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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Jarmotowicz p.t.
»Small molecules interacting with Influenza virus RNA and SARS-CoV-2 RNA as
potential inhibitors of replication”

Rozprawa doktorska mgr Aleksandry Jarmotowicz zostata wykonana w Pracowni Genomiki Strukturalnej
RNA Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu, pod kierunkiem prof. dr hab.
Elzbiety Kierzek, w ramach projektu Interdyscyplinarne Studia Doktoranckie ,NanoBioTech”,
realizowanego wspdlnie przez zespoly z Politechniki Poznanskiej, Uniwersytetu Medycznego w
Poznaniu oraz Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN.

Przedmiotem rozprawy jest poszukiwanie niskoczgsteczkowych ligandéw hamujgcych namnazanie
wirusa grypy typu A (ang. Influenza A virus, IAV) i drugiego koronawirusa ciezkiego ostrego zespotu
oddechowego (ang. severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, SARS-CoV-2).. Tematyka zwigzana
z genomika strukturalng wirusow RNA od szeregu lat jest z powodzeniem rozwijana przez Promotorke
rozprawy, ktéra zainicjowata badania w tym obszarze badawczym; odkrywa wazne funkcjonalnie
motywy strukturalne wybranych wirusdw RNA i zmierza do opracowania efektywnych inhibitoréw cyklu
zyciowego tych wiruséw w oparciu o niskoczgsteczkowe zwigzki organiczne i terapeutyczne kwasy
nukleinowe. W dobie pandemii SARS-CoV-2 i efektywnych szczepionek przeciwwirusowych na bazie
RNA badania te wpisujg sie w nowoczesny trend wykorzystania czgsteczek RNA jako potencjalnych
celéw terapeutycznych ale tez jako potencjalnych lekéw.

W niniejszej recenzji przedstawiam ocene ogdlnej wiedzy teoretycznej Doktorantki w uprawianej
dyscyplinie naukowej, umiejetnosci prowadzenia badan naukowych oraz oryginalnosci rozwigzanego
problemu naukowego.

Rozprawa Doktorska napisana w jezyku angielskim, zawiera precyzyjnie opisany cel badan, streszczenie
(takze w jezyku polskim), wstep przedstawiajgcy aktualny stan wiedzy zwigzanej z tematyka rozprawy
(22 strony), opis wynikow badan wtasnych i ich dyskusje (73 strony), krotkie podsumowanie oraz czesé
eksperymentalng. Uzupetnieniem opisu jest lista tabel i rycin zawartych w rozprawie oraz spis literatury
liczacy 134 pozycje.

Ogdlng wiedze Doktorantki ocenitam zaréwno na podstawie literaturowego opracowania zagadnienia
przedmiotu, jak i dyskusji uzyskanych wynikéw w Swietle juz opublikowanych danych. We wstepie
teoretycznym Doktorantka krotko scharakteryzowata stan wiedzy na temat struktury i cyklu
replikacyjnego wirusa grypy typu A i koronawirusa SARS-CoV-2. Obydwa te wirusy zawierajg informacje
genetyczng kodowang w taricuchu RNA i ich replikacja zachodzi z udziatem polimerazy RNA zaleznej od
RNA. Charakteryzujg sie znaczng genetyczng zmiennoscig zwigzang z wystepowaniem mutacji i
reasortacji genetycznej prowadzacej do powstawania nowych podtypdéw, ktdre w sprzyjajgcych
warunkach mogg wywotaé pandemie. W ostatnich latach przyszto nam przezy¢ dwie takie pandemie,
spowodowane przez pojawienie sie wtasnie podtypu A wirusa grypy oznaczonego jako HIN1 (w roku
2009) i obecnie wirusa SARS-CoV-2 (od roku 2020). Dlatego w petni zrozumiate sg proby opracowania
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podejs¢ terapeutycznych do zahamowania replikacji wirusdw oraz zapobiegania Smiertelnym skutkom
powodowanych przez nie infekcji. Doktorantka w zwiezly sposéb omodwita strategie hamowania
namnazania obu wirusdw. Podejécia takie zwykle koncentrujg sie na blokowaniu interakcji pomiedzy
wirusowym biatkiem a komédrka gospodarza, jednakze na potrzeby niniejszej rozprawy Doktorantka
skupita sie na strategiach celowania w wirusowe RNA za pomocg wybranych grup inhibitoréw, gtéwnie
oligonukleotydéw antysensowych (ASO), krétkich interferujgcych RNA (siRNA) i tzw. peptydowych
kwaséw nukleinowych (ang. peptide nucleic acid, PNA). Wiele z cytowanych prac pochodzi z
macierzystego zespotu, a dotyczg one wykorzystania potencjatu terapeutycznych kwaséw nukleinowych
w rozpoznaniu specyficznych motywéw strukturalnych wirusowego RNA i blokowaniu wirusa w
procesie replikacji. Drugg wazng grupg lekdw celowanych w struktury kwasow nukleinowych (DNA i
RNA) s3 organiczne zwigzki niskoczgsteczkowe. Doktorantka w tej czesci rozprawy bardzo skrétowo
przypomniata zasady projektowania niskoczgsteczkowych lekéw i oméwita kilka przyktadéw zwigzkdw,
wyselekcjonowanych jako ligandy wybranych elementéw strukturalnych DNA i RNA, przy czym
podkreslita, ze mniejsze znaczenie w tym rozpoznaniu ma sama sekwencja czasteczek docelowych w
poréwnaniu do struktury przestrzennej motywéw kwaséw nukleinowych.

Do tej czesci rozprawy mam kilka uwag krytycznych, a mianowicie uwazam, ze Doktorantka zbyt
skrotowo, i przez to nie do konca poprawnie merytorycznie, omowita zasade dziatania terapii
antysensowej z zastosowaniem krotkich oligonukleotydéow DNA. Z cata pewnoscig oligonukleotydy
ASO nie , degradujg RNA” (strona 22, zdanie szoste i kolejne), a zaleznos¢ sekwencji ASO od sekwencji
(czego?) nie jest klarownie wyjasniona. Co wiecej, w tekscie brak wyjasnienia mechanizmu strategii
antysensowej poprzez aktywacje RNazy H; kiedy ta aktywacja nastepuje i czym sie rdéini
oligonukleotyd DNA od gapmeru, jaki to ma zwigzek z aktywacja enzymu. Kolejna moja uwaga
dotyczy informacji o funkcji modyfikowanych czgsteczek siRNA (strona 27, wiersz 7), a mianowicie
jaka bytfa intencja autorki przy uzyciu sformutowania ,selected siRNAs were tested with a diverse
number of modifications to improve siRNA inhibition”? By¢ moze jest to tylko btagd gramatyczny /
stylistyczny i chodzito o wyrazenie ,to improve siRNA inhibition properties”. Prosze o wyjasnienie.
Warto tez zwrdci¢c uwage na kolejne zdanie, méwigce o tym, ze ,2'-fluoro and triphosphate
modifications showed the highest antiviral activity [56].” Prosze o sprostowanie tego stwierdzenia,
bo prawdopodobnie chodzi tutaj o tiofosforanowe (a nie trifosforanowe) modyfikacje siRNA, co jest
opisane w pracy wywodzacej sie z macierzystego zespotu Doktorantki. Uwagi te nie dyskredytuja
wiedzy Doktorantki, natomiast s3 wskazéwka o potrzebie stosowania precyzyjnego jezyka w
tekstach naukowych.

Przechodzac do omdwienia wartosci merytorycznej rozprawy pragne podkresli¢, ze cel pracy zostat
precyzyjnie sformutowany i dotyczyt identyfikacji zwigzkéw organicznych, ktdére wykazujg wysokie
powinowactwo do wirusowego RNA i mogg hamowac propagacje wirusa grypy typu A lub wirusa SARS-
CoV-2. W pracy zastosowano panel kilku metod badawczych, tzw. mokrych, w tym badanie
przesiewowe o wysokiej przepustowosci (tzw. high throughput screening, HTS) ligandéw wigzgcych RNA
i badania replikacji wirusa w systemie komdrkowym w obecnosci wyselekcjonowanych ligandéw. Uzyto
rowniez metody bioinformatyczne, w tym dynamike molekularng motywdéw strukturalnych RNA i
molekularne dokowanie wyselekcjonowanych ligandéw do wybranych fragmentéw RNA.

W pierwszych etapie badan zastosowano skrining zwigzkéw dostepnych w dwéch komercyjnych
bibliotekach, Lopac i Enamine, w stosunku do konserwatywnych motywéw strukturalnych
zidentyfikowanych w wirusowych RNA. Dla RNA wirusa IAV przetestowano 5, a dla SARS-Cov-2 7
motywow strukturalnych. Zastosowano tutaj wariant metody oparty na tzw. tescie wyparcia wskaznika
fluorescencyjnego, polegajacy na wykorzystaniu fluorescencyjnego wskaznika (jodku TO-PRO-1), silnie
wigzgcego sie do RNA, a nastepnie podaniu indywidualnego sktadnika biblioteki. Dla zwigzkéw
stanowigcych ligandy RNA obserwowano wyparcie barwnika fluorescencyjnego i zmiane intensywnosci
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fluorescencji badanej préobki. W pierwszym etapie wyznaczono wartosci ECsp dla 12 motywéow
strukturalnych RNA, a finalnie wyselekcjonowano 9 takich motywéw (M1V, M4, U1, N1, H-M1, H-M2, H-
N1, 3U i U2, wymienionych w Tabeli 5), dla ktérych udato sie opracowad test HTS.

Mam tutaj kilka uwag krytycznych odnosnie przygotowania tego testu. Po pierwsze, w pracy zabrakto
mi dokumentacji potwierdzajacej strukture zsyntezowanych oligonukleotydéw RNA, oraz ich
termodynamicznej charakterystyki fatdowania, a wiec uzyskania wtasciwej i stabilnej struktury
drugorzedowej dla kazdego RNA. Jest to szczegdlnie waine, zwtaszcza ze w kilku przypadkach, w celu
zwiekszenia stabilnosci struktury danego motywu, do RNA wprowadzono dodatkowe pary G-C. Po
drugie, jakie byly przestanki do stosowania inkubacji RNA w temp. 65°C, a nie wyiszej?
Ustrukturalizowana diuga czasteczka RNA rozplata sie w temperaturze powyziej 80 °C, zas
odtwarzanie struktury nastepuje w nizszych temperaturach, optymalnie w temperaturze 65 °C. |
jeszcze jedno pytanie, wedtug jakiej zaleznosci obliczono wartosci ECso dla wybranych motywoéw
RNA?

W kolejnym etapie testu wyparcia dla kazdego sktadnika biblioteki wyznaczono wartos$¢ 1Csp, a wiec
wartos¢ stezenia liganda, przy ktorym sygnat fluorescencji prébki RNA/barwnik zmniejszat sie o potowe.
| tak, wykorzystujgc 1280 bioaktywnych zwigzkdw biblioteki Lopac, wyselekcjonowano finalnie 14
zwigzkow wigzacych sie do czterech motywoéw strukturalnych RNA — dwéch wirusa grypy (M1V i M4)
oraz dwodch (N1 i U1) wirusa SARS-CoV-2. Wykazano, ze tylko trzy zwigzki (Table 8) stanowig selektywne
ligandy motywu M1V, dwa motywu M4 (Table 9) i trzy motywu N1 (Table 10), natomiast zaden z
wyselekcjonowanych ligandéw nie byt selektywny dla motywu U1l. Wartosci ICso plasowaty sie na
poziomie stezen mikromolowych, a wiec stosunkowo wysokich w kontekscie potencjalnych zastosowan
terapeutycznych. Interesujgcym wynikiem byto wyselekcjonowanie zwigzku M6545, ktory wykazywat
silne powinowactwo do wszystkich badanych motywdéw strukturalnych RNA. W tej czesci rozprawy
mam dwie drobne uwagi krytyczne, a mianowicie, czy nie zreczniej bytoby nazwaé¢ wykresy dla
wyznaczania wartosci ICso jako Ryciny (Figure), a nie Tabele (Table 8-10)? Takie rozwigzanie wybrano
np. w Figurze 13, ale generalnie czes¢ zestawionych wynikéw powinna by¢ zebrana w rycinach a nie w
tabelach. Poza tym w Tabeli 8 pomylony jest symboli liganda (drugi raz uzyto nr B1686 zamiast
D3768).

W tescie HTS z wykorzystaniem liczgcej 8960 bioaktywnych zwigzkéw biblioteki Enamine
wyselekcjonowano 21 ligandéw (Table 11) efektywnie wigzgcych sie do o$miu motywow strukturalnych
RNA — jednego wirusa grypy (M1V) i siedmiu wirusa SARS-Cov-2 (U1,N1,H-M1, H-M2, H-N1, 3U i U2), z
wartosciami ICsp w zakresie mikromolowym (Table 12). Doktorantka wyrdznita motywy RNA wigzgce
selektywnie pojedyncze ligandy (np. 3U, H-M2, H-N1 czy N1), oraz motywy wigzace po kilka ligandéw
(np. H-M2 czy H-N1). W zasadzie, mozna uzna¢, ze sytuacja, w ktérej jeden ligand wigze sie do kilku
motywow RNA, tak ja w przypadku zwigzku Z1272208728 (wigze sie do H-M1, H-M2 i U1) czy
7134817028 (wigze sie do H-M1, H-M2 i H-N1) jest bardzo korzystna w kontekscie potencjalnych
zastosowan terapeutycznych, gdyz generalnie daje wiekszg mozliwos¢ zwigzania sie tego liganda z
wirusowym RNA.

Oczywiscie, otrzymane w tej czesci wyniki powinny zosta¢ przeanalizowane na gruncie wiedzy
teoretycznej i sprawdzone praktycznie, co faktycznie miato miejsce w kolejnych etapach rozprawy
doktorskiej. | tak, wykorzystujgc metode dynamiki molekularnej przeprowadzono charakterystyke
struktury trzeciorzedowej wybranych motywoéw strukturalnych vRNA SARS-CoV-2, a otrzymane modele
3D wykorzystano do dokowania molekularnego wyselekcjonowanych wczesniej liganddw.
Wygenerowane zostaty motywy wirusowego RNA SARS-CoV-2 uzyte wcze$niej w badania HTS, takie jak:
U1, N1, H-M1, H-M2, H-N1, 3U i 3U (Tabela 3). W przypadku motywu N1 uwzgledniono dwie struktury —
N1la i N1b, ktére charakteryzujg sie podobng stabilnoscia w symulowanym systemie dynamiki
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molekularnej i podobng stabilnoscig termodynamiczng. Otrzymane struktury motywow RNA dla wirusa
IAV i SARS-CoV-2 poddano analizie grupowania wedtug algorytmu k-$Srednich. W trakcie analizy
wybrano 5 klatek (clusters) z symulacji pokazanych w Tabeli 15 i wyznaczono parametry grupowania,
Poszczegdlne klatki, po odpowiednim przygotowaniu, postuzyty jako modele receptoréw w dokowaniu
molekularnym wczesniej wyselekcjonowanych ligandéw. Badanie za pomocg oprogramowania
AutoDock Vina 1.1.2. pozwolito przewidzie¢ interakcje pomiedzy receptorem i ligandem, w tym
pozycjonowanie obu czgsteczek wzgledem siebie, mozliwe wigzania wodorowe i odlegtosci miedzy
atomami.. Znakomitg czes¢ rozprawy stanowia wizualizacje poszczegdlnych motywdéw RNA z ligandami
z obu testowanych bibliotek i zestawienia zmian energii swobodnej Gibbsa dla powstawania
komplekséw poszczegdlnych liganddw wigzacych sie do poszczegdlnych klastrow tego samego motywu
RNA. Najwazniejszym wnioskiem z analiz in silico dla wszystkich komplekséw docelowych vRNA jest
wykazanie powinowactwa pomiedzy wyselekcjonowanymi w metodzie HTS ligandami a badanymi
motywami strukturalnymi RNA.

Finalnie, Doktorantka poprawnie sprawdzita aktywnosé wyselekcjonowanych w tescie HTS liganddéw
(dla obu bibliotek) w systemie komoérkowym. Do tego celu uzyta komercyjnie dostepnych komérek
nabtonkowych MDCK (ang. Madin-Darby Canine Kidney) pozyskiwanych z moczowodu psow,
powszechnie wykorzystywanych w badaniach wirusologicznych. W pierwszym etapie, za pomocg testu
fluorescencyjnego zidentyfikowata ligandy cytotoksyczne dla badanych komédrek (6 zwigzkéw z
biblioteki Lopec i 14 z biblioteki Enamine). Pozostate, odpowiednio, 8 i 7 zwigzkdw, , przetestowata w
kontekscie ich aktywnosci inhibitorowej w stosunku do wirusowego RNA w komérkach zainfekowanych
szczepem wirusa grypy typu A/California/04/2009 (H1N1). Wykorzystata tutaj immunofluorescencyjny
test tworzenia ogniska (IFA) i metode RT-gPCR. Test IFA pomaga wykluczy¢ nieaktywne i niezdolne do
infekowania wiriony z iloSciowej analizy wirusa. Wykazata, ze wszystkie testowane zwigzki hamujg
namnazanie wirusa, a w konsekwencji spadek miana wirusa. Wyniki te potwierdzita analizujgc ilos¢ kopii
wirusa |IAV, za pomocg metody RT-gPCR. Otrzymane wyniki w sposdb oczywisty potwierdzity, ze cztery
zwigzki z biblioteki Lopac oraz trzy z Enamine hamowaty namnazanie wirusa grypy IAV w znacznym
stopniu. Warto zauwazy¢, ze w badaniach tych udato sie zidentyfikowaé kilka nowych zwigzkéw
hamujacych propagacje wirusa grypy, zwigzkdéw, ktére stanowia grupe kandydatéw do dalszych badan
jako potencjalne leki przeciwwirusowe.

Dla wszystkich badan Doktorantka przeprowadzita wystarczajgcy ilos¢ powtdrzen i wyznaczyta
statystyczng znamiennos$¢é otrzymanych wynikow. Niektore wyniki z testu IFA zostaty potwierdzone za
pomocg mikroskopowej wizualizacji fluorescencyjnej komdrek MDCK zakazonych wirusem grypy.

Pragne podkresli¢, ze oceniana praca doktorska ma wybitnie interdyscyplinarny charakter. Dotyczy
zaréwno chemii medycznej, biologii molekularnej w szczegdlnosci biologii RNA, jak i wirusologii oraz
obliczen teoretycznych. Dlatego zrozumiate jest, ze Doktorantka w realizacji poszczegdlnych zadan
skorzystata z profesjonalnej pomocy kilku innych Zespotdw. Gtéwnie chodzi tu o wspétprace z Zaktadem
Chemii Strukturalnej i Biologii Kwaséw Nukleinowych IBCH PAN w zakresie syntezy oligonukleotyddéw
RNA, wspotprace z Pracownig Analiz Molekularnych (dr M. Otrocka) oraz Pracownig Wysokowydajnych
Badan Przesiewowych (dr R. Pilarski) IChB PAN, a takze badan bioinformatycznych przeprowadzonych
we wspotpracy z Laboratorium Maszyn Biomolekularnych (prof. Joanna Trylska), Centrum Nowych
Technologii Uniwersytetu Warszawskiego. Korzystnie, w zespole tym Doktorantka odbyta staz naukowy,
aczkolwiek nie podano jak dtugi. Bylabym zobowigzana za sprecyzowanie, w jakim zakresie
przebiegaly te wspotprace, czy daty Doktorantce mozliwos¢ samodzielnego wykonania
poszczegdlnych badan.

W czesci koricowej rozdziatu Wyniki i Dyskusja oraz w Podsumowaniu rozprawy przeprowadzono krotka
dyskusje na temat otrzymanych wynikéw, podkreslajgc fakt, ze przeprowadzone eksperymenty
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potwierdzity przeciwwirusowe wtasciwosci ligandow wyselekcjonowanych w tescie HTS, w stosunku do
wirusow grypy, bo tylko ten test mdgt zostaé przeprowadzony na komodrkach zainfekowanych wirusem.
Otrzymane wyniki byty zgodne z oczekiwanymi, aczkolwiek efekt biologiczny jest zalezny od dostepnosci
motywu RNA i jego rzeczywistego znaczenia w cyklu replikacji wirusa. Wykazano, ze niektdre z
wyselekcjonowanych aktywnych zwigzkéw przeciwwirusowych sg czynnymi farmakologicznie lekami.

Ta czes$¢ rozprawy, prezentujgca wyniki i ich dyskusje, napisana zostata klarownie, starannie i w sposdb
logiczny. Pokazano strategie wyboru podejs¢ eksperymentalnych mokrych i obliczeniowych. Czesé
eksperymentalna zawierajgca spis zastosowanych materiatdw i opisy metod zostata opracowana
starannie i przejrzyscie. Jednakze w niektdrych opisach nie podano danych koniecznych np. przy prébie
powtdrzenia badan. | tak np. wspomniany wczesniej brak charakterystyki otrzymanych i uzytych do
badan ilosci RNA, brak informacji czy w tescie HTS uzyto bufor z jonami magnezu, jesli tak to w jakim
stezeniu, jesli nie to dlaczego. Jaka role petnit uzyty w niskim stezeniu preparat BSA (surowiczej
albuminy wotowej). Inne uwagi odnosnie charakterystyki termodynamicznej RNA umiescitam we
wczesniejszej czesci recenzji.

Wszystkie przytoczone powyzej uwagi krytyczne nie powinny byé postrzegane jako elementy
kwestionujgce wiedze Doktorantki i jej osiggniecia, nie wptywajg one negatywnie na merytoryczng
ocene rozprawy, a sg raczej wskazéwka dla mtodej uczonej jak unika¢ niedociggnieé przy redagowaniu
tekstéw naukowych.

Whiosek korncowy

Podsumowujac, pragne stwierdzi¢, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska dotyczy
nowoczesnych badan w zakresie ogdlnie ujetej chemii medycznej w zakresie wirusologii, odnoszacej sie
do identyfikacji zwigzkéw wigzacych sie specyficznie do konserwatywnych struktur wirusowego RNA,
jako podejscia do opracowania nowych lekéw przeciwwirusowych. Doktorantka wykazata sie wiedzg w
zakresie biologii RNA, biologii molekularnej i wirusologii oraz obliczen teoretycznych. Profesjonalnie
przeprowadzita powierzone jej zadania badawcze. Wykazata sie umiejetnoscia prowadzenia
interdyscyplinarnych badan naukowych. Rozwigzata oryginalny problem naukowy, a mianowicie
metodami przesiewowymi zidentyfikowata serie ligandow wigzgcych sie do wirusowych RNA i
przeanalizowata wtasciwosci tych liganddw metodami bioinformatycznymi oraz metodami biologii
molekularnej w systemie komdrkowym. Uwazam, ze wyniki tych badan powinny jak najszybciej znalez¢
sie w domenie publicznej, ewentualnie po uprzednim opatentowaniu.

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w Ustawie z
dnia 20 lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.),
Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz.U. 2 2018 r. poz. 1669 ze zm.) oraz w Sposobie postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w
Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwata Rady Naukowej ICHB PAN nr
128/2022/Internet z dnia 24 pazdziernika 2022 r.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr Aleksandry Jarmotowicz do dalszych etapdw postepowania o
nadanie stopnia doktora.
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