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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Renaty Kasprzyk

z Centrum Nowych Technologii Uniwersytetu Warszawskiego

pt. ,,Metody badania biatek zwigzanych z metabolizmem konca 5’ mRNA oparte
na nukleotydowych sondach molekularnych”

Badania kwasow nukleinowych w aspekcie ich przydatnosci w nowych terapiach
leczniczych w ostatnim czasie jest mocno eksplorowane zaréwno w placéwkach
akademickich jak rowniez w przemysle. Dobitnym przyktadem uzytecznosci jest
zastosowanie w ostatnim czasie technologii mRNA do stworzenia szczepionki przeciw
COVID-19. Przedstawiona do recenzji praca doktorska magister Renaty Kasprzyk doskonale
wpisuje sie w ten nurt badawczy, w szczegolnosci w aspekcie badan nad zastosowaniem
interdyscyplinarnych metod badawczych w poszukiwaniu optymalnych molekut chemicznych.
Praca zostata wykonana pod opieka prof. dr hab. Jacka Jemielitego z Centrum Nowych
Technologii Uniwersytetu Warszawskiego, a takze w laboratorium prof. dr. hab. Andrzeja
Wysmotka z Zaktadu Fizyki Ciata Statego na Wydziale Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego.

Gtownym celem pracy Doktorantki byto opracowanie technologii otrzymywania oraz
zastosowania nukleotydowych narzedzi, ktére nastepnie mogtyby byé wykorzystane do
badania interakcji korfica 5 mRNA z wybranymi biatkami, kidre petnia wazng funkcje z
terapeutycznego punkiu widzenia. Taki wybdr tematyki badawczej w aspekcie coraz
liczniejszych doniesien literaturowych o kluczowej, acz dalej nie do korica zrozumiatej i
wyjasnionej roli tych biatek w rozwoju wielu choréb uwazam za jak najbardziej trafny i

uzasadniony.

Owocem pracy mgr Renaty Kasprzyk jest 10 publikacji naukowych w czasopismach o
zasiegu miedzynarodowym, z ktérych siedem (Chem. Eur. J., 2020; Bioorganic & Medicinal
Chemistry, 2020; Chem. Eur. J.; 2019; Molecules, 2019; Chem. Commun., 2018; Org.
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Biomol. Chem., 2018; Org. Biomol. Chem., 2016) dotyczy tematu rozprawy, a trzy prace sa
efektem wspdtpracy z realizacji innych projektéw. W trzech pracach z zakresu tematyki
doktoratu, mgr Renata Kasprzyk jest pierwszym autorem, co szczegdéinie podkresla jej wkiad
w prowadzone badania. Doktorantka wyniki swoich badan wielokrotnie prezentowata na
konferencjach migedzynarodowych i krajowych w postaci wystgpier ustnych lub posteréw.
Powyzszy dorobek naukowy oceniam bardzo wysoko i $miato moge stwierdzi¢, ze zaréwno
ilos¢ prac jak ich jako$¢ pozwala uzna¢ go za wybitny w aspekcie tak mtodego pracownika
naukowego.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Renaty Kasprzyk ma klasyczny
ukiad i liczy 267 stron. Wstep do pracy poprzedza wykaz skrotéw oraz zapiséw struktur
nukleotydowych, a takze jasno okreslony cel pracy. Wstep teoretyczny do pracy jest bardzo
obszernym materiatem, w ktérym Doktorantka na bardzo wysokim poziomie merytorycznym i
z wysokg doktadnoscig przedstawita znaczenie biologiczne kornca 5° mRNA, biatka zwigzane
z metabolizmem konica 5° mRNA, terapeutyczne zastosowanie analogéw kapu jak réwniez
narzedzia do oddziatywan biatko ligand. Zacytowana literatura pochodzi w wigkszosci z
oryginalnych prac, co $wiadczy o doskonatym rozeznaniu Doktorantki w literaturze tematu.
Sam wstep jest doskonatym kompendium wiedzy i pozwala na zrozumienie idei powstania
hipotezy badawczej, ktéra nastepnie byta eksplorowana w ramach pracy doktorskiej. Strona
edytorska rysunkéw jak réwniez opiséw jest na bardzo wysokim poziomie, a jedynym
mankamentem sg wystepujgce literéwki. Uwazam, iz tak doskonate i na tak wysokim
poziomie merytorycznym opracowanie jest doskonatym materiatem wyj$ciowym do napisania
pracy przeglgdowej, do czego Doktorantke gorgco zachecam.

W rozdziale Metodyka Badan, Doktorantka doktadnie wyjasnia podstawy
eksperymentalne metod uzytych w pézniejszych badaniach, a takze organizacje planu
badan. llos¢ zastosowanych metod badawczych oraz ich réznorodno$é $wiadczy o
doskonatym warsztacie eksperymentalnym i badawczym mgr Renaty Kasprzyk.

Najbardziej obszernym rozdziatem jest ten opisujgcy badania witasne. llosé
przeprowadzonych eksperymentéw oraz ich jakos¢ jest wrecz imponujgca. Wszystkie
eksperymenty sg przedstawione z niezwykig szczegétowoscig i bez problemu mogg byé
powtorzone przez niezaleznych eksperymentatoréw. Réwniez strona graficzna jak i
przedstawienie wynikéw badan na wykresach oraz rycinach w peini pozwala na peine
zrozumienie celdéw pracy. Kazdy z podrozdziatow jest zakoniczony podsumowaniem
otrzymanych wynikow oraz krytycznym spojrzeniem na sukcesy i ewentualne niepowodzenia
w badaniach. Jest to naprawde bardzo dojrzata i wywazona analiza wskazujgca na bardzo
duzy zasob wiedzy Doktorantki i doskonatg umiejetnos¢ planowania eksperymentow
badawczych. Doboér metod badawczych wskazuje, ze praca ma charakter wybitnie



interdyscyplinarny i fgczy ze sobg aspekty chemii, fizyki oraz biologii. Moje pytanie dotyczy
tutaj wniosku zamieszczonego na stronie 136 rozprawy, cytujgc ,Zaobserwowano takze, ze
IC50 m7GSppSpSG D2 jest nizsze w lizacie niz z rekombinowanym DcpS. Przypuszczalnie
jest to efektem nizszego stezenia DcpS w lizacie komérkowym, niz w metodzie z biatkiem
rekombinowanym.” Czy aby na pewno jest to kwestia stezenia? W tego typu badaniach
bardzo czesto obserwuje sie taki wynik i jednym z najbardziej prawdopodobnych
wyttumaczen jest inna aktywno$¢ enzymu w badaniach biochemicznych na
rekombinowanym enzymie, a inna w lizacie komdrkowym wynikajaca ze zmian
konformacyjnych biatka, a takze samego $rodowiska pomiaru. Bardzo bym prosit
Doktorantke o ustosunkowanie sie do tego pytania.

W rozdziale Dyskusja mgr Kasprzyk podsumowuje wszystkie wyniki swoich badan, a
takze wskazuje na dalsze mozliwe kierunki badawcze. Uwazam, iz wyniki pracy majg
wysoce nowatorski oraz oryginalny charakter i z pewnoscig znajdg liczne zastosowania w
badaniach, a ich szczegdlng przydatnosé widziatbym w poszukiwaniu nowych molekut o

potencjale do zastosowania w terapii.

Podsumowujac, za najwazniejsze odkrycia naukowe pracy doktorskiej magister Renaty

Kasprzyk uwazam:;

1. Wydajna synteza okoto 40 fluorescencyjnie znakowanych nukleotydéw (sond

molekularnych) i ich peina charakterystyka strukturalna.

2. |dentyfikacja nukleotydéw znakowanych pirenem (nazwanych PyFLINT), jako
jedynych, w ktérych oddziatywanie z biatkami prowadzito do zmiany intensywnosé

fluorescencji.

3. Otrzymanie trzech sond fluorescencyjnych do badania oddziatywania komplekséw
kap—elF4E i kap—DcpS (PyFLINT-B) oraz katalizowanej przez DcpS hydrolizy kapu
(PyFLINT—-HA) i udowodnienie, iz mogg by¢ uzywane w badaniach HTS i lizatach
komaorkowych.

4. Synteza sond do badania RNA kap N7—guanino metylotransferazy odpowiedzialnej
za selektywng metylacje Gppp—RNA i identyfikacja sondy pirenowej jako optymalnej
w dalszych badaniach.

5. Udowodnienie uzytecznosci metody PyFLINT-M na przyktadzie inhibicji trzech N7—
MTaz: ludzkiej RNMT-RAM, Ecm1 z E. cuniculi oraz VCE z wirusa Vaccinia.



6. Synteza | charakterystyka analogbw GTP  znakowanych BDP-FL i
karboksyfluoresceing i uzycie optymalnej molekuty do badan anizotropii fluorescenciji

miejsca wigzgcego GTP transglutaminazy Il.

7. Synteza, charakterystyka spektroskopowa i enzymatyczna dwuznakowanych sond
nukleotydowych, zawierajgcych pary znacznikéw tworzgce ekscymer, pare FRET lub
uktad fluorofor-wygaszacz, a nastepnie ich uzycie do badania aktywnosci
fosfodiesterazy PDE-| oraz enzymu dekapujacego DcpS.

8. Zaprojektowanie biosensora do oznaczania stezenia biatek specyficznie wigzgcych
kap.

Ostatni rozdziat pracy stanowi Czesé Eksperymentalna, w ktérej Doktorantka
precyzyjnie opisuje procedury eksperymentalne oraz analizy zwigzkow. Ich opis jest

catkowicie wystarczajgcy do powtérzenia przez niezaleznego badacza.

Reasumujac warto$¢ merytoryczng przedstawionej pracy doktorskiej mgr Renaty
Kasprzyk, mozna zdecydowanie stwierdzi¢, iz otrzymane wyniki majg znamiona odkrycia
naukowego, a przedstawiony w pracy materiat badawczy zostat juz opublikowany w licznych

recenzowanych czasopismach o zasiggu miedzynarodowym.

Pod wzgledem edytorskim i graficznym, praca doktorska mgr Renaty Kasprzyk
zostata przygotowana w niezwykle staranny sposob. Zdarzajg sie btedy interpunkcyjne czy
edytorskie, niemniej ich ilos¢ jest nieduza i nie ma wptywu na ogélng, bardzo wysokg ocene

pracy.

Podsumowujgc, przedstawiona rozprawa doktorska magister Renaty Kasprzyk z
Centrum Nowych Technologii Uniwersytetu Warszawskiego pod tytutem ,Metody badania
biatek zwigzanych z metabolizmem korca 5 mRNA oparte na nukleotydowych sondach
molekularnych” ma oryginalny oraz nowatorski charakter, a zawarte w niej wyniki badan
majg zdecydowanie cechy nowosci naukowej. Doktorantka w bardzo trafny sposéb wybrata
metody badawcze do swoich badan. Zamieszczone tutaj uwagi izastrzezenia nie majg
wptywu na mojg bardzo wysoka ocene pracy. Po catkowitej ocenie przedstawionej pracy z
catg pewnoscig stwierdzam, iz speinia ona wszystkie zwyczajowe i ustawowe wymagania
stawiane pracom doktorskim. Podkreslajgc bardzo wysoki poziom merytoryczny pracy,
doskonaty dorobek naukowy oraz duzy wplyw wynikéw na rozwoj dyscypliny wnosze o

wyrdznienie pracy odpowiednig nagroda.



Wnoszg wigc do wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu
Warszawskiego w Warszawie o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Renaty Kasprzyk do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z wyrazami szacunku

prof. dr hab.



