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Praca doktorska Pani mgr Aleksandry Jarmotowicz zostata wykonana pod opieka Pani
prof. dr hab. Elzbiety Kierzek w Zakladzie Genomiki Strukturalnej RNA Instytutu
Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu. Temat rozprawy
doktorskiej, ktora zostata przygotowana w jezyku angielskim, jest zwigzany z gldéwnym
nurtem badan pracowni Pani promotor, jakim jest poznanie struktury genomowych RNA
wirusow oraz zaprojektowanie czasteczek, ktore poprzez oddzialywanie z wirusowym
RNA moga zahamowaé cykl replikacyjny wirusa. W swojej pracy Doktorantka
zastosowala wysokoprzepustowa analize¢ wigzania niskoczasteczkowych ligandéw do
motywow struktury RNA wirusa grypy typu A oraz koronawirusa SARS-CoV2,
symulacje dokowania ligandéow do tych motywoéw RNA, oraz analize inhibicji replikacji
wirusa grypy typu A w liniach komdrkowych, po to aby wskaza¢ czgsteczki mogace

wigza¢ RNA wirusa i hamowac¢ jego namnazanie.

We wstepie literaturowym Doktorantka przedstawita najwazniejsze cechy
budowy genomowych RNA wirusa grypy typu A oraz koronawirusa SARS-CoV2, a
takze omodwila ich cykle replikacyjne. Omowila takze wyniki dotychczasowych badan
dotyczacych poszukiwania czasteczek hamujacych namnazanie tych wirusow poprzez
wigzanie si¢ z ich RNA. Najwigksza cze$¢ omowionych badan stanowig wyniki
dotyczace czasteczek wigzacych si¢ z wirusowym RNA na zasadzie komplementarnosci,
podzielone przez Doktorantke na antysensowe oligonukleotydy, siRNA oraz PNA, w tym
wyniki uzyskane przez macierzysty zespot Doktorantki. Ponadto Doktorantka omowita
wyniki badan dotyczacych poszukiwania matoczasteczkowych ligandéw wigzacych si¢ z
RNA, ktére moglyby hamowa¢ namnazanie tych wiruséw. Wprowadzenie literaturowe

dobrze uzasadnia podjecie badan przedstawionych w niniejszej rozprawie oraz nakresla
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kontekst aktualnego stanu wiedzy w tej dziedzinie. Brakowato mi jednak lepszego

wyjasnienia wnioskéw uzyskanych z dotychczas przeprowadzonych badan. Na przyktad
czy skuteczno$¢ badanych inhibitorow zalezatla od wybranego motywu strukturalnego,
albo od rodzaju czasteczki (ASO, PNA, drobnoczasteczkowy ligand), ktorej wlasciwosci
inhibicyjne testowano? Czym byl podyktowany wybdér jako cel inhibicji w
dotychczasowych badaniach okreslonych motywdéw strukturalnych, np. M121 lub s2m?
Wiegkszo$¢ omoéwienia dotyczy oligomeréw wiazacych sie¢ do RNA na zasadzie
komplementarnosci, a mniejsza cze$¢ drobnoczasteczkowych ligandow, ktore sa
glownym tematem pracy. Jednym 2z biologicznych przykladow wigzania si¢
drobnoczasteczkowych ligandow do RNA o okreslonej strukturze przestrzennej sa
czasteczki wigzace si¢ do ryboprzetgcznikow. Czy na przykladzie znanych struktur
ryboprzetacznikow w kompleksie z ligandem mozna okresli¢ ogdélne wymagania jakie
musialby spelnia¢ drobnoczasteczkowy ligand wigzacy si¢ specyficznie do RNA, oraz
jakie cechy musialby mie¢ motyw strukturalny RNA bedacy jego receptorem?
Oczywiscie znane sg takze struktury innych drobnoczasteczkowych ligandow wiazacych
RNA, np. antybiotykdw zwigzanych z rRNA. Wydaje mi si¢, ze krotka dyskusja tego
tematu moglaby by¢ przydatna dla wyjasnienia czytelnikowi w jaki sposob
drobnoczasteczkowe ligandy moga by¢ specyficznie wigzane przez czasteczki RNA.

W pierwszej czgsci pracy Doktorantka zastosowata wysokoprzepustowa analize
wigzania ligandow z dwoch bibliotek do krotkich czasteczek RNA (o dlugosci do ok. 40
nt) odpowiadajacych motywom strukturalnym pochodzacym z RNA wirusa grypy typu A
oraz z wirusa SARS-CoV2. Doktorantka wyjasnita ich wlasciwosci oraz funkcje
biologiczne, ktore uzasadnily ich wybor do badan. Wigkszos$¢ z tych motywow to spinki
z zaburzeniami regularnej struktury, takimi jak wybrzuszenia lub petle wewnetrzne. Do
niektérych motywdéw dodano po dwie pary G-C lub C-G dla ich ustabilizowania, jednak
lokalizacja tych mutacji (zapewne na koncach czasteczki) nie jest zaznaczona na
rysunkach. Wigzanie badano metoda oparta o obserwacje¢ zmian fluorescencji w miarg
wypierania przez badany ligand fluorescencyjnej czasteczki wskaznikowej zwigzanej z
RNA. Zabraklo mi wyjasnienia dlaczego do badan wybrano biblioteki Lopac i Enamine.
Jakie wlasciwosci tych bibliotek zdecydowaly o ich wyborze? W swoich badaniach
Doktorantka najpierw wykonata wstepng analiz¢ wigzania wszystkich czasteczek, a
nastepnie te, ktore wykazywaly najwigkszg zmiang fluorescencji wybrata do dokladnej
analizy polegajacej na pomiarze kompetycji z fluorescencyjnym wskaznikiem w serii

stezen badanego inhibitora dla okreslenia wartosci IC50. Z opisu w dziale ,,High
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throughput screening” domyslam sie, ze wstepna analiza (w tekscie wynikow okreslona

jako ,,primary screening”) byla wykonana w jednym stezeniu liganda. Czy rzeczywiscie
bylo to st¢zenie ostateczne 10 mM, jak podano na stronie 128? Poprositbym takze o
wyjasnienie jaki zakres wartosci IC50 mozna zmierzy¢ przy pomocy tej metody, w
warunkach wybranych przez Doktorantke, i czy mozna oszacowaé zakres wartosci IC50
dla tych czasteczek, dla ktorych te wartosci nie zostaly podane w tabelach (np. jako
»wyzsze niz”)? Czy Doktorantka w trakcie obrony mogtaby przedyskutowaé jakie jej
zdaniem wiasciwosci ligandow decydowaly o silnym wigzaniu do badanych czasteczek
RNA? Na przyktad M6545 ma wartos¢ IC50 ok. 1 uM dla wszystkich czterech badanych
RNA, a SML2238 ok. 50 uM dla jednej z czterech czasteczek.

Badania przy pomocy symulacji komputerowej struktur oraz dokowania ligandow
do uzyskanych struktur przestrzennych pozwolily Doktorantce na wizualizacje tego w
jaki sposob hipotetycznie badane ligandy mogltyby wigza¢ sie z analizowanymi
czasteczkami RNA. Czy w czasie obrony Doktorantka mogtaby zaproponowaé
eksperymenty, ktére moglyby sprawdzié, czy rzeczywiste wigzanie ligandow w tych
czasteczkach jest podobne do przewidywanego? Czy mutacje przewidywanych miejsc
kontaktow pomiedzy ligandem a RNA mogtyby postuzy¢ do takiej analizy?

Czasteczki wyselekcjonowanych ligandow zostaly przez Doktorantke takze
zbadane z punktu widzenia ich zdolnosci do hamowania cyklu replikacyjnego wirusa
grypy typu A. Poprositbym Doktorantk¢ o wyjasnienie, czy istnieje korelacja pomiedzy
wartoscig IC50 w wigzaniu RNA a skutecznoscig badanych ligandéw jako inhibitorow
cyklu replikacyjnego? W trakcie obrony poprositbym Doktorantke takze o
zaproponowanie przy pomocy jakich eksperymentéw mogtaby sprawdzi¢, czy
hamowanie namnazania wirusa przez badane ligandy wynika z ich wigzania si¢ do
badanych elementow RNA?

Praca doktorska zawiera polaczony rozdziat Wyniki i Dyskusja. Jednak jest to
rozdzial opisujacy prawie wylacznie wyniki. Niewielka cze$¢ dyskusji znajduje sie np. na
stronie 92 w odniesieniu do poréwnania dokowania czasteczki referencyjnej do motywu
RNA w badaniach Doktorantki i w literaturze. Doktorantka wnioskuje, ze wigzanie byto
podobne w obu eksperymentach, jednak zabraklo rysunku naktadajacego obie struktury
tak aby mozna bylo oceni¢ to podobienstwo. Uwzglednienie odrebnego dzialu dyskusji

omawiajacego znaczenie wynikow pracy na tle literatury ufatwiloby interpretacje
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wynikéw 1 przez to wzmocnitloby pracg. Czgsciowo role dyskusji spelnia dzial

Podsumowanie.

Doktorantka jest wspotautorka dwoch publikacji przegladowych. W publikacji w
czasopismie Pathogens jest druga wspotautorka, a w publikacji w czasopismie
International Journal of Molecular Sciences jest trzeciag wspotautorka. Pierwsza z prac
przegladowych dotyczy organizacji i struktury genomowego RNA wirusa grypy typu A,
a druga z nich motywow struktury RNA wirusa grypy typu A oraz wirusa SARS-CoV-2,
w kontekscie inhibicji cyklu replikacyjnego wiruséw. Wspdtautorstwo prac

przegladowych swiadczy o dobrej znajomosci tej tematyki badan przez Doktorantke.

Podsumowujac, badania wykonane w ramach pracy doktorskiej poskutkowaty
uzyskaniem wartosciowych wynikow pozwalajacych na wskazanie
drobnoczasteczkowych ligandow wigzacych okreslone struktury RNA. Takie ligandy
moglyby by¢ uzytecznym narz¢dziem do badania funkcji biologicznej wybranych
struktur RNA, a takze postuzy¢ do zaprojektowania skutecznych inhibitorow cyklu
zyciowego wirusow. W swoich badaniach Doktorantka zastosowata zaréwno metody
eksperymentalne jak i komputerowe, co $wiadczy o zdobyciu przez nig duzego
doswiadczenia eksperymentalnego w zakresie metodyki stosowanej do analizy wigzania

drobnoczasteczkowych ligandéw przez biopolimery.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spelnia 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 wprowadzajace ustawe —
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.) oraz w
Sposobie postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora w Instytucie Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwala Rady Naukowej ICHB PAN nr
99/2022/Internet z dnia 9 czerwca 2022 r.). w zwigzku z tym wnioskuj¢ do Rady
Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie Pani mgr. Aleksandry

Jarmolowicz do dalszych etapow postgpowania o nadanie stopnia doktora.

}'U(’LC’( Q , QLQ[ CAL L/,‘Z«U,gi

Mikotaj Olejniczak

ul. Umultowska 89, Collegium Biologicum, 61-614 Poznan
NIP 777 00 06 350, REGON 000001293

tel. +48 61 829 59 50, fax. +48 61 829 59 49
ibmib@amu.edu.pl

www.ibmib.amu.edu.pl



