3 w migjsce 3.2.3,

e Str. 80, ,zwiekszono” w miejsce ,zwieszono”,

o Str. 103, ,bezwzglednych odlegtosci” w miejsce ,bezwzglednych odlegtos¢”,

o Str. 106, ,Cy5-RNA02-Cy3 i Cy5-ArcaRNA02-Cy3” w miejsce ,Cy5-RNA02-Cy3 lub Cy5-
ArcaRNA02-Cy3”,



e Str. 106, 108 oraz 110, rys 3.1.4, 3.1.5 oraz 3.1.6, Sugeruje zamiane koloréw dla
schematycznych potozen znacznikdw fluorescencyjnych. W obecne] postaci tych
rysunkéw transfer energii zachodzi od barwnika ,czerwonego” do ,niebieskiego”,

e Str. 134, ,na drodze” w miejsce , na dodrze”,

e Str. 135, ,sondy” w miejsce ,sady”,

Przedstawione w rozprawie wyniki dostarczajg niewatpliwie interesujacych informac;ji.
Chciatbym jednak zacheci¢ Doktoranta do refleksji nad ponizszymi kwestiami, aby maégt
wyrazi¢ swoje poglady oparte na zdobytych juz doswiadczeniach podczas pracy nad

rozprawa:

1. Czy warto zawsze skupia¢ sie na maksymalnej wydajnosci znakowania RNA, biorgc pod
uwage rosngce zastosowanie réznorodnych technik badawczych operujacych
na poziomie pojedynczych czgsteczek? Czy majgc swiadomosé tych postepow nie bytoby
bardziej korzystnym przesunaé¢ rowniez znakowanie barwnikami ku emisji w spektralnym
obszarze czerwieni? Jakie zalety i wady zastosowania takiego podejscia widzi Pan
magister?

2. Czy Pan magister rozwazat wykorzystanie w swoich badaniach technik fluorescencji
czasowo-rozdzielczej oraz, czy wybdr barwnikéw Cy3, FAM, pHrodo i Cy5 byt
podyktowany okreslonym wymogiem chemicznym? Istnieje mozliwos¢ skorzystania
zinnych barwnikéw, ktére majg znacznie dluzszy czas zycia fluorescenciji,
co umozliwitoby obserwacje barwnika (wraz ze znakowanym RNA) bez zaktocen
spowodowanych np. autofluorescencjg komoérek. Poprzez obserwacje sygnatow tylko
dtugozyciowych np. powyzej 2-4 ns (typowe wartosci mierzone dla wyzej wymienionych

barwnikéw) mozna wyeliminowac efekt tta autofluorescencyjnego.

W mojej opinii oceniana rozprawa spetnia wszystkie wymagania stawiane
w postepowaniach doktorskich oraz warunki okreslone ustawg z ustawg z 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 z p6zn. zm.). Uprzejmie wnosze
o dopuszczenie mgr. Adama Mamota do dalszych etapéw postepowania doktorskiego,
w szczegolnosci do publicznej obrony.

Podsumowujac, chciatbym zaznaczyé, iz Pan magister przedstawit wartosciowag

rozprawe doktorskg, oparta na wynikach precyzyjnie zaplanowanych badan



eksperymentalnych. Prace te wymagaty wszechstronnej znajomosci réznych podejs¢
metodologicznych. Rozprawa doktorska opiera sie na oryginalnych wynikach i analizach, ktére
zostaty opublikowane w renomowanych miedzynarodowych czasopismach specjalistycznych,
oraz jednym miedzynarodowym zgtoszeniu patentowym, co jednoznacznie sSwiadczy
0 wyjatkowej dojrzatosci naukowej Doktoranta. Pan Mamot udoskonalit metody chemicznej
modyfikacji struktury konnca 3' RNA, a nastepnie konca 5' RNA. Potaczenie tych dwoch
modyfikacji pozwolito mu na otrzymanie podwojnie znakowanego i kolistego RNA, ktore
zostaly wykorzystane jako sondy molekularne do badania dynamiki strukturalnej wybranych
czgsteczek RNA oraz aktywnosci enzyméw nukleolitycznych. Ponadto, przeprowadzit badania
nad biologicznymi wtasciwosciami podwadjnie znakowanego RNA oraz wykonat obrazowanie
proceséw lokalizacji i ekspresji RNA zaréwno w komoérkach, jak i w organizmach Danio
pregowanego. Z uwagi na to, dostrzegam duzy uniwersalny potencjat zastosowania
przeprowadzonych badan, a wysoki poziom naukowy osiggnietych rezultatéw sprawia,
ze postrzegam rozprawe jako wyjatkowa.

Biorgc pod uwage warto$¢ merytoryczng i naukowg przeprowadzonych przez Pana
magistra eksperymentéw oraz ich ogromny potencjat aplikacyjny, rekomenduje Radzie
Dyscypliny Nauk Fizycznych Uniwersytetu Warszawskiego rozwazenie mozliwosci uznania
przedmiotowej rozprawy doktorskiej za wyrdzniajgca.

Gratuluje Doktorantowi oraz Panu Promotorowi osiggniecia tak cennych rezultatow.
Jest to szczegoblne osiggniecie, ktére z pewnoscig przynosi dume i podkresla wysokg jakosé

pracy badawcze;.



