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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Malwiny Strenkowskiej zatytulowanej
,Modyfikowane nukleotydy jako narz¢dzia do otrzymywania terapeutycznych mRNA:

synteza, wlasciwos$ci oraz przyktadowe zastosowania”.

Oceniana rozprawa doktorska przedstawia wyniki kompleksowych badan
nad mozliwo$cig wykorzystania modyfikacji 5’-konca oraz 3’-konca mMRNA do celow
terapeutycznych. Nie bez powodoéw uzytem okreslenia ,.kompleksowych”, poniewaz praca
obejmuje zarowno synteze, jak i wyniki badan whasciwosci biofizycznych i biochemicznych
uzyskanych analogow oraz mozliwosci ich zastosowania do konstruowania mRNA, ktore
mozna potencjalnie zastosowa¢ w celach leczniczych. Obecno$¢ specyficznej struktury kap
na 5’-koncu jest cecha charakterystyczng eukariotycznego mRNA. Struktura ta sktada si¢
z 7-metyloguanozyny potaczonej mostkiem 5',5'-trifosforanowym z pierwszym nukleozydem
tancucha mRNA. Odgrywa ona bardzo wazng role w procesach dojrzewania
1 wewnatrzkomorkowego transportu mRNA, w procesie inicjacji translacji, represji translacji
oraz istotnie wptywa na stabilnos¢ mRNA. Podobnie sekwencja poli(A) obecna na koncu 3’
dojrzatego mRNA ztozona z powtarzajacych si¢ nukleotydéw adenozynowych chroni mRNA
przed degradacja w jadrze komoérkowym, jest niezbedna do inicjacji biosyntezy bialka,
wptywa na wydajnos¢ translacji oraz spowalnia degradacje mRNA w cytoplazmie. Podjete
przez Autorke badania bazuja na pomysle wykorzystania poprawy stabilnosci 1 wlasciwosci
translacyjnych mRNA poprzez zastapienie klasycznych: 5’-konca mRNA i 3’-konca,
analogami przedtuzajacym trwato$¢ czgsteczki w cytoplazmie, a co za tym idzie dajgcymi
mozliwosci zwielokrotnienia ilo$ci biatka syntetyzowanego na bazie takich matryc.

Tytul pracy dobrze okresla zawartos¢ rozprawy. Rozprawa doktorska jest obszernym,
oryginalnym opracowaniem o klasycznym uktadzie tresci podzielonym na trzy gtéwne czesci:
. Wstep literaturowy”, ,,Wyniki i dyskusja” oraz ,,Cze$¢ eksperymentalna”. Kazda z czeSci

zostata podzielona na szereg rozdziatow. Calo$¢ opatrzona jest streszczeniem w jezyku



polskim i angielskim, wykazem cytowanej literatury, wykazem stosowanych skrotow
oraz wykazem publikacji i doniesien, ktorych wspotautorka jest Autorka rozprawy. Nie mam
zastrzezen do formalnego uktadu pracy. Natomiast, moim zdaniem, rozdzialy pracy zostaty
nazbyt szczegotowo pofragmentowane na mniejsze podrozdziaty, co spowodowalo, ze sam
spis treSci zajmuje osiem stron druku. Wprawdzie daje to do$¢ klarowny obraz tresci,
ale powoduje ciagle powtarzanie niektorych tytuldow mniejszych podrozdziatdéw. Dziwnie
brzmi tytul podrozdziatu ,,Wlasciwosci NMR” (str. 96 1 141), poniewaz Autorka
nie przedstawia wlasciwosci magnetycznego rezonansu jadrowego, lecz wyniki badan
struktury zwigzkow uzyskanych metoda NMR lub co najmniej analizuje widma NMR
syntetyzowanych zwigzkow.

Rozdziat ,,Wstep literaturowy” stanowi wyczerpujace przedstawienie tta dla badan
podjetych przez Autorkg. Omawia Ona dos¢ szczegotowo dostepng literature dotyczaca
zarbwno syntezy modyfikowanych nukleotydow, mozliwosci ich wykorzystania
do modyfikacji mMRNA i zastosowania zmienionego mRNA w celach terapeutycznych. W tym
miejscu nie moge przej$¢ obojetnie nad stwierdzeniem, ktore znajduje si¢ na str. 44
w podrozdziale ,,0Oddzialywanie kap - eIF4E” i1 brzmi nastgpujaco, cyt. ,,Specyficzno$é
wigzania kapu wzgledem eIF4E polega na interkalacji N7-metyloguanozyny pomig¢dzy
dwoma resztami tryptofanu (Trp56 i Trpl02) poprzez oddzialywania kation-m (tzw.
stacking)...”. Wyglada to tak, jakby Autorka utozsamiata oddzialywanie kation-n
ze stackingiem. Prosz¢ zatem Doktorantke o wyjasnienie tego stwierdzenia w czasie
publicznej obrony doktoratu.

Po przegladzie literatury 1 krotkim wprowadzeniu do rozdziatu ,,Wyniki 1 dyskusja”
Autorka wskazuje w oddzielnym podrozdziale gtowne cele badan, do osiagniecia ktorych
niezbedna jest realizacja kilku etapow. Poczawszy od dokonania wyboru modyfikacji kapu
I ogona poli(A) sprzyjajacych stabilizacji czasteczki mRNA, przez opracowanie nowych
metod syntezy modyfikowanych nukleotydow i przeprowadzenie syntez nowych analogéw
kapu 1 prekursorow poli(A), nastepnie oceng wtasciwosci analogdw kapu 1 syntezg¢ mRNA
zakonczonego nowymi analogami oraz ocen¢ wplywu modyfikacji na stabilno$¢ i poziom
translacji w systemie bezkomérkowym i komérkowym, skonczywszy na opracowaniu metody
wlaczenia modyfikowanych nukleotydow w obrebie  poli(A) i1 sprawdzeniu wpltywu
tych modyfikacji na stabilnos$¢ i poziom translacji mRNA.

W nastepnych podrozdziatach Autorka przedstawia wyniki badan realizowanych
w kazdym z etapow dyskutujac uzyskane dane. Kazdy etap zakonczony jest podsumowaniem.

Calos¢ tej czgsci zakonczona jest kolejnym podsumowaniem, w ktorym Autorka wskazuje
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ponownie skonstruowane przez Nig narzedzia molekularne o potencjalnej skutecznosci jako
substraty do syntezy mRNA o zwigkszonym potencjale translacyjnym, ktérych wtasciwos$ci
potwierdzono w odpowiednich badaniach biologicznych wybierajac zwiazki o najlepszych
wiasciwosciach.

Jestem pod wrazeniem wiclkosci tadunku naukowego zaprezentowanych
w pracy badan, logiki kolejnych krokéw badawczych, systematycznosci w dazeniu
do zrealizowania celu. Po raz pierwszy spotkatem si¢ z tak cato§ciowym charakterem badan.
W mojej ocenie praca znacznie przekracza zawarto$ciag wymagania stawiane rozprawom
doktorskim.

Trzecia czg$¢ rozprawy stanowi staranng prezentacj¢ wykorzystanych materialow
I zastosowanych metod. Jedyne czego zabraklo w tej czgséci, to informacja o biatku elF4E
uzytym w badaniach. Z jakiego organizmu pochodzito to biatko, na jakim zakresie stezen
wykonywano pomiary wygaszania jego fluorescencji oraz jakiego przyrzadu uzyto w tych
badaniach? Jest to szczegdlnie wazne ze wzgledu na bardzo duze warto$ci stalych
oddziatywania niektorych ze zsyntetyzowanych przez Autorke analogow kapu siegajacych
w kilku przypadkach wartosci rzedu prawie 10° M?, co wymagalo prowadzenia
eksperymentdw przy bardzo malych stezeniach zaréwno biatka jak 1 kapu. Trudno tez
zaakceptowaé enigmatyczny tytul podrozdziatu 111.6.14. (str. 215) — ,Inne”, czy tez tytut
podrozdziatu II1.7.11. (str. 223) — ,Elektroporacja RNA”, bo przeciez elektroporacja jest
wykorzystaniem pola elektrycznego do tworzenia kanatéw w strukturze btony komorkowej,
natomiast RNA moglo dzigki tym kanatom przedostac si¢ do wnetrza komorki.

Z obowigzku Recenzenta musze stwierdzi¢, ze pewna staboscig recenzowanej
rozprawy jest strona edycyjna. Autorka nie ustrzegla si¢ bltedow edytorskich, takich jak
sporadyczne bledy ortograficzne, gramatyczne, braku znakéw przestankowych, tzw.
literowek, czyli brakujacych Iub niewtasciwych pojedynczych liter w kilkudziesigciu stowach,
czy uzycia niewlasciwego nazewnictwa lub stownictwa. Kilka z nich wskazuje ponize;j,
a pozostale mniej istotne przekaze bezposrednio Autorce.

Na rysunku 7 (str. 35) w kodonie startowym i kodonach stop umieszczono tymine (T)
zamiast uracylu (U). Na rysunku 12 (str. 42) zostaly zamienione miejscami oznaczenia
regionéw 3> UTR z 5 UTR. W tabeli 8 (str. 102) i tabeli 9 (str.105) w dwodch ostatnich
wierszach Autorka umiescita niewtasciwe skroty nazw zwigzkow. W przedostatnim wierszu
jest m2”?CGppsppG D2, a powinno byé my”?°GpspppG D2. W wierszu ostatnim jest
m;”2OGppsppG D1D2mix, a powinno by¢ my"? °GpspppG D1D2mix. Na stronie 124

Autorka uzyta okreslenia ,,ekspotencjalnie”, a powinno by¢ ,,eksponencjalnie”. Na stronie 98
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(podobnie na str. 110) Autorka uzywa okreslenia ,,analogi ... poddano charakteryzacji”,
a przeciez chodzi o ich charakterystyke, a nie przygotowanie artysty do wystepu.

Chciatbym stwierdzi¢, ze wskazane drobne braki i niedociggni¢cia nie obnizaja
warto$ci merytorycznej rozprawy. Bezsporne sg osiggniecia Autorki ocenianej rozprawy,
do ktorych przede wszystkim zaliczam: opracowanie innowacyjnych metod syntez
nukleotydow modyfikowanych w tancuchu fosforanowym grupa tiofosforanowg
i bis(tiofosforanowg), opracowanie metody syntezy trinukleotydowych analogow kapu 0
i kapu 1, opracowanie syntezy modyfikowanych analogow ATP, potwierdzenie,
ze zsyntetyzowane zwigzki mozna wilaczy¢ do mRNA, ktore nastepnie ulega wydajnej
translacji in vitro znacznie wydajniejszej niz w przypadku niemodyfikowanego kapu
oraz zwienczenie wszystkich wskazanych osiggni¢¢ poprzez wykonanie badan translacji
w niedojrzatych ludzkich komoérkach dendrydycznych.

W celu realizacji tak szerokiego zakresu badan Autorka musiata opanowac bogaty
warsztat badawczy, umiejetnie taczgc mozliwosci chemii organicznej, biologii molekularnej,
metod biofizycznych, biochemicznych i biotechnologicznych. W tym miejscu pragne
zauwazy¢, jak istotna dla Doktorantki byta mozliwo§¢ prowadzenia badan w duzym,
interdyscyplinarnym zespole naukowym, bez ktérego realizacja tak ambitnego celu pracy
bytaby niemozliwa. Doktorantka mogla skorzysta¢c z wypracowanych w zespole metod
badawczych, §wietnego zaplecza aparaturowego, a przede wszystkim, dzigki zrealizowanym
przez nig syntezom chemicznym, miata do dyspozycji absolutnie unikalne na $wiecie analogi
5’-konca oraz 3’-konca MRNA. Co wazne, Autorka pracy potrafita, w mojej ocenie,
wlasciwie skorzystaé z potencjatu zespolu, w ktérym prowadzita badania. Na podkreslenie
zastuguje rowniez wykorzystanie przez Doktorantke $wietnie funkcjonujgcej wspolpracy
miedzynarodowej zespotu, co umozliwito wykonanie badan dotyczacych sprawdzenia
wptywu nowych analogéw kapu na wlasciwosci translacyjne mRNA w warunkach
komoérkowych. Jako model do badan wybrano ludzkie niedojrzale komorki dendrytyczne,
stanowigce miejsce docelowe dostarczania mRNA w immunoterapiach
przeciwnowotworowych.

Publikowanie wynikéw badan w trakcie realizacji ocenianej rozprawy przyniosto
Autorce znakomity dorobek naukowy w postaci czterech publikacji (sumaryczny IF wynosi
22,291) i dwoch publikacji konferencyjnych oraz siedmiu doniesieh na konferencjach
zagranicznych 1 krajowych, ktory prawdopodobnie zostanie jeszcze powigkszony, poniewaz

jeszcze nie wszystkie wyniki zostaty opublikowane.



Sumujac stwierdzam, Ze oceniana rozprawa doktorska, przygotowana pod opieka
dr. hab. Jacka Jemielitego, stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, jak roéwniez
wykazuje ogblng wiedze teoretyczng doktorantki i dowodzi umiej¢tnosci samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Autorka rozprawy spetnia zatem z duzg nadwyzkg wymagania
stawiane kandydatom do stopnia naukowego doktora zgodnie z ustawg z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. Nr 65, z po6zn. zm.). Wnosz¢ o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Autorki
do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczes$nie biorac pod uwage aktualno$¢ tematyki badan oraz osiggni¢cia naukowe
Autorki zawarte w ocenianej pracy, ktore moga znalezé potencjalne zastosowanie

w terapiach nowotworowych, wnosze¢ 0 wyrdznienie rozprawy mgr Malwiny Strenkowskiej.

Zbigniew Wieczorek



