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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Marceliny Bednarczyk
pt. ,,Wykorzystanie metod biofizycznych w poszukiwaniu i badaniu selektywnych inhibitorow
biatek odpowiedzialnych za degradacje struktury korica 5° mRNA” wykonanej w Zaktadzie
Biofizyki Instytutu Fizyki Doswiadczalnej Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego pod
kierunkiem prof. dr. hab. Jacka Jemielitego oraz dr. hab. Joanny Kowalskiej

Rola RNA w zastosowaniach terapeutycznych zyskata znaczng uwage w ostatnich latach, szczegélnie
z nadejsciem nowatorskich terapii opartych na RNA, ktére wykorzystujg unikalne wtasciwosci
czasteczek RNA. Kwas RNA odgrywa kluczowg role w réznych procesach biologicznych, w tym w
ekspresji gendw, regulacji i syntezie biatek. Potencjat terapeutyczny RNA jest szczegélnie widoczny
w rozwoju technologii interferencji RNA (RNAi), szczepionek mRNA oraz oligonukleotyddéw
antysensownych, ktére staty sie obiecujgcymi strategiami leczenia réznych choréb, w tym infekcji
wirusowych, zaburzen genetycznych i nowotwordéw. Jednym z kluczowych aspektéw biologii RNA,
ktéry ma implikacje dla zastosowan terapeutycznych, jest struktura i stabilno$é czasteczek RNA.
Struktura czapeczki 5' mRNA jest niezbedna dla jego stabilnosci, translacji i ogélnej funkcjonalnosci.
Ta struktura czapeczki chroni mRNA przed degradacjg przez egzonukleazy i jest niezbedna do
rekrutacji rybosoméw podczas translacji. Jednak niektére wirusy wyewoluowaty mechanizmy, aby
wykorzysta¢ komdrkowg maszynerie gospodarza, w tym enzymy, ktére degradujg 5' czapeczke
mRNA, niweczac w ten sposdb antywirusowg obrone gospodarza i promujac replikacje wirusa.
Inhibitory tych enzymow (degradujacych czapeczke 5’) stanowig potencjalng strategie
terapeutyczng, szczegdlnie w kontekscie nowych infekcji wirusowych. Celowanie w te wirusowe
enzymy za pomocg specyficznych inhibitorow moze stanowi¢ nowe podejscie do rozwoju terapii
antywirusowych. W ta niezwykle ciekawg tematyke badawczg wpisuje sie praca doktorska Pani mgr
Marceliny Bednarczyk, ktorg wykonata pod opieka wybitnych specjalistow tj. prof. Jacka Jemielitego
oraz dr hab. Joanny Kowalskiej.

Recenzowana rozprawa doktorska liczy 145 stron. Struktura pracy jest klasyczna,
charakterystyczna dla rozpraw naukowych z dziedziny nauk Scistych i przyrodniczych. Sktada sie z
gtownych rozdziatdw: Wprowadzenie, Przeglad literaturowy, Badania wtasne, Cel badan,
Podsumowanie, Czes$¢ eksperymentalna, oraz Bibliografia. Praca zawiera 174 odnosniki
literaturowe, z czego wiekszo$¢ pochodzi z ostatnich pieciu lat, co potwierdza aktualnos¢
przeprowadzonych badan. Rozprawa zostata napisana w jezyku polskim w sposéb poprawny i
zrozumiaty, a jej przygotowanie edytorskie jest na najwyiszym poziomie. Zauwazytam jedynie
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drobne niedociggniecia, gtdéwnie dotyczace niejednolitych wcie¢ akapitow. Pojedyncze btedy
odnoszg sie gtdwnie do zargonowych okreslen. Nalezy podkresli¢ wyjatkowa staranno$¢ edycyjna
pracy doktorskiej, co sprawito, ze czytatam jg z przyjemnoscia. Jako$¢ papieru wykorzystanego do
wydrukowania pracy réwniez zastuguje na uznanie, poniewaz rysunki i schematy sg bardzo wyrazne.
W pracy zamieszczono 59 rysunkéw, ktére doskonale obrazujg zasady dziatania testowanych
zwigzkow czy metod (np. FLINT) oraz obrazujg uzyskane wyniki badan. Na samym poczatku rozprawy
znajduje sie abstrakt graficzny przedstawiajgcy schematyczny plan realizacji pracy doktorskiej
Kandydatki. Tech schemat bardzo mi sie spodobat gdyz po jego krétkiej analizie wiedziatam czego
bedzie dotyczyta praca doktorska i w zasadzie mogtabym jej dalej nie czyta¢ (ale oczywiscie
przeczytatam). To wtasnie pokazato mi, ze w dobie przetadowania informacyjnego, gdzie czas na
przetwarzanie tresci jest ograniczony, wizualizacja staje sie kluczowym narzedziem w przekazywaniu
skomplikowanych idei. Nawet w dziedzinie nauki, gdzie tekst wydaje sie dominowa¢, to witasnie
przemyslana wizualizacja moze okazac¢ sie najskuteczniejszym sposobem na przyciggniecie i
zaangazowanie odbiorcy. Przyznaje, ze rysunki w recenzowanej pracy stanowity doskonaty przyktad
na to, jak efektywnie wykorzysta¢ moc wizualnego przekazu w nauce. Przemyslenia te sktonity mnie
do przygotowania rysunku ktéry, mam nadzieje, mowi wiecej niz tysigc stoéw i potwierdza site obrazu
(Rys. 1).

Rys. 1. Cykl zycia naukowego
Marceliny Bednarczyk — od
szkoty podstawowej i Sredniej
przez studia na Uniwersytecie
Warszawskim, oraz prace w
laboratorium. Schemat
pokazuje wspottworzenie
publikacji pod opieka Joanny i
Jacka, oraz pisanie pracy
doktorskiej oraz prezentacje
wynikéw  badan  podczas
publicznej obrony.

Podziekowania napisane przez panig Marceline Bednarczyk na poczatku pracy pokazujg
wdziecznosc¢ i uznanie dla oséb, ktdre przyczynity sie do jej sukcesu. Autorka podkreslita kluczowg
role promotoréw jako mentoréw oraz wktad wspdtpracownikdw w tworzenie pracy doktorskiej. To
wyraznie pokazuje, jak istotna jest wartos¢ pracy zespotowej w badaniach naukowych.
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W rozdziale pierwszym zatytutowanym ,Przeglad literaturowy” Doktorantka przedstawita
kluczowe zagadnienia zwigzane z kwasami nukleinowymi, koncentrujgc sie na ich rodzajach,
budowie i funkcjach. Szczegdélng uwage poswiecita oddziatywaniom miedzy zasadami kwasdéw
nukleinowych, ktére stanowig podstawe ich biologicznej aktywnosci. Nastepnie omdéwita mRNA jako
informacyjny kwas rybonukleinowy, szczegétowo analizujgc jego budowe oraz funkcje. Doktorantka
podkreslita znaczenie struktury korica 5" mRNA (kapu), opisujgc zaréwno proces jego biosyntezy, jak
i funkcje biologiczne, ktére sg kluczowe dla stabilnosci mRNA i efektywnosci translacji. Istotng
czescig tej czesci pracy jest szczegétowy opis mechanizmdéw degradacji mRNA. Doktorantka
przedstawita zarowno enzymy eukariotyczne, jak i wirusowe uczestniczgce w degradacji konca 5’
MRNA, a takze omowita Sciezki kontroli jakosci RNA, ktére eliminujg btednie zsyntetyzowane lub
uszkodzone czasteczki. W dalszej czesci pracy mgr Bednarczyk zaprezentowata terapeutyczne
zastosowania mRNA, wskazujac na jego potencjat w szczepionkach, terapii genetycznej oraz innych
nowatorskich rozwigzaniach medycznych. Ten rozdziat przeczytatam z najwiekszym
zainteresowaniem. Na zakonczenie Kandydatka szczegétowo opisata rowniez badanie oddziatywan
w uktadach biologicznych, ze szczegélnym uwzglednieniem oddziatywan biatko-ligand. Przedstawita
sposoby opisywania tych oddziatywan oraz metody ich badania, co ma istotne znaczenie dla
zrozumienia mechanizmow dziatania biatek oraz projektowania nowych zwigzkéw bioaktywnych.
Caty rozdziat $wiadczy o doskonatej znajomosci przez Doktorantke ,$wiata RNA,, przez co dostarcza
odpowiedniego zaplecza teoretycznego dla badan zaprezentowanych w dalszych czesciach pracy
doktorskiej. Opis jest napisany przystepnie, dzieki czemu czyta sie go z lekkoscig. Ogdlnie, musze
przyznaé, ze Doktorantka ma fatwos¢ pisania, co sprawia, ze cata praca jest bardzo przyjemna w
odbiorze i czyta sie jg z duzg swoboda.

Ogélnym celem pracy doktorskiej mgr Marceliny Bednarczyk bylo opracowanie nowej
metody monitorowania aktywnosci enzymow D9 i DCP2, zwigzanych z degradacja korica 5' mRNA
do identyfikacji nowych, selektywnych inhibitorow tego procesu. Cele szczegdétowe obejmowaty:
1. Opracowanie metody FLINT do badania aktywnosci enzymoéw degradujgcych. 2. Optymalizacje
warunkoéw i walidacje metody. 3. Przystosowanie metody do formatu wysokoprzepustowego (HTS).
4. Ewaluacje inhibitoréw poprzez wyznaczenie ICsp. 5. Potwierdzenie wynikéw inng metodg na
krétkim RNA. Wyznaczone cele pracy w mojej opinii byty bardzo ambitne i wymagaty od Doktorantki
zmudnych procesow optymalizacyjnych o czym szczegdtowo opisata w swojej pracy.

Rozdziat ,Badania wifasne” w rozprawie doktorskiej mgr Marceliny Bednarczyk jest
najwazniejszym i najwiekszym objetosciowo elementem pracy, w ktérym Doktorantka szczegétowo
przedstawita wyniki uzyskane dla dwdch biatek bedacych dla niej celem molekularnym tj. dla
wirusowego enzymu D9 oraz dla ludzkiego biatka dekapujgcego PNRC2-DCP1/DCP2 (w
uproszczonym modelu DCP2).

Pierwsza cze$¢ rozdziatu ,Badania wtasne” jest podzielona na kilka podrozdziatéw i
poswiecona jest badaniom nad wirusowym enzymem dekapujgcym D9 oraz opracowaniem metody
wysokoprzepustowej (FLINT) do badania jego inhibitoréw. Doktorantka na poczatku skupita sie na
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zastosowaniu sond fluorescencyjnych do monitorowania aktywnosci enzymu. W badaniach
zastosowata rozne kombinacje linkera i fluorofora, co pozwolito na uzyskanie sondy o wysokim
powinowactwie do enzymu D9. Wyniki pokazaty, ze sonda z pirenem jako znacznikiem
fluorescencyjnym miata najwiekszg zdolno$¢ do generowania sygnatu po hydrolizie, co potwierdza
efektywne oddziatywanie miedzy zasady azotowg a fluoroforem. W kolejnym podrozdziale
Doktorantka przeprowadzita szereg eksperymentow, ktére miaty na celu okreslenie wptywu réznych
czynnikdw na aktywnos¢ enzymu. W szczegdlnosci badata wptyw pH i stezenia kofaktordw, a takze
temperatury oraz stezenia substratu, co pozwolito na wybranie optymalnych warunkéw
zapewniajgcych stabilnos¢ i powtarzalnos¢ wynikéw. W dalszej czesci pracy Doktorantka wyznaczyta
parametry kinetyczne wg modelu Michaelisa-Menten, co umozliwito lepsze zrozumienie
mechanizmu dziatania enzymu D9 oraz okreslenie jego efektywnosci w kontekscie réznych stezen
substratu. Nastepnie Doktorantka przeprowadzita proces walidacji, ktéry obejmowat nie tylko
obliczenie parametru Z', ale takze analize powtarzalnosci wynikéw oraz ich doktadnosci, co jest
kluczowe dla metod HTS. Wysoka wartos¢ Z' potwierdzita skutecznos¢ metody w identyfikacji
inhibitorow biatka D9. Badania inhibitorowe dostarczyty cennych informacji na temat preferencji
strukturalnych enzymu D9 wzgledem inhibitorow. Analiza procesu hydrolizy pozwolita na
zidentyfikowanie zwigzkéw, ktére skutecznie hamujg aktywnos$é enzymu, co byto istotne dla
dalszych badan nad inhibitorami. Sg to zwigzki zawierajgce w swojej strukturze 7-metyloguahozye
oraz minimum trzy grupy fosforanowe w mostku. Doktorantka wykonujac wysokoprzepustowe
badania przesiewowe podkresdlita, ze badania te umozliwity szybkie przetestowanie duzej liczby
zwigzkdw, co jest kluczowe w procesie odkrywania nowych lekow. Udato jej sie zidentyfikowac trzy
najlepsze zwigzki. Zostaty one poddane dalszej analizie w celu okreslenia ich wartosci ICso, co jest
niezbedne do oceny ich potencjatu jako inhibitoréw. Na zakonczenie rozdziatu Doktorantka
zweryfikowata wczesniej uzyskane wyniki przy uzyciu niezaleznej metody badawczej i potwierdzita
skutecznos¢ zidentyfikowanych inhibitoréw metoda FLINT, a takze ich selektywnos¢ wzgledem
enzymu D9, co jest istotne dla dalszych badan nad ich zastosowaniem w terapii. Praca mgr Marceliny
Bednarczyk w petni zastuguje na uznanie za wniesienie istotnego wktadu w badania nad enzymem
D9 i jego inhibitorami. Po lekturze tej czesci pracy nasunety mi sie nastepujace pytania:
1. Jakie byly gtéwne ograniczenia w zastosowaniu znanych wysokoprzepustowych metod
badania enzymu D9 i ktére sktonity Doktorantke do opracowania nowej metody?
2. Jakie konkretne zastosowania praktyczne moga miec¢ zidentyfikowane inhibitory enzymu
D9 w kontekscie terapii wirusowych? Czy podlegty one procesowi ochrony wtasnosci
intelektualnej?
3. W jaki sposéb wyniki badan nad inhibitorami wptywajg na przyszte kierunki badan nad
enzymem D9?
Druga cze$é rozdziatu ,,Badania wiasne” rowniez zawiera kilka podrozdziatéw i dotyczy badan
nad kompleksem dekapujgcym PNRC2-DCP1/DCP2, ze szczegdlnym uwzglednieniem inhibitorow
enzymu DCP2. W pracy Doktorantka przedstawita wyniki badan, ktére obejmowaty optymalizacje
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sond fluorescencyjnych. W badaniach FLINT wybrata sonde fluorescencyjng, m7GTP-Py, ktdra
wykazata najwiekszy wzrost intensywnosci fluorescencji podczas hydrolizy przez DCP2, co uczynito
ja odpowiednig do dalszych badan inhibitorowych. Nastepnie Doktorantka opisata optymalne
warunki reakcji ktore zwiekszajg efektywnos¢ hydrolizy sondy fluorescencyjnej, w tym rezygnowata
z dodatkéw, ktére negatywnie wptywaty na sygnat fluorescencji. W kolejnym etapie wyznaczyta
parametry kinetyczne reakcji hydrolizy, takich jak stata Michaelisa-Mentena oraz szybkos$¢
maksymalna, co potwierdzito skutecznos¢ wybranych warunkéw eksperymentalnych. Nastepnie
Kandydatka zwalidowata metode i potwierdzita, ze zoptymalizowana metoda FLINT ma wysoka
powtarzalnos¢, z wartoscig parametru Z' réwng 0,75, co czyni jg odpowiednia do badan
przesiewowych. W kolejnym etapie Doktorantka zastosowata wysokoprzepustowe badania
przesiewowe komercyjnej biblioteki LPAC w ktérej znalazta nowe inhibitory DCP2, w tym suraminy
jako najsilniejszego inhibitora, z wartoscig 1Cso wynoszacg 0,014 uM. Na zakoriczenie uzyskane
wyniki zweryfikowata niezalezng metodg ktérg potwierdzita wiasciwosci inhibitorowe wybranych
zwigzkéw w niezaleznych badaniach, co wzmacnia jedynie wiarygodnos¢ wynikéw uzyskanych
metodg FLINT. Po przeczytaniu tej czesci pracy nasunety mi sie nastepujace pytania:

1. Czy badania nad inhibitorami bedg prowadzone w warunkach in vivo? Jakie sg implikacje

dla przysztych badan?

2. W jaki sposdb wyniki badan mogg wptynac na rozwdj nowych terapii celowanych w

choroby zwigzane z dysfunkcjg mRNA?

3. Jakie dodatkowe badania sg planowane w celu dalszej weryfikacji skutecznosci

zidentyfikowanych inhibitoréw?

4. Jakie sg potencjalne zastosowania kliniczne zidentyfikowanych inhibitorow DCP2?

5. Czy badania nad inhibitorami DCP2 mogg mie¢ wptyw na rozwaj terapii

przeciwnowotworowych?

6. Czy istnieje ryzyko niespecyficznego dziatania inhibitoréw DCP2?

W kolejnym rozdziale pracy doktorskiej, zatytutowany ,Podsumowanie” zawiera krétkie
zestawienie uzyskanych wynikdw pracy doktorskiej. W tym rozdziale Doktorantka opisata wszystkie
najwieksze wyzwania, z jakimi zmierzyta sie podczas realizacji pracy doktorskiej, w tym z procesami
optymalizacyjnymi. Mozna przypuszczaé, ze optymalizacja procedur, cho¢ brzmi elegancko, w
rzeczywistosci oznaczata najprawdopodobniej dtugotrwate, zmudne eksperymenty, ktdre moga
zniecheci¢ mtodego naukowca do dalszej pracy badawczej. Tym bardziej nalezy docenié¢ wytrwatosé
i konsekwencje Doktorantki, a takze wsparcie i zaangazowanie jej promotorow. W ostatnim
rozdziale pracy doktorskiej, zatytutowanym ,Czes¢ eksperymentalna”, Doktorantka opisata
stosowane przez siebie metody, protokoty i stosowane odczynniki i roztwory. Kazda z tych technik i
metod zostata prawidtowo opisana pod wzgledem jej zastosowania i sposobu przeprowadzania
eksperymentu.

Na zakoniczenie recenzji warto podkresli¢, ze pani mgr Marcelina Bednarczyk, swoje badania
realizowata w ramach prestizowego grantu TEAM, finansowanego przez FNP w ktérym petnita role
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wykonawcy projektu. Dorobek publikacyjny doktorantki obejmuje az osiem!!!l artykutéw
naukowych, w tym w renomowanych czasopismach takich jak ACS Chemical Biology (IF 4,63), Nucleic
Acids Research (IF 16,6), Journal of the American Chemical Society (IF 15,0), Journal of Organic
Chemistry (4,198), RSC Advances (IF 3,9), Analytical Chemistry (IF 8,0), czy Pharmaceutics (IF 4,9).
Doktorantka brata réwniez czynny udziat w licznych konferencjach naukowych, prezentujgc wyniki
swoich badan zaréwno w formie referatéw ustnych, jak i plakatéow. tacznie przedstawita swoje
wyniki na 13 konferencjach miedzynarodowych i krajowych, w tym na prestizowych wydarzeniach
takich jak EBSA. Ten imponujgcy dorobek naukowy $wiadczy o wybitnych osiggnieciach Doktorantki,
zaréowno w zakresie prowadzenia badan, jak i ich upowszechniania, co czyni jg, w mojej opinii
wyrozniajacg sie mtodg badaczka.

Uwazam, ze tematyka recenzowanej pracy doktorskiej mgr Marceliny Bednarczyk jest
niezwykle aktualna i istotna w obliczu zagrazajgcego ludzkosci problemu choréb wirusowych, co
stanowi jedno z najwiekszych przysztych wyzwan medycyny. Cze$¢ doswiadczalna pracy zostata
starannie zaplanowana, a wyniki zostaty juz opublikowane w czasopismie ACS Chem. Biol. (IF 4,63).
Doktorantka zaprezentowata solidny, innowacyjny i wartosciowy materiat badawczy, ktéry ma
potencjalnie szerokie zastosowanie w przysztych badaniach nad nowymi terapiami
przeciwwirusowymi. Warto zaznaczy¢, ze Doktorantka posiada doskonaty warsztat badawczy i
Swietnie postuguje sie technikami z zakresu biofizyki, biologii molekularnej i enzymologii.

Biorgc pod uwage powyzsze fakty, stwierdzam, ze przedtozona do oceny rozprawa spetnia
wszystkie ustawowe i zwyczajowe kryteria stawiane rozprawom doktorskim, zgodnie z
wymaganiami artykutu 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.
U. z 2022 r. poz. 574 z pdin. zm.). W zwigzku z tym wnosze do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Fizyczne Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie mgr Marceliny Bednarczyk do dalszych
etapow postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w
dyscyplinie nauki fizyczne.

Ponadto, majac na uwadze znaczacy wktad pracy Doktorantki w rozwdéj wiedzy na temat
nowoczesnych terapii przeciwwirusowych opartych na RNA, zwracam sie do Wysokiej Rady z
whnioskiem o wyrdznienie tej rozprawy. Wniosek o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr Marceliny
Bednarczyk uzasadniam opracowaniem przez nig i walidacjg wysokoprzepustowej metody FLINT do
badan potencjalnych inhibitoréw biatek dekapujgcych 5° koniec mRNA. Metoda ta, wraz z jej
zastosowaniem w konteks$cie narastajgcych obaw przed pojawieniem sie nowych choréb
pochodzenia wirusowego, wnosi istotny wkitad w jedno z przysztych wyzwan wspotczesnej
medycyny.
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