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Recenzja Rozprawy Doktorskiej magistra Adama Mamota
pt: ,,Synteza podwadjnie znakowanego oraz kolistego RNA:

narzedzia do bioobrazowania i terapii genowej”

Rozprawa doktorska magistra Adama Mamota zatytutowana ,Synteza podwdjnie
znakowanego oraz kolistego RNA: narzedzia do bioobrazowania i terapii genowej” wykonana
zostata w Zakfadzie Biofizyki Instytutu Fizyki Doswiadczalnej Wydziatu Fizyki Uniwersytetu
Warszawskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Jacka Jemielitego. Podjeta w dysertacji tematyka
wpisuje sie w aktualny nurty badawczy poszukiwania nowych, regioselektywnych, a zarazem
wydajnych metod modyfikacji czasteczki RNA. RNA odpowiedzialny jest za przeptyw informaciji
genetycznej, dlatego tez moze by¢ wykorzystany do opracowywania terapii genowych, w tym
regulowania ekspresji patologicznego genu. Moze by¢ réwniez uzyty jako nosnik terapeutycznej
informacji genetycznej, w szczepionkach przeciwko chorobom zakaznym, spersonalizowanych
terapiach przeciwnowotworowych czy terapiach genetycznych chordb rzadkich. Modyfikowane
czasteczki RNA mozna wykorzysta¢ rowniez jako sondy molekularne oraz dzieki obrazowaniu
znakowanego mRNA $ledzi¢ ekspresje genu w komadrkach.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska jest monografig, sktadajgcg sie z
przegladu literatury (czes$¢ 1), wynikdw wtasnych wraz z podsumowaniem i wnioskami (czesé Il),
opisu syntez chemicznych oraz bibliografii (czes¢ Ill). Doktorant szczegétowo opisat budowe
kwasu rybonukleinowego z podziatem na reszte cukrowa, reszte fosforanowg — stanowigce
szkielet biopolimeru i zasad azotowych. Doktadnie przedstawit sktad chemiczny tych kluczowych
elementdw RNA uwzgledniajac role najistotniejszych grup funkcyjnych i atoméw, ktore
bezposrednio odpowiadajg za strukture przestrzenng i wifasciwosci RNA. Nastepnie
zaprezentowat wybrane funkcje biologiczne czgsteczek RNA tj. zdolnos$¢ do wigzania liganddw,
katalizy reakcji chemicznych oraz tg najistotniejsza, czyli przenoszenie informacji genetyczne;j.
Nastepnie przedstawiat opis terapii genowych. Wyrdznit w tym miejscu kilka podejs$¢, w tym tych

polegajgcych na bezposrednim wptywie na genom dzieki czynnikom o charakterze regulatoréw
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ekspresji patologicznego genu lub za pomoca nosnikdw terapeutycznej informacji genetycznej.

W kolejnym paragrafie Doktorant przestawit mozliwos¢ wykorzystania mikroskopii
fluorescencyjnej do lokalizacji mRNA wykorzystujgc zdolnos$¢ fluorogenicznych aptameréw do
wigzania matoczgsteczkowych fluoroforéw lub uktadéw koniugatéw biatek wigzgcych RNA i
biatek fluorescencyjnych; badz syntetycznych sond oligonukleotydowych z kowalencyjnie
zwigzanym fluoroforem, ktdre selektywnie hybrydyzujg z endogennym mRNA. Kluczowym z
punktu widzenia tej pracy jest paragraf poswiecony metodom modyfikacji kodujgcego RNA. W
nim Doktorant zawart obszerny przeglad dotychczasowych dokonan w zakresie znakowania RNA,
w tym reakcji enzymatycznych, cykloaddycji azydkowo-alkilowej katalizowanej jonami miedzi czy
poprzez naprezenie pierscienia oraz wielu innych. Szczegdétowo opisat reakcje utleniania
nadjodanem 2’,3’diolu bedacego fragmentem rybozy na koncu 3’ RNA do acyklicznej 1,5-
dialdehydowej pochodnej, ktéra w nastepczej reakcji aminowania redukcyjnego prowadzi do
powstania stabilnej pochodnej morfoliny (z ang. PORA). Rozdziat zakonczyt przeglagdem
dotychczas wykorzystanych reakcji do cyklizacji RNA, w tym reakcji chemicznych, z udziatem
enzymow, czy tych autokatalitycznych.

Podsumowujac, czesé literaturowa zostata bardzo dobrze przemyslana i przedstawiono
W niej najistotniejsze zagadnienia dotyczace czasteczki RNA zaréwno od strony jej struktury
chemicznej, przestrzennej, jak i funkcji biologicznych. Za niezmiernie cenne uwazam
zaprezentowanie skomplikowanych mechanizméw za pomocg schematéw oraz krytyczne uwagi
Doktoranta do niektdrych publikacji, gdyz podkresla to jego wiedze i zdolno$¢ do prowadzenia
badan naukowych.

W czesci eksperymentalnej Doktorant zaprezentowat opracowang przez siebie metode
modyfikacji chemicznej struktury korica 3 RNA. W tym celu wybrat reakcje PORA ze wzgledu na
wysoka regioselektywnosc i mozliwosc kontroli liczby wprowadzonych modyfikacji oraz tagodne
warunki w jakich ona zachodzi. Byto to niezmiernie wazne ze wzgledu na stabilno$¢ RNA. Ponadto
do momentu podjecia badan w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej nie okreslono wptywu
struktury stosowanych amin, czy rozmiaru i stezenia RNA na przebieg i wydajnos¢ reakcji PORA.
Z tego wzgledu przeprowadzit on systematyczne badania, ktdre doprowadzity do opracowania
uniwersalnej i wydajnej metody modyfikowania korica 3’'RNA dla réznych dtugosci tej czasteczki

i réznych analogéw etylenodiaminy.
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Do modyfikacji korica 5° RNA Doktorant wykorzystat metode kotranskrypcji stosujac
zsyntezowane w ramach projektu nowe inicjatory azydkowe (N3-AG, N3-Cap0, N3-Cap1l) z ponad
50% wydajnoscia. Nastepnie wykorzystat reakcje azydkowo-alkilowej cykloaddycji katalizowane;j
naprezeniem pierscienia (SPAAC) do modyfikacji korica 5° RNA fluoroforami wykorzystujac ich
cyklooktynylowe pochodne fluoresceiny i cyjaniny 5. Reakcje SPAAC uzyt do modyfikacji w tym
samym czasie koncéw 5’ i 3' RNA uprzednio podstawionych grupg azydkowa. Doktorant postawit
sobie jednak cel prowadzenia jednoczesnej modyfikacji dwdch koncow regioselektywnie. Dlatego
przeprowadzit w jednym naczyniu zaréwno reakcje PORA i SPAAC, uzyskat podobne wydajnosci
jak w przypadku, gdy reakcje te byty prowadzone oddzielnie. Na wybranych modelowych
podwadjnie znakowanych czasteczkach RNA zaprezentowat ich wifasciwosci fizykochemiczne i
biologiczne. Czasteczki RNA zmodyfikowane cyjaning 5 oraz fluoresceing wykorzystat jako sondy
molekularne do badan zmian pH w zakresie odpowiadajgcym pH wewnatrz komérki. Nastepnie
pokazat jak zmodyfikowane RNA cyjaning 3 i cyjaning 5 mozna wykorzystaé jako sondy FRET do
wyznaczania odlegtosci miedzy pofozeniem konca 5’ i 3’ w zaleznosci od: dtugosci RNA,
hybrydyzacji z DNA, zmiany konformacji pod wptywem czynnikdw srodowiskowych na podstawie
parametru bliskosci. Zsyntezowane przez siebie sondy FRET wykorzystat réwniez do badan
aktywnosci enzyméw nukleolitycznych w czasie rzeczywistym. Wykazat jak modyfikacje koricéw
5’ i 3’ wptywajg na ekspresje kodowanych przez nich biatek. W kolejnym kroku wykorzystat
fluorescencyjnie znakowane RNA kodujgce eGFP do bioobrazowania. Ponadto Doktorant
opracowat chemoenzymatyczng metode do otrzymywania wielkoczgsteczkowego cyklicznego
RNA (circRNA). W poréwnaniu do struktury liniowej circRNA jest bardziej odporne na dziatanie
czesci destrukcyjnych enzymdw i moze by¢ zatem cennym nosnikiem terapeutycznej informacji
genetycznej.

Opis wynikéw wtasnych zakonczyt podsumowaniem, w ktédrym wyrdznit najistotniejsze swoje
osiggniecia oraz wymienit ograniczenia stosowanych reakcji i przyblizedn w analizie wynikéw.
Krytyczne podejscie do witasnych wynikdw badan na tym etapie kariery $Swiadczy o jego

dojrzatosci naukowej.
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W trakcie lektury niniejszego doktoratu znalaztam kilka kwestii do dyskusji:

Pofaczenie reakcji PORA i SPAAC Doktoranta nazwat ,sprzezeniem reakcji”. Réwnoczesne
modyfikowanie korica 5’ i 3’ przy uzyciu wyzej wymienionych reakcji prowadzi do uzyskania
podobnych wydajnosci znakowania obu koncéw przy dtugosci RNA 30-300 nt do tych
prowadzonych rozdzielnie, zas dla dtuzszych RNA wydajno$¢ reakcji spada, gdy jest prowadzona
rownolegle. Wyglada na to, ze jedna reakcja nie wptywa na spontaniczny przebieg drugiej reakcji,
zatem czy w tym przypadku mamy do czynienia ze sprzezeniem reakcji?

Prosze o podanie definicji , kotwiczenia” i wyjasnienie jaka jest réznica pomiedzy , kotwiczeniem”
a sitg i charakterem oddziatywania modelowej czgsteczki RNA opisanej na stronie 97 z faza
stacjonarng w uktadzie RP-HPLC. Czy ,kotwiczenie” oznacza powinowactwo do fazy stacjonarne;j?
Nie jasny z mojego punktu widzenia jest opis zmian sktadu fazy ruchomej i jego wptyw na , efekt
kotwiczenia” dla przyktadu przedstawionego na rys. 2.3.1c. Ponadto, w tym miejscu rozwazajac
dtugos¢ RNA powinno sie stosowac mase czgsteczkows, a hie mase molowg (strona 97).
Podwdjnie znakowane RNA zostato wykorzystane jako sonda FRET do oznaczania odlegtosci
potozenia korica 5’ i 3’. Prosze o wyjasnienie rdznicy w wartosciach parametru B dla sondy Cy5-
RNAOQO1-Cy3 w tekscie na stronie 102 i wykresie C na rysunku 3.1.3.

Pod wzgledem edytorskim praca jest bardzo dobrze przygotowana. Duza ilo$¢ wzoréw
strukturalnych, schematdw czyni prace bardzo czytelng. Doktorant nie ustrzegt sie jednak przed
nielicznymi btedami edytorskimi, w tym: braku przecinkdw, stosowania niepoprawnych formy
gramatycznych. W kilku miejscach zastosowane sg duze skréty myslowe o ile nie stanowi to
zapewne problemu dla oséb zajmujgcej sie chemia biologiczng to dla innych czytelnikéw

powodujg, ze fragmenty tekstu wymagajg siegniecia do materiatow zrédtowych.

Podsumowanie

Po zapoznaniu sie trescig przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej moge
jednoznacznie stwierdzi¢, ze Doktorant ma merytoryczne przygotowanie do prowadzonych przez
siebie badan. Uwidacznia sie to w sposobie przedstawienia zagadnien dotyczacych budowy
i skompilowanej biologii RNA w przystepny sposéb oraz krytycznego weryfikowania danych
literarurowych. Bardzo wysoko oceniam wybdr reakcji PORA do modyfikacji korica 3’ RNA

i opracowanie na jej podstawie bezposredniej i wydajnej metody modyfikacji korica 3° RNA
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wieloma podstawnikami. Wszystkie zsyntezowane zwigzki zostaty scharakteryzowane za pomoca
odpowiednich technik analitycznych, gtéwnie HPLC i elektroforezy zelowej oraz HRMS. Wszystkie
analizy wykonano za pomoca technik, ktére umozliwity wyciggniecie popranych wnioskéw w
odniesieniu do préb referencyjnych. Znaczna czes¢ uzyskanych wynikéw stanowigcych podstawe
niniejszej rozprawy ukazata sie w 3 artykutach naukowych w czasopismach: Nucleic Acids
Research, Chemistry — A European Journal, Angewandte Chemie International Edition. W dwdch
z nich jest pierwszym autorem. Ponadto Doktorant jest wspdétautorem miedzynarodowego
zgtoszenia patentowego. Zawarte w tej recenzji krytyczne uwagi nie wptywajg na bardzo
pozytywng ocene niniejszej pracy. W zwigzku z powyzszym, uwazam, ze rozprawa doktorska
magistra Adama Mamota pt. , Synteza podwadjnie znakowanego oraz kolistego RNA: narzedzia do
bioobrazowania i terapii genowej” spetnia warunki okreslone w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2022 r. poz. 574 z pdzniejszymi zmianami). Na tej
podstawie wnioskuje o dopuszczenie magistra Adama Mamota do dalszych etapéw
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Majgc na uwadze opisane w niniejszej pracy badania naukowe, ktére doprowadzity do
opracowania procedur otrzymania nowych analogéw RNA, w tym kolistego, ktdre zachowaty
swoje funkcje biologiczne, sktonity mnie do ztozenia wniosku o wyrdznienie tej dysertacji. Jak juz
wspomniatam wyzej wyniki badan zostaty opublikowane w prestizowych czasopismach

naukowych, a w dwéch pracach Doktorant miat znaczacy wktad w ich powstanie.

Wﬂfa' onsgor.

Joanna Niedziotka-Jonsson
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