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mRNA”

Pan mgr Mateusz Kozarski wykonal prace doktorska pod opiekg dr hab. Joanny

Kowalskiej w Laboratorium Chemii Biofizycznej w Zakladzie Biofizyki Instytutu Fizyki

Doswiadezalnej, Wydziatu Fizyki oraz w Laboratorium Chemii Biologicznej w Centrum

Nowych Technologii Uniwersytetu Warszawskiego.

Zasadnosé podjetej tematyki

Informacyjne mRNA zyskuje w ostatnich latach na znaczeniu, co dobitnie pokazuje
zeszloroczna nagroda Nobla przyznana Katalin Kariko i Drew Weissmanowi.
Terapeutyczny potencjat mRNA wzrdst wraz z odkryciem pewnych cech strukturalnych
tej czgsteczki i mozliwosci takiej ich modyfikacji, by czasteczka o niskiej trwalosei 1
wysokiej immunogennoéci zyskata cechy kwalifikujace jg jako terapeutyk. Poszukiwanie
nowych modyfikacji, zmierzajacych do przystosowania wlasciwosci mRNA do nowych
zastosowan, rowniez jako narzedzi do badania proceséw zwigzanych z mRNA, jak i
wysilki zmierzajgce do zwigkszania syntetycznej dostepnoscei takich zwigzkow, stanowi
wazny element dzisiejszej nauki, nie tylko akademickiej, ale rowniez zwigzanej z
przemystem farmaceutycznym. Praca Doktoranta doskonale wpisuje si¢ w ten wazny
dziat badan.

Charakterystyka i uwagi do pracy

Praca liczy 218 stron i ma klasyczny uklad prac doktorskich, obejmujacy czesé
literaturows, badania wilasne, cze$¢ eksperymentalng i podsumowanie. W pracy
wyodrebniono réwniez spis publikacjii i doniesieft konferencyjnych Autora,
wprowadzenie i podsumowanie oraz spis literatury, przy czym na ten ostatni sklada si¢
199 odnosnik6w. Autor zawart w pracy okoto 10 tabel i 117 grafik. Wszystkie te elementy
zlozyly si¢ na interesujaca, klarownie napisang rozpraweg doktorskg.
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Czes¢ literaturowa o $wietna kompilacja wiedzy z réznych dziedzin zwigzanych z
badaniami nad mRNA, a szczegoélnie z tematyka zwigzang z procesem transkrypeji i
translacji oraz degradacii tych czasteczek. Zaprezentowane tresci sa bardzo dobrym
wprowadzeniem do kolejnych rozdzialow pracy, w tym metodyk: i podsumowujgcej
prace dyskusji wynikow. Autor umiejetnie przechodzi od ogdlnych informacji do bardziej
szezegolowych, zwigzanych z enzymem z rodziny 5°-nukleotydaz, cN-HIB, dla ktorego
podjat si¢ zaprojektowania i syntezy potencjalnych inhibitoréw wywodzacych si¢ z kapu.
Autor opisyje rowniez inne biatka, elF4E (eukariotyczny czynnik inicjujgey translacie
E4) i DecpS (ang. Scavenger decapping enzyme), wzgledem ktérych badal
selektywnos$¢ dziatania opisanych inhibitorow. Rola tych enzyméw w stanach
patologicznych zostala rowniez opisana, wskazujgc na ich potencjalne terapeutyczne
Zhaczenie.

Drugi element czesci literaturowej stanowi zwigzly opis strategii syntetycznych
stuzacych syntezie nukleotydéw i kwasdéw nukleinowych. Autor opisal réwniez koncept
pronukleotydéw, uprzedzajge swoje badania wykorzystujgce t¢ strategie. W czesei
bardziej syntetyczne] Autor poswiecil znaczaey fragment przyblizeniu reakeji typu
Lclick”, w tym reakcje CuAAC, SPAAC 1 SuFEx, i ich zastosowan w chemii
nukleotydéw i kwasow nukleinowych. Trzeci fragment czgsci literaturowej to opis
wybranych przykladéw uzycia modyfikowanych nukleotydow jako narzedzi do badania
mRNA. Cze$¢ literaturowg Autor zamyka ciekawymi podrozdziatami dotyczacymi
wyzwan 1 przysziosci terapii opartych na wykorzystaniu mRNA. Cieszy mnie szacunek
jaki Autor wykazuje wzgledem takich pojeé jak narzedzie, a nie tylko terapeutyk.

Odnosénie wstepu teoretycznego prosze o skomentowanie nastgpujgcych uwag:

e Podrozdziat 11.8 wprowadza pewne zamieszanie. Niektore informacje sg w sposéb
niewystarczajgeo $cisty przytoczone. Jak wnioskujg z pracy, stowo pronukieotydy
ma by¢ tozsame z okreleniem ProTide (str. 44), a jednoczesnie to pierwsze -
okreslenie ma shuzyé opisowi innych prolekéw. Jednak okreslenie ProTide
rostalo wprowadzona przez Profesora Chrisa McGuigana dla strategii przez
Niego zaproponowanej i nie byla to pierwsza strategia prolekowa dla
nukleotydow, jak mozna by wnioskowaé z tresci przedstawioneg) rozprawy. Z {3
uwagg wiaze sie tez uwaga do nazwy jednego z prolekowych analogéw, Protide-
Trp 837, ktorg uwazam za niewlasciwg, bo nie jest to analog typu ProTide.

e Ze stwierdzenia na str, 48-49 wynika, ze za ostatni etap uwalniania nukleotydu z
ProTide jest odpowiedzialna fosfoamidaza, podczas gdy mechanizm uwalniania
prolekow Wagnera jest inny, bo przebiega poprzez hydrolize z udzialem enzymu
HINT-1. Jakie fosfoamidazy biorg udziat w uwalnianiu ProTide?

Przejde teraz do kluczowej czesci dysertacji, czyli Badan wlasnych. Czgs¢ ta obejmuje
dwa spéjne, rozwinigte projekty badawcze. Doktorant jako cel postawit sobie syntezg i
optymalizacje nowych analogéw nukleotydéw, kiore miaty stuzy¢ jako narzedzia do
badania translacji mRNA i degradacji metabolitéw konica 5’ mRNA.



W pierwszym projekcie Autor skoncentrowal si¢ na poszukiwaniu inhibitoréw enzymu
cN-IIIB, katalizujacego defosforylacje 5°-monofosforanu 7-metyloguanizyny. Projekt
ten stanowi kontynuacje badan rozpoczetych juz podezas studiéw magisterskich i stanowi
imponujaca catosé, poniewaz Autor nie tylko wczestniczyt w syntezie docelowych
zwigzkéw, przebadat biblioteke potencjalnych inhibitoréw, ale réwniez zastosowal
alternatywne metody zwigkszenia aktywnosci zwiazkéw wiodacych, przez zastosowanie
strategii prolekowej, kt6ra miata zwigkszy¢ bioprzyswajalnodé tych zwigzkéw oraz przez.
zaprojektowanie analogéw kowalencyjnych, by zwigkszy¢ sile ich oddziatywania z
enzymem. Przyznaje, ze bardzo dobize si¢ czyta te historie. Autor przedstawia logiczny
cigg myslowy, pokazujgcy droge od pierwszej do trzeciej biblioteki. Badania te sg
wspierane przez badania biofizyczno-biochemiczne, ktére pozwalaja na selekcje
najlepszych kandydatéw z kazdej puli do dalszych modyfikacji. Autor badat wiasgciwosci
substratowe 1 inhibitorowe otrzymanych zwiazkéw wzgledem celowanego enzymu cN-
IIIB, jak réwniez selektywnos$¢ wzgledem wybranych enzymow albo znanych z tego, ze
oddzialujg z m’GMP, albo z tego, Ze s3 homologami cN-IIIB. Na tej podstawie Autor
dokonat wyboru najciekawszych zwiazkéw do dalszych badan, 36 i $37, co jest dobrze
uzasadnione réwniez wynikami badan strukturalnych. Co ciekawe, Autor pod wplywem
wynikéw badan krystalograficznych zbadat réwniez mozliwosé uzycia prostszych
zwiazkow, tj. benzylowych analogéw guaniny. Niestety ten trop nie doprowadzit do
analogdw o oczekiwanej aktywnosci.

Kolejng czgs¢ badari stanowita synteza (wykonana przez innego czionka grupy) tzw.
SuFEX-owych analogéw, w celu zwigkszenia aktywnodci otrzymanych analogdw, przez
umozliwienie ich kowalencyjnego zwiazania z docelowym enzymem. Uwazam za bardzo
cenny ten element pracy, tym bardziej, e w ten sposdb otrzymano najsilniejszy =z
dotychezas opisanych inhibitoréw ¢N-IIIB. Oczywiscie wymagane sg dalsze badania, w
tym ocena selektywnosci jego dzialania, ale nie bylo to przedmiotem tej dysertacii,

W czgsci drugiej Doktorant podjal sie syntezy analogéw kofica 5° mRNA z modyfikacja
triazolowa w obrebie mostka trifosforanowego albo wigzania fosfodiestrowego. Zadanie
to zostato uwieniczone badaniami okreslajagcymi wplyw tych modyfikacji na procesy
zwigzane z syntezg i translacjga mRNA, z zastosowaniem odpowiednich modeli i dobrze
zaplanowanych, spojnych eksperymentéw. Otrzymane zwiazki poddano badaniom na
wydanos¢ procesu kapingu. Najlatwiej wbudowywane byly zwiazki z triazolem w
mostku 5°,5"-trifosforanowym. Znacznie gorsza wydajnosé obserwowano dla zwigzkéw
z modyfikacjy triazolowa w obrgbie mostka 3°,5°-fosfodiestrowego. Procesy transiacji
badano w dwdch modelach, lizacie z retikulocytow kréliczych oraz w komérkach
dendrytycznych linii JAWS II. W obydwu przypadkach najlepszy wynik uzyskano dla
zwigzku 9, dla ktdrego translacja przebiegata poréwnywalnie jak dla m’GpppAupG-
RNA. Kolejne badania pokazaly, ze prawie wszystkie badane analogi maja podobne
powinowactwo do elF4E, przy czym zwigzek 9 ma najwyzsze powinowactwo do biatka
elF4E, ze stalg dysocjacji nizszg niz dla kapu 1. Stabilnosé analogéw mRNA badano
wykorzystujage kompleks hDepl/Dep2, odpowiedzialny za degradacje mRNA od 5’
koica. Okazalo sig, ze analog 9 jest mniej odporny na rozpad katalizowany kompleks
hDcepl/Dep2 niz niemodyfikowany analog kapu. Ostatnim zadaniem syntetycznym byla



syntezy analogéw laczacych triazolows modyfikacje w obrebie kapu (modyfikacje
zwickszajgce wydajnos¢ tramslacji) oraz modyfikacje w pozycii N6 adenozyny,
pierwszego transkrybowanego nukleotydu.

Odnosnie Badan wiasnych prosze o skomentowanie nastgpujacych uwag:

L3

Chot w calej pracy Autor sumiennie zaznacza i okresla udziat innych osob w
opisywanych badaniach, zabraklo mi informacji na temat udziatu Autora w
syntezie pierwszej biblioteki zwiazkow. Prosz¢ o doprecyzowanie.

Zwigzek m’Gppptr-CoHe-pAnpG (9) jawi si¢ jako dobry mimetyk naturalnego
kapu, przy czym jego synieza jest znacznie szybsza. Czy poza czasem reakeji sg
inne walory syntetyczne tego podejscia i stosowania zwigzku 97

Autor stawia zmak réwnosdci pomigdzy .inhibitorami kowalencyjnymi” a
_inhibitorami samobGjczymi” (stwierdzenie ze str. 118-119). Uwazam takie
ujecie za nieprecyzyjne, jako ze inhibitory samobojcze stanowia tylko podklasy
inhibitoréw kowalencyjnych. Czy inhibitory zsyntezowane przez Doktoranta sa
inhibitorami samobojczymi, jak twierdzi w podsumowaniu?

Trudno mi si¢ zgodzié¢ ze stwierdzeniem, Ze ,jednym z przykladéw takiej reakeji
chemicznej (uzywanej do projektowania inhibitoré6w kowalencyjnych, przypis
Recenzentki) jest reakcja typu click (str. 119). Jak Autor sam pisze, zastosowanie
reakeji click wymagaloby uprzednie] modyfikacji biatka, ktére miatoby byc
polaczone wigzaniem kowalencyjnym z inhibitorem. Dlatego inhibitory
kowalencyjne z reguly wyposaZone s W inne grupy zdolne do modyfikacji
naturalnych reszt obecnych w fancuchach bocznych peptydow. W trakcie obrony
prosz¢ o pokazanic przykladéw takich grup, ktére juz teraz sa obecne w
terapeutykach. I tu pojawia si¢ pytanie: co kierowato Autorem by w swojej pracy
uzyé strategii SUFEX?

Poniewaz w czedci eksperymentalnej znajduje dane tylko dla jednego analogu
prolekowego, prosze o uzupelnienie tych informacji przynajmniej dla analogu
Protide-Trp 837, z uwzglednieniem informacji na temat warunkéw oczyszczania,
ktére mogly sie przyczyni¢ do niskiej wydajnosci syntezy tego analogu.

Badanie stabilnosci i whasciwosci inhibitorowych, str. 107-108. Proszg o bardziej
szezegblowe opisanie tych eksperymentéw. Jak byly one wspomagane przez
spektrometrig mas?

Pan Kozarski nie ustrzegh sie bledéw edytorskich i niescistodei, ktéry z powinnosct
recenzenta przytaczam ponizej.

str. 35: Autor twierdzi, ze ,,Aktywatoremn w reakcji sprzggania jest roztwor 5-
(benzylthio)-1H-tetrazolu [...]”. Natomiast na Rys. 16 znajduje si¢ tetrazol. Na
tym samym rysunku wkrad! sie blad w przedstawieniu mechanizmu (punkt C);
str. 46, ,ryptaminowe pronukleotydy, dzigki zamaskowaniu ujemnego fadunku,
[...]" raczej ,,czgdciowemu zamaskowaniu”



w kilku miejscach, w tym na str. 49 i 51, Autor nazywa Nobliste 2022

,Moedalem”, podczas gdy nazywa si¢ on Morten Meldal.

» nicjednorodna numeracja zwigzkéw [numeracja czasem jest obecna, czasem e
brakuje (stosowane sg opisowe, dosé jasne skroty), czasem jest prawdopodobnie
zaczerpnieta z publikacji]. Czasem zakléea to odbiér pracy. Np. sir. 65, rys. 47:
czym sg zwigzki 20123, 7, 27

e sir. 75, rys. 56: niepelny opis, brakuje legendy definiujgeej CDS, 3°UTR, Nm;

e sir. 89: dwa razy uzyto symbolu 820, dla dwéch réznych zwiazkow;

o sir. 95, Tabela 3: mylacy podpis ostatniej kolumny ,,Inhibicja hydrolizy m’GMP
przy stezeniu 100 pM (%) np. najbardziej aktywny zwigzek S37 ma wartos¢
2%, co, jak wynika z tekstu, wyraza ilos¢ m’GMP, ktora ulegta hydrolizie.

o str. 107: blednie przypisany numer Rys. 74C-D. Powinien by¢ 75C-D.

e jakos¢ rysunkow, np. 10, 42, 48;

e Str. 152: komorki dendrytyczne - komorki reprezentujgee antygen.

e Str. 165, 171: uzycie okreslenia grupy ,,alkilowe” zamiast ,,alkinowe”;

e Autor popelnia szereg drobnych bledéw stylistycznych i typograficznych, ktérych

nie bede tu wymienia¢ ze wzgledu na ich ilos¢. Co ciekawe, nie wplywaja one na

czytelno$¢ pracy. Autor rzadko stosuje zargon (np. str. 52: ,wolna para
elektronowa Nu przeprowadza atak na atom siarki”), co jest zaletg pracy.

Chce podkreslié, ze moje uwagi krytyczne i komentarze nie podwazajg bardzo
pozytywnej oceny wartosci naukowej pracy.

Podsumowanie

Podsumowujac, przedstawiona mi do recenzji praca zawiera niezwykle bogaty material
eksperymentalny, stanowigcy interdyscyplinarny projekt, w ktérym Autor zajmowal
si¢ nie tylko synteza pochodnych konca 5° mRNA ale réwniez ich charakterystyka z
wykorzystaniem testéw biofizyczno-biochemicznych i biologicznych. Wyniki tych
badan sg bardzo wartosciowe, a szczegdlne uznanie budzi przeprowadzenie badan od
podstaw, czyli od naturalnego substratu enzymu cN-IIIB, i znalezienie silnego,
selektywnego inhibitora tej 5’-nukleotydazy. Stwierdzam, ze Doktorant trafnie wybral
tematyke badaf, jasno sformulowal cel pracy, dobrze zaplanowal i wykonal
doswiadezenia, wykazal sie umiejetnoscig interpretacji i dyskusji wynikow, a takze
umiejetnie sformutowal podsumowanie pracy. Przedlozona do recenzji praca doktorska
jest kompleksowym opracowaniem stanowigcym wartosciowy przyczynek do
istniejacego stanu wiedzy, zawiera réwniez elementy nowatorskie i spetnia warunki
ustawowe stawiane rozprawom doktorskim. Wnosze¢ wniosek do Rady Naukowej
Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie Doktoranta do
dalszych etapoéw przewodu doktorskiego oraz o wyréznienie rozprawy.
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