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RECENZJA

pracy doktorskiej mgr Aleksandry Jarmolowicz
pt. "Small molecules interacting with Influenza virus RNA and SARS-CoV-2 RNA as potential

inhibitors of replication"

Choroby zakazne wywolane przez patogeny mikrobiologiczne (bakterie, wirusy, grzyby,
pasozyty) powoduja miliony zgondéw rocznie na catlym $wiecie i stanowig powazne wyzwanie dla
globalnego zdrowia Iludzkiego. Walka z chorobami wirusowymi wymaga rozwigzania Wwcigz
nierozwigzanych problemow, takich jak (i) ograniczony arsenal lekow przeciwwirusowych o czegsto
waskiej aktywnosci, (ii) przeszkody zwigzane z dostarczaniem lekéw in vivo (toksycznosc,
rozpuszczalnos$¢, skutecznos¢, bezpieczenstwo) lub (iii) wysoki wskaznik mutacji, prowadzacy do
opornosci na leki i w konsekwencji do niepowodzenia terapeutycznego. Dlatego tez poszukiwanie
nowych lekéw przeciwwirusowych zdolnych do skutecznego zwalczania infekcji przy minimalnym lub

bez wptywu na gospodarza jest waznym i pilnym globalnym zadaniem.

Tematyka przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej dotyczy badan zwigzanych
z potencjalng identyfikacja, wsrdod znanych struktur, niskoczasteczkowych zwigzkéw chemicznych
o aktywnosci przeciwwirusowej nacelowanych na RNA wirusa, z wykorzystaniem wysokowydajnej
analizy przesiewowej oraz dokowania molekularnego.

Praca doktorska mgr Aleksandry Jarmolowicz zostala wykonana w Instytucie Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu, pod kierunkiem Prof. Elzbiety Kierzek - promotora tej pracy, w ramach
projektu POWR.03.02.00-00-1011/16 realizowanym przez Interdyscyplinarne Studia Doktoranckie
,.NanoBioTech”.
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W Zespole Genomiki Strukturalnej RNA kierowanym przez Panig Prof. Elzbiete Kierzek
prowadzone sa badania, zwigzane m.in. z genomikg strukturalng RNA wirusa grypy, wplywem struktury
RNA na namnazanie wirusa grypy, synteza oraz poszukiwaniem niskoczasteczkowych ligandow

nakierowanych na inhibicje replikacji wirusa.

Praca sklada si¢ z nastepujacych czesci: 1) Cel pracy (2 strony), 2) Streszczenie, w jezyku polskim
i angielskim (5 stron), 3) Wstep literaturowy (22 strony), 4) Wyniki i dyskusja (74 strony),
5) Podsumowanie (9 stron), 6) Materialy i metody (14 stron), 7) Spis rysunkow i tabel, 8) Bibliografia
zawierajaca 134 pozycje z lat 1974-2022 (wickszo$¢ stanowig prace opublikowane po 2010 roku).
W pracy nie zamieszczono objasnien skrotéw. Praca zostala napisana w jezyku angielskim na 139.

stronach i zawiera 45 rysunkow oraz 20 tabel.

Przeglgd literaturowy omawia budowe wirusa grypy typu A (IAV), Drugiego koronawirusa
cigzkiego ostrego zespotu oddechowego (SARS-CoV-2) oraz ich mechanizm replikacji. Przedstawione
zostaly rdwniez strategie hamowania namnazania obu wirusOw oparte na antysensowych
oligonukleotydach, siRNA, kwasach peptydonukleinowych (PNA) oraz zwigzkach chemicznych o niskiej
masie czasteczkowej (w zakresie 0,1-1 kDa). Ta cze$¢ pracy zostala przygotowana zwigzle
i merytorycznie. Tekst wsparty jest 6 rysunkami, glownie zwigzanymi ze strukturami
niskoczasteczkowymi, ktore w dotychczasowych badaniach, w tym wysokoprzepustowego skriningu,
wykazaly aktywnos¢ wobec wiruséw bedacych przedmiotem tej rozprawy. Szkoda, ze Doktorantka nie
omowita struktury chemicznej najaktywniejszych zwiazkéw niskoczasteczkowych, chociazby do jakiej
grupy zwiazkéw naleza. To byloby ciekawe z punktu widzenia wynikow otrzymanych w ramach
realizacji swojej pracy - identyfikacji struktur o potencjale przeciwwirusowym. Dlatego tez zachecam
Doktorantke aby w trakcie publicznej obrony rozprawy doktorskiej, podczas prezentacji wynikow pracy,
postugiwata si¢ nie tylko symbolami zwigzkow (czasami trudnymi do zapamietania), ale nawigzywata

rowniez do ich struktury.

Wyniki badania przesiewowego o wysokiej przepustowosci (High Throughput Screening, HTS),
symulacji dynamiki molekularnej (Molecular Dynamic Simulation, MDS), dokowania molekularnego

(Molecular Docking, MD), w odniesieniu do RNA obu badanych wiruséw, jak i testu biologicznego
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sprawdzajacego wlasciwosci inhibitorowe wobec wirusa grypy A A/California/04/2009 (HINTI)
Doktorantka opisala w rozdziale Wyniki i dyskusja, podzielonym na 5 podrozdzialdéw. Opisane wyniki
dotycza m.in. wyboru do badan motywdw strukturalnych RNA dla kazdego z badanych wirusow, w tym
opis opracowania testu wysokoprzepustowego i selekcje zwiazkoéw niskoczasteczkowych z biblioteki
Lopac i Enamine. Przeprowadzone badania doprowadzily do wyodrebnienia z biblioteki Lopac 13.
zwigzkéw, a z biblioteki Enamine 21 czasteczek, oddzialujacych z okreslonymi sekwencjami RNA
badanych wiruséw, z wyznaczeniem wartosci IC50 dla tych zwigzkéw. Nalezy dodaé, ze badania
wysokoprzepustowe zostaty przeprowadzone we wspdlpracy z Laboratorium Badan Molekularnych oraz
Wysokoprzepustowe Laboratorium Skriningowe IChB PAN w Poznaniu. Do tej czesci wynikdw mam
pytania:
» Wedlug jakiego mechanizmu barwnik TO-PRO-1 oddziatuje z RNA?
» Czy rzeczywiscie stezenie molowe zwiqzku referencyjnego w  stosunku do wszystkich
wytypowanych sekwencji RNA byto 1000 nM?
» Do badan przesiewowych wytypowano nastepujgce sekwencje RNA: dla IAV - M1V (odniesienia),
M4, dla SARS-CoV-2 - Ul, NI, H-MI1, H-M2, H-NI, 3U, U2, ale realnie wykorzystano,
w przypadku biblioteki Lopac, dwie sekwencja dla wirusa IAV oraz dwie sekwencje dla wirusa
SARS-CoV-2; w przypadku biblioteki Enamine wykorzystano wytypowane wczesniej sekwencje
(Tabela 5) bez sekwencji M4? Jaka jest tego przyczyna?

W nastepnym etapie badan wykonane zostaly symulacje dynamiki molekularnej motywéw RNA, celem
okreslenia ich dynamiki wewnetrznej na poziomie atomowym (we wspolpracy z Prof. Joanng Trylska,
Laboratorium Maszyn Biomolekularnych, Centrum Nowych Technologii, Uniwersytet Warszawski).
Symulacje te umozliwily wybranie struktur trzeciorzedowych badanych motywéw RNA
1 wykorzystanie ich do dokowania molekularnego z wczesniej wyselekcjonowanymi zwigzkami
niskoczgsteczkowymi. Doktorantka napisata, ze symulacje dynamiki molekularnej zostaly wykonane dla
VvRNA wirusa CARS-CoV-2. Czy motyw M4 wirusa IAV zostal poddany symulacji dynamiki molekularnej
gdyz nie jest to opisane w rozprawie, ale jak napisala Doktorantka ,,w nastepnym planowanym kroku
symulacja dynamiki molekularnej oraz klasterowanie bedzie wykonane dla motywu M4”?

Przeprowadzone dokowania molekularne dla wytypowanych zwigzkow oraz motywow RNA z biblioteki

Lopac oraz Enamine (wykorzystano zwiazki selektywnie oddziatujace z danym motywem oraz
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posiadajace niska wartos¢ IC50) potwierdzity trafno$¢ wynikow skriningu wysokoprzepustowego.
Czy przy okazji omawiania wynikow, podczas publicznej obrony, moglabym prosi¢ Doktorantke
o wskazanie w strukturze zwigzku D3768 grup biorgcych udzial w tworzeniu wigzania wodorowego
w eksperymencie dokowania z motywem M1V?

Wilasciwosci inhibitorowe wyselekcjonowanych, z obu bibliotek, zwigzkéw zostaly sprawdzone wobec
wirusa grypy A A/California/04/2009 (HIN1), ze wzgledu na dostepnos¢ odpowiedniego do badania
zaplecza laboratoryjnego. Na podstawie tego doswiadczenie zidentyfikowano najbardziej interesujace
zwigzki: SML1545, B6311, M4008, SML2238 (z biblioteki Lopac), Z154467994, Z134817028,
715664726 (z biblioteki Enamine). W zwigzku z otrzymanymi wynikami czy mozna spekulowaé

o preferencjach strukturalnych zwigzkow o potencjalnej aktywnosci wobec wirusa IAV?

Cze$¢ pracy - Materialy i metody zawiera opis przeprowadzonych syntez oligonukleotydow,
testow biologicznych, analiz dynamiki molekularnej 1 dokowania oraz skriningu wysokoprzepustowego.
Jest ona zredagowana prawidlowo. Poprawno$¢ przeprowadzonych analiz nie budzi zastrzezen.
Wiekszos¢ doswiadczen jest zapisana doktadnie i zawiera wszystkie szczegoly niezbedne do ich
odtworzenia. Swiadczy to o dobrym przygotowaniu warsztatowym Doktorantki. Wkradly si¢ jednak
drobne niescistosci — np. podrozdziat 6.2.17 — domyslam sig, ze koncowe stgzenie zwigzku do badan
wysokoprzepustowych bylo 10 uM a nie jak podano 10 mM? Brak jest informacji o metodzie wyliczenie
wartosci ICso. Informacja ta jest potrzebna czytelnikowi do zrozumienie i interpretacji ,.krzywych 1Cso”

(np. Rysunek 13). Nie doszukalam si¢ informacji zwigzanych z analiza statystyczna.

W Bibliografii Doktorantka przyjela zasade opisywania tekstu zrédtowego podajac inicjaty
imienia/imion i nazwisko wspotautoréw, tytutu artykulu, nazwe czasopisma, volumin, zeszyt, strony
czasopisma, rok wydania oraz numer doi. Publikacje sa numerowane, a w tekscie cytowane poprzez
podanie przypisanego numeru. Cytowane czasopisma zostaly podane w skrécie za wyjatkiem kilku
pozycji, ktére Doktorantka pomingta i podata pelng nazwa czasopism np. odnosniki 6 i 7. Uzupetnieniem

rozprawy jest spis wszystkich rysunkéw i tabel zamieszczonych w pracy.

Recenzowana rozprawa doktorska zostata napisana poprawnym jezykiem. Korekta edytorska jest
staranna. Zamieszczone rysunki sa przejrzyste 1 czytelne aczkolwiek struktury zwigzkow

niskoczasteczkowych moglyby by¢ bardziej dopracowane. Nie wiem czy dobrym pomystem jest
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nazwanie rysunkow zawierajacych krzywe zaleznosci %inhibicji od stezenie (IC50) tabelami np. Tabela

8. Powyzsze uwagi nie umniejszaja wartosci merytorycznej samej rozprawy doktorskie;j.

Ocena koncowa

Rozprawa doktorska mgr Aleksandry Jarmotowicz zat. Small molecules interacting with Influenza
virus RNA and SARS-CoV-2 RNA as potential inhibitors of replication jest pracg multidyscyplinarng
1 taczy metody obliczeniowe oraz eksperymentalne celem identyfikacji niskoczasteczkowego zwigzku
chemicznego o aktywnosci przeciwwirusowej, wsrod zwigzkow o znanej aktywnosci biologicznej. Takie
podejscie zdecydowanie przyspiesza oraz zmniejsza koszty poszukiwania potencjalnego leku.
Oryginalnym podejsciem jest wykorzystanie RNA wirusa jako tarczy terapeutycznej. Biorgc pod uwage
powyzsze, praca ta prezentuje oryginalne rozwigzanie problemu naukowego inspirujacego
i zachecajacego do kolejnych badan naukowych prowadzacych do identyfikacji substancji o aktywnosci
przeciwwirusowej. Rozwazajac warto$§¢ poznawczg jestem przekonana o jego wysokim potencjale
publikacyjnym. Doktorantka wykazata si¢ znajomoscia omawianych zagadnien oraz umiejetnoscia
prowadzenia badan naukowych na wysokim poziomie. Swobodnie porusza si¢ w obszarze badan
obliczeniowych 1 laboratoryjnych. Reasumujgc, Doktorantka wykazata si¢ wiedzag w uprawianej
dziedzinie, umiejetnoscia prowadzenia badan naukowych oraz oryginalnoscia rozwigzanego problemu
naukowego.

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 wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.
z 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.) 1 wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr Aleksandry Jarmolowicz do dalszych etapéw postgpowania

o nadanie stopnia doktora.
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