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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Olgi Perzanowskiej
pt. ,,Synteza i biofizyczna charakterystyka modyfikowanych
fragmentéw ogona poli(A) jako
narzedzi do manipulowania metabolizmem mRNA”

Technologie wykorzystujace zastosowanie syntetycznych czgsteczek informacyjnego kwasu
rybonukleinowego (MRNA) sa rozwijane od ok. 30 lat i stajg sie coraz lepszym i skuteczniejszym narzedziem
w walce z chorobami nowotworowymi czy wirusowymi. Niedawna pandemia SARS-CoV-2 byta swiethym
przyktadem zastosowania technologii mMRNA wykorzystanej jako szczepionki przeciwwirusowej. Mimo
ogromnego postepu w rozwoju tej technologii, istnieje wiele otwartych probleméw zwigzanych ze stabilnoscig,
odpornoscig na degradacje oraz potencjatem translacyjnym czasteczek mRNA. Przedstawiona praca
doktorska Pani mgr Olgi Perzanowskiej wpisuje sie w nurt badan, ktérych celem jest zbadanie wtasnosci
fragmentow czgsteczek mRNA pod katem mozliwosci manipulowania wybranymi aspektami metabolizmu
komorek, do ktérych mRNA moze by¢ wprowadzone. W pracy zajeto sie fragmentem ogona poli(A), co jest o
tyle istotne, ze degradacja mRNA, decydujaca o czasie péttrwania tego rodzaju molekut, a tym samym
determinujgca ilos¢ biatek kodowanych przez mRNA, rozpoczyna sie wtasnie od usunigcia (tzw. deadenylacji)
konca 3'. Tematyka badawcza podejmowana w doktoracie mgr Olgi Perzanowskiej wpisuje si¢, moim
zdaniem, w nie tylko niezwykle interesujgca aktywno$¢ naukowa, ale rowniez bardzo istotng z medycznego
punktu widzenia oraz w aspekcie oczekiwan spotecznych.

Przedmiotowa praca zostata wykonana pod kierunkiem prof. dr. hab. Jacka Jemielitego z Laboratorium Chemii
Biologicznej Centrum Nowych Technologii Uniwersytetu Warszawskiego oraz dr hab. Joanny Kowalskiej z
Zaktadu Biofizyki Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego. Praca ta $wietnie oddaje interdyscyplinarny
charakter pracy zespotu, kierowanego przez wspomnianych opiekunow pracy, gdzie wychodzgc od
syntetycznej chemii organicznej nukleotydéw, mamy réwniez miejsce na badania z uzyciem technik biologii i
biofizyki molekularnej. Podstawe rozprawy stanowig wyniki prac badawczych opublikowanej w pierwszo-

autorskiej pracy Doktorantki (Chem. Eur. J. 2022) oraz jednej, jak dowiadujemy sie ze str. 12 rozprawy, takze
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pierwszo-autorskiej pracy bedacej w przygotowaniu. Wart pokreslenia jest fakt, ze Doktorantka doskonalita
swoj warsztat naukowy w trakcie realizacji innych zadan badawczych, czego efektem jest, takze pierwszo-
autorska (!) praca w pismie Scientific Reports z 2021 r. oraz wspotautorstwo pracy w Nature Chemistry (wg
informacji z doktoratu, zaakceptowanej do druku). Dodajgc do tego wystgpienia ustne na konferencjach oraz
wspotautorstwa doniesien konferencyjnych (tacznie 10 pozycji) uwazam dorobek naukowy Doktorantki za

ponad przecietny i godny podziwu.

Przedstawiona praca doktorska jest obszerna (192 str.), napisana jest po polsku w klasycznym uktadzie prac
naukowych, ktéry pokrotce tutaj omoéwie. Prace otwiera spis tresci, ktéry Autorka podzielita na dos¢
szczegotowo wydzielone punkty. Uznaje to jako atut utatwiajgcy lekture pracy (szczegolnie zwazywszy na
mozliwo$¢ przechodzenia do poszczegolnych czesci tekstu w dostarczonym pliku pdf). Po zamieszczeniu
wykazu skrétow, informaciji o dorobku naukowym oraz streszczeniu, Czytelnik przechodzi przez gtowne czesci
pracy, nazwane przez Doktorantke jako : 1) cel, Il) cze$¢ literaturowa, |ll) badania wtasne, ktore zamkniete sg
zwieztym podsumowaniem (czes¢ V). Catos¢ konczy czes¢ eksperymentalna (czes¢ V) oraz obszerny (409
pozycji) spis literaturowy (cze$¢ VI). Omawiajac uktad pracy, chciatbym docenic fakt, ze Doktorantka wyraznie
oddzielita cze$¢ ,badania wtasne”, podkreslajgc gdzie ma miejsce jej wkiad wiasnej pracy. Jednoczesnie,
réwnie wyraznie, zaznaczyta, ktére z uzyskanych wynikéw sg autorstwa dr. Mirostawa Smietanskiego
(dotyczyty gtownie badan z uzyciem lizatu z retikulocytéw kréliczych). Roéwnie wyrazng informacje znajdziemy
odnoénie autorstwa grafik, poniewaz Doktorantka zaznacza w czesci ,Cel pracy” (str. 17) wiasne autorstwo, o
ile nie zaznaczono inaczej (w przypadku kiedy posila sie gotowa grafika z innego, cytowanego artykutu). Tu
warto zaznaczy¢, ze szata graficzna utatwia lekture rozprawy - Autorka przygotowata az 95 rysunkow (nie
liczgc nienumerowanych wzorow strukturalnych w czesci eksperymentalnej). W duzej mierze zawarte sg tam
informacje dotyczgce profili chromatograficznych oraz widm spektrometrii mas, ale nie dziwi to biorgc pod
uwage, ze w projekcie doktorskim wykonano blisko 30 syntez chemicznych oligonukleotydowych analogow
konca poli(A). Wérod przygotowanych elementdw graficznych ciekawym pomystem jest przygotowanie
infografiki stanowigcej podsumowanie planu badan (s. 92). Jedynym mankamentem, jaki zauwazytem
oceniajgc uktad pracy, jest brak podsumowania uzyskanych wynikéw w sposoéb bardziej szczegotowy w
streszczeniu (a jest o czym pisac). Czes¢ informacji powiela sie w czesciach: cel pracy, streszczenie oraz plan
badan, niejako przygotowujgc Czytelnika do ,dania gléwnego”, niemniej jednak, streszczenie powinno
odzwierciedla¢ catkowity charakter pracy i po jego lekturze Czytelnik powinien mie¢ petniejszy obraz badan,
ktory uwzglednia zarowno uzyskane wyniki, jak i wnioski z niego ptynace.

Oceniajgc zawarto$¢ merytorycznag pracy, nie sposoéb jest nie doceni¢é mnogosci uzyskanych wynikow.
Zsyntetyzowane zostaty tgcznie 29 analogi poli(A). Doktorantka rozpoczeta projekt przygotowaniem
dodakamerowego oligonukleotydu z alkilowg modyfikacjg umozliwiajgcg kowalencyjna modyfikacje

znacznikami fluorescencyjnymi (metoda tzw. ,klikania”, ang. click-chemistry). Do przeprowadzenia pézniejszej
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serii badan wybrano fluorofor, ktéry dotgczony kowalencyjnie do oligonukleotydu, byt najbardziej odpowiedni w
badaniach termoforetycznych (5'-FAM-A+2). Nastepnie przeprowadzono badania oddziatywan analogéw
poli(A) z N-koncowa czescig biatka PABP (poly(A) Binding Protein) z otrzymanym barwionym analogiem, jak
rowniez w sposob kompetycyjny. Odpornosc¢ analogow poli(A) na specyficzng degradacje zostata zbadana z
zastosowaniem enzymu - deadenylazy CNOT7. Badania te zostaty rozszerzone o inhibicje translacji w lizatach
retikulocytéw kréliczych. W drugiej czesci projektu Doktorantka wykonata syntezy wybranych, chemicznie
modyfikowanych 5’-monofosforanéw dinukleotydéw w celu pozniejszego sprzegania ich metoda ligacji z
innymi oligonukleotydami oraz mRNA. Nastepnie przeprowadzono badania ekspresji modyfikowanego mRNA

w trzech liniach komérkowych.

Odnos$nie wynikéw, uwazam za cenne szczegbtowe przebadanie oddziatywan szeregu analogéw poli(A) w
kontekscie oddziatywania z biatkiem PABP w sposob ilosciowy. Wybrane analogi pozwolity na ocene zaréwno
sposobu modyfikacji (takich jak np.: 2’-O-metylacja, wprowadzenie wigzania tiofosfoestrowego, 2’-
fluoroadenozyny, N6-metyloadenozyny czy guaniny), jak i miejsca wystepowania modyfikacji. Pozwolito to na
obserwacje faktu, iz modyfikacje w srodkowej czesci taricucha prowadza do spadku powinowactwa (w réznym
stopniu, w zaleznosci od rodzaju modyfikacji). Wprowadzenie modyfikacji na korncach oligunukleotyddw
skutkowato miejscami wzrostem powinowactwa, jak rowniez poprawg odpornosci na degradacje
enzymatyczng, zaréwno samych oligonukleotydoéw, jak i ich koniugatow z mRNA. Pozwolito to na przyjecie
strategii przygotowania mRNA w badaniach na liniach komérkowych jako produktéw ligacji jego 3’ korica oraz
wybranych 5’-monofosforanéw dinukleotydéw. Wytoniono w ten sposéb dwa szczegdlnie interesujace zwiazki,
oba posiadajgce metylowana ryboze w pozycji 2’ oraz jeden z nich dodatkowa bedacy izomerem wigzania
tiofosfodiestrowego (w pracy oznaczone odpowiednio jako pApsAm D1 oraz pApAnm), ktére wprowadzone jako
3’-koncowe modyfikacje mMRNA dawaty zadawalajgcg ekspresje konstruktéw w wybranych trzech liniach
komérkowych oraz zwiekszong odpornos¢ na degradacje enzymatyczna. Biorgc pod uwage, zaobserwowang
takze w pracy, réznice ekspresji konstruktéw w liniach komérkowych (byé moze wynikajgca ze specyfiki
tkankowej komorek), w mojej opinii, sg to wyniki o duzym potencjale aplikacyjnym w dynamicznie rozwijajgcej

sie dzisiaj wakcynologii opartej o techniki mRNA.

Jako mankamenty przedstawionej pracy widziatbym nastepujgce punkty:
1. Pewng trudnoscig w lekturze rozprawy jest stosowanie miejscami podwojnej notacji analogow poli(A).
O ile Rys. 53 na str. 96 zawiera pomocny schemat blokowy, z kolorowymi kodami odpowiadajgcymi
rodzajowi modyfikacji, tak niejasnym dla Czytelnika moze by¢ dlaczego niektére z nich wygladajg tak
samo (np. Aps1 i Aps2) oraz jak majg sie numery analogéw do miejsca modyfikacji (w obu
wspomnianych zwiazkach dotycza pozycji 10). Dopiero z dalszej, wnikliwej lektury, Czytelnik moze
zrozumiec¢, ze chodzi o dwa izomery powstajace przy modyfikacji tiofosfoestrowej. Ta dwoistos¢

powtarza sie w Kilku miejscach pracy. Np. Rys. 54 na str. 97 zawiera informacje dla analogu
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oznaczonego AicAnA, natomiast z informacji w podpisie dowiemy sig, ze to zwigzek tozsamy z An1 ze
schematu na Rys. 53. Nie wiem czy dla zwiekszenia czytelnosci nie bytoby lepszym pomystem
stosowanie jednego, spdjnego typu oznaczenia, ktére zawiera wiecej informacji o analogu.

Brakuje mi rownan uzytych do dopasowania w eksperymentach termoforetycznych (Rys. 30, str. 105)
wraz z uzytymi parametrami: Kq, Fg-, Fas W stosowanym modelu wigzania 1:1 oraz parametrow
uzytych do dopasowania w modelu 1:2 na panelu C wspomnianego rysunku (brak parametréw i ich
wartosci) dla eksperymentu z 5'-BDP-FL-A+2 (Ao-4), ktory wyraznie rozni sie od pozostatych.

Brakuje mi takze doktadniejszego wyjasnienia sposobu przejscia z pozornej wartosci statej dysocjacji
(Kp agp) Na wartos¢ doktadng (Kp). Uwazam, ze zdanie ze str. 107: ,Wykorzystujgc opisang w literaturze
metode dopasowania globalnego (396) (...)" jest zbyt ogéinikowe, tym bardziej, ze réznica miedzy
warto$ciami Kp app @ Kp jest blisko czterdziestokrotna dla zwigzku Aq2. Cytowany artykut (396):
Schuermann et al. Anal. Biochem. 496, 79-93 (2016) dotyczy w gtéwnej mierze okreslenia limitacji
stosowania techniki termoforezy mikroskalowej ze wzgledu na kinetyke wigzania dla symulowanych
danych. Zawiera on réwniez informacje dotyczace dopasowan stosowanych w tej technice, by¢ moze
stosowanych roéwniez w komercyjnym oprogramowaniu stosowanym przez Autorke (Palmist).
Poprositbym o komentarz dotyczacy statych pozornych oraz doktadnych oraz przeliczania jednych na
drugie.

Na Rys. 67 (str. 112) przedstawiajgcym pozorne state oddziatywan czytamy w opisie, ze ,wyniki
przedstawiono w kolejnosci od najwyzszej do najnizszej wartosci’, podczas gdy stupek dla Aps8 jest
wyzszy od obu sgsiadujgcych z nim zwigzkéw. Dlaczego?

Uwaga o charakterze marginalnym. W pracy zdarzajg sie nieliczne zargonowe sformutowania typu
detektor ,czerwony” lub ,niebieski”. Tu lepiej bytoby poda¢ zakres dtugosci fal rejestrowanego swiatta.
W mojej opinii rowniez niezbyt fortunnym jest uzywanie wyrazu ,sonda” w odniesieniu do catego
oligonukleotydu, ktory jest wyznakowany zwigzkiem fluorescencyjnym (np. na str. 106 ,sonda 5'-FAM-
A:2"). O ,sondzie” zwykio méwi¢ sie w kontekscie badania jakiej$ cechy srodowiska, np.
fluorescencyjna sonda pH lub stezenia jonéw wapnia. Tu uzyty wyraz ,sonda” to de facto ,znacznik’.
Tego problemu mozna unikngé uzywajgc po prostu wprowadzonych skrotow zwiazkow
fluorescencyjnych (czyli np. samo 5-FAM-A+z bez, nieco mylnego, stowa ,sonda”).

Zadne z powyzszych uwag, nie pomniejszajg, bardzo wysokiej — w mojej opinii — oceny pracy doktorskiej pani

mgr Olgi Perzanowskiej.

Wyrazajgc konkluzje chciatbym stwierdzi¢, iz pani mgr Olga Perzanowska przedstawita bardzo wartosciowg

rozprawe doktorska, opierajgca sie na wynikach zaprojektowanych w oparciu 0 ambitne wyzwania poznawcze

oraz przeprowadzonych precyzyjnie zadan badawczych. Badania te wymagaty umiejetnosci wspotpracy w

zespole ztozonym z reprezentantéw wielu dyscyplin oraz wiedzy i umiejetnosci praktycznych w zakresie
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syntezy oligonukleotydéw, niektorych technik biologii molekularnej, uzycia termoforezy mikroskalowej oraz
analizy uzyskanych danych. Moim zdaniem, mimo wspomnianych wyzej uwag krytycznych, przedstawiona
przez mgr Olge Perzanowska rozprawa doktorska zawiera rozwigzania bardzo aktualnych i waznych
spofecznie probleméw naukowych, wnosi do nauki Swiatowej znaczgcy postep. Rozprawa doktorska spetnia
warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2023
poz. 742 z pézn. zm.). W zwigzku z powyzszym, uprzejmie wnosze o dopuszczenie mgr Olgi Perzanowskiej
do dalszych etapow postepowania doktorskiego, w szczegolnosci do publicznej obrony. Wielo$¢ uzyskanych
wynikow naukowych oraz, przede wszystkim ich ranga poznawcza, sktania mnie réwniez do

wnioskowania o uznanie przedmiotowej rozprawy doktorskiej jako wyrézniajace;j.
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