Recenzja rozprawy doktorskiej pt. , Modyfikowane nukleotydy jako narzgdzia do badania
biatek zaangazowanych w metabolizm kofica 5 mRNA” mgr. Mateusza Kozarskiego,
przygotowanej na Wydziale Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego

Rozprawa doktorska mgr. Mateusza Kozarskiego jest monografig opisujaca wyniki badar
umieszczonych wezeéniej przez Autora w trzech publikacjach i jednym manuskrypcie. Badania
dotyczyly tworzenia bibliotek inhibitoréw enzymu cN-1lIB biorgcego udziat w koficowych
etapach degradacji kofica 5° mRNA oraz syntezy nowych, trinukleotydowych analogow kapu
znajdujacego sie na koricu 5’ mRNA. Autor stworzyt cztery biblioteki selekcjonujgc za kazdym
razem czasteczki o najwyzszej statej réwnowagi tworzenia kompleksu z enzymem ci-111B. W
sumie zbadat ponad 60 inhibitoréw. Wybrane inhibitory przetworzone w drodze syntezy w
pronukleotydy, najprawdopodobniej moga przenikac przez bfone komorkowa do wngtrza.
komarki, stajac sie réwnoczesnie markerami enzymow in vivo. Autor wytworzyt takze inhibitor
4-SO2FBn7GMP kowalencyjnie wigzacy sie z enzymem, ktérego stafa trwatosci kompleksu
{~kilkudziesigt nM)} byla sto razy wieksza niz pozostatych inhibitoréw. Nie jest znany Autorowi
rozprawy, jak rowniez recenzentowi rozprawy, inhibitor o wigkszej statej trwatosci kompleksu.
z enzymem cN-111B. Wysoko oceniam zarédwno jakos¢ badan jak i ogrom wykonanej pracy
syntetycznej. Warto podkredli¢, ze pierwsze inhibitory enzymu cN-IIIB zostaty opracowane
przez mgr. Kozarskiego w roku 2017, czyli raptem sze$¢ lat temu. Sadze, ze w nastgpnych
latach moze sie okazad, ze otrzymane inhibitory unieczynniajgce funkcje degradacyjna tych
enzymow znajdg swoje zastosowanie w medycynie. W drugiej czesci pracy doktorskiej
kandydat do stopnia doktora réwniei wykazat sie mistrzostwem prowadzenia badan
naukowych. Jak wiemy mRNA pozbawione czapeczki na koricu 5 jest bardzo szybko
degradowane w komdrkach. Ten fakt powodowat, ze przez diugie lata mRNA nie bylo
rozwazane jako kandydat na szczepionke lub lek. Metody syntez biochemicznych pozwolity na

dotgczanie czapeczki do taricucha mRNA. Co wiece] w grupie biofizycznej na Uniwersytecie



Warszawskim rozpoczeto wiele lat temu prace nad modyfikacjami czapeczki mRNA, tak by
otrzymany konstrukt byt mniej podatny na degradacje. Te badania przyniosty Uniwersytetowi
Warszawskiemu najwiekszg komercjalizacje w historii, czyli licencjonowanie stabilnych
czasteczek mRNA ze zmodyfikowang czapeczka na koncu 5° mRNA dla firmy BioNTech,
péiniejszego partnera firmy Pfizer w opracowaniu szczepionki na COVID-19. Mgr. Kozarski
kontynuowat te badania modyfikujac czapeczke mRNA i sprawdzajac jaki jest wptyw tych
modyfikacji na translacje mRNA, czyli przepisanie sekwencji mRNA na sekwencje biatka.
Proces translacji byt badany in vitro jak réwniez w zywych komdérkach. W tej czedci badar do
modyfikacji czapeczki mRNA Autor stosowat reakcje typu ,click chemistry” wymyslong w 2001
‘roku przez dwukrotnego Nobliste w dziedzinie chemii Karla Barry Sharplessa. Za LClick
chemistry” przyznano Mu nagrode Nobla w 2022 roku. W pracy mgr. Kozarski zaproponowat
nowe éciezki syntezy zmodyfikowanych czapeczek mRNA i wykonat syntezy kilkunastu réznych
zakoriczert mRNA. Ogdlnie badania te mialy na celu stworzenie mRNA, ktdre z jednej strony
jest odporne na degradacje od strony czapeczki czyli korica 5° mRNA a réwnoczesnie
wykazujgce duze powinowactwo do biatka elFA4E, ktdre inicjuje translacje mRNA. Jesli mRNA
ze zmodyfikowanym kapem (czapeczka) réwnocze$nie wykazuje bardzo duig wydajnosc
translacji i nie ulega degradacji, to potencjalnie staje si¢ kandydatem na lek. Niewatpliwie
Autor wykonat istotny krok w tym kierunku. Szczegdtowe podsumowanie wynikéw doktoratu
znajduja sie na stronach 167-173. Na koniec tego krotkiego podsumowania zawartosci
rozprawy doktorskie] dodam dla porzadku, ze mgr. Kozarski musiat uzywac do charakterystyki
otrzymanych zwigzkéw chemicznych wielu metod, ktére bezpoérednio pochodzg z fizyki takich
'jak NMR, czy analiza ttumienia fluorescencji. Stad wynika, ze rozprawa doktorska zawiera w

sobie zaréwno elementy biochemii jak i biofizyki. Podsumowujac te czes¢ recenzji: bardzo



wysoko oceniam walory naukowe rozprawy doktorskiej mgr. Mateusza Kozarskiego.

Podziwiam ogrom pracy wlozonej w badania i przygotowanie 219-to stronnicowej rozprawy.

Publikacje Autora znalazly swoje miejsce w dobrych czasopismach z listy filadelfijskiej:
Bioorganic & medicinal chemistry, RSC Advances czy Pharmaceuticals. Mgr Koza-ski jest
pierwszym lub réwnowaznym pierwszemu autorem tych publikacji. Dzigki temu recenzent ma
pewnosé, ze to mgr Kozarski wykonat wiekszoéé pracy naukowej opisanej w doktoracia. Nowe
wyniki Autora zostaty juz sprawdzone przez co najmniej trzech redaktoréw, szedciu
recenzentdw, uczestnikéw dziewieciu miedzynarodowych konferencji naukowych, na ktérych
te wyniki byty przedstawiane, szescioro starszych stopniem kolezanek i kolegdw z grupy, oraz
Panig promotor dr.hab. Joanng Kowalskg i profesora Jacka Jemielitego Swiatowe] stawy
biochemikéw i biofizykéw specjalizujacych sie w modyfikacjach mRNA, twdrcow sukcesu
komercyjnego Uniwersytetu Warszawskiego. Dzieki temu praca recenzenta staje sig
formalnoscia, a uwaga recenzenta skupia sie bardziej na edukacyjnych walorach doktoratu,
przejrzystoéci przedstawienia nowych wynikéw naukowych oraz poprawnoscl jgzykowe]

rozprawy.

Z wyksztatcenia formalnego i sposobu rozumowania jestem fizykiem teoretykiem.
Recenzowatem ponad 100 rozpraw z fizyki, chemii i biologii. Logicznosc i spojnosé wywodow
przedstawionych w rozprawie stawia jg w 2-3 procentach recenzowanych przeze mnie prac.
Chapeau bas dla Autora. Praca zawiera bardzo matg liczbe btedéw (literéwek) np. stowo nie
dawno (w pracy ,do nie dawna”) pisze sie razem; w tej prac (powinno by¢ pracy), usunigci
(powinno by¢ usunieciu). Praca nie ustrzegta sie od stosowania slangu naukowego np.
okreélenie ,mikromolarny inhibitor” nawigzuje do statej trwatosci kompleksu inhibitora z

enzymem. W pracy analiza bledéw zostata potraktowana troche po macoszemu. Dia



przyktadu w podpisie do rys. 112 czytamy ,,Dane reprezentujq wartosc srednig + SD obliczong
dla dwdch powtdrzeri” (sicl). Wreszcie na stronie 154 pod wzorami 4,5 brak opisu wszystkich

zmiennych w réwnaniach i trzeba sie ich domyslaé.

Mam jedng wazng uwage merytoryczng. W pracy wystgpuje istotny parametr nazywany
Jwydajnoscig translacji”. Niestety nie jest nigdzie zdefiniowany i jest podawany w jednostkach
bezwymiarowych. Gdybym miat sam definiowa¢ wydajnosé translacji mRNA to bym podat
wielko$¢ w jednostkach 1/min, gdzie min. to minuta, zdefiniowang jako liczba biatek
wyprodukowana z jednego mRNA w czasie jedne] minuty. Alternatywnie podatbym liczbe
biatek wyprodukowanych z jednego mRNA w czasie zycia (od powstania do degradacji) tego
mRNA. Prosze Autora rozprawy, aby na obronie opowiedziat o wydajnosci translacji, podaf
definicje {wfasne i te literaturowe} tej wydajnosci oraz odpowiedziat na pytanie: Czy
wydajnoéé mRNA w komérce zalezy od metody transfekcji? W szczegdlnosci czy gdyby mRNA
byto nastrzykniete bezposrednio do komdrki lub podane w lipofektaminie, to czy

spodziewaliby$my sie réznic w wydajnosci translacji?

Podsumowujgc: rozprawa speinia wymagania stawiane rozprawom doktorskim.
‘Stawiam wniosek o dopuszczenie mgr. Mateusza Kozarskiego do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Autor rozprawy zaproponowat nowe $ciezki syntezy zakoriczen mRNA,
zsyntezowat ,najmocniejszy” {na $wiecie) inhibitor enzymu uczestniczgcego w koncowych
fazach degradacji kohca 5 mRNA. Stworzyt cztery biblioteki inhibitoréw i kilkanascie
zakonczerh mRNA, wytyczajac nowe kierunki badan biofizycznych mRNA. Jego 219-to
stronnicowa praca, co juz podkreslatem, jest napisana niezwykle przejrzyscie i ma ogromny
walor edukacyjny. Jlestem pewien, ze kolejne pokolenia biofizykéw Uniwersytetu

Warszawskiego bedg uczy¢ sie z tej rozprawy doktorskiej jak ze znakomitego podrecznika.



Dodam, ze ilo$¢ pracy w laboratorium potrzebnej do uzyskania wszystkich wynikow
naukowych zawartych w rozprawie oceniam grubo ponad przecietng w Polsce. Dlatego

wnosze o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr. Mateusza Kozarskiego.
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