WYDZIAL BIOLOGH
i OCHRONY
SRODOWISK

Eritvazond itat ¥ adske
Uniwersytet todzki

todz, 01.10.2023 r.

prof. dr hab, Maria Bryszewska
Kierownik Katedry Biofizyki Ogdinej

Recenzja pracy doktorskiej mgr. Rafata Manki

,Badanie oddziatywania aptameréw RNA z btonami pecherzykéw lipidowych”

Promotor pracy: Prof. dr hab. Tadeusz Janas (Uniwersytet Opolski)

W swojej rozprawie doktorskiej mgr Rafat Marka podjat badania oddziatywan aptamerow
RNA i mutantéw tych aptamerdw z btonami syntetycznych modelowych pecherzykow
lipidowych (liposomdw) o budowie tratwowej i nietratwowej oraz z bfong izolowanych z
surowicy bydlecej egzosomow. Poznanie tych oddziatywan jest niezmiernie wazne, poniewaz
egzosomy, zewnatrzkomaorkowe pecherzyki btonowe, petnig w organizmie nie tylko role
polegajgca na usuwaniu na zewnatrz niefunkcjonalnych sktadnikéw komorkowych lecz moga
transportowac rdzne czagsteczki takie jak biatka, kwasy nukleinowe, lipidy wymieniajac je
miedzy komorkami w procesie sygnalizacji miedzykomérkowej. Ze wzgledu na swojg budowe,
maja zdolnoé¢ przenikania przez bariery tkankowe, w tym barierg krew-modzg, wskazuje sie

wiec na ich potencjat jako czynnikdw terapeutycznych w chorobach neurodegeneracyjnych.




Aptamery RNA, mate jednoniciowe oligonukleotydy, pozyskiwane sa w procesie selekgji in
vitro losowych sekwencji RNA, prowadzacym do uzyskania sekwencji o wysokim
powinowactwie do czasteczki docelowej (celu molekularnego) i moga by¢ wykorzystywane

zaréwno w celach terapeutycznych jak i diagnostycznych.

Badania miaty da¢ odpowiedz na pytanie, jakie czynniki s giownie odpowiedzialne za
powinowactwo aptamerdéw RNA do bton pecherzykéw modelowych i egzosomalnych.
Szczegblng uwage poswiecit Doktorant zbadaniu roli struktury/fazy btony (wystepowanie
tratw btonowych, stopien uporzadkowania lipidow) w tych odziatywaniach, a ze strony RNA
czy motywy strukturalne i sekwencyjne, dtugosc taricucha RNA, jego sktad nukleotydowy,

entalpia swobodna fatdowania faricucha maja znaczenie dla intensywnosci tych oddziatywan.

Pierwszym zrealizowanym zadaniem badawczym byta identyfikacja motywow strukturalnych i
sekwencyjnych (egzosomowych, tratwowych, 5-nukleotydowych) w analizowanej bazie
sekwencji RNA i ich lokalizacja w strukturze 2-rzedowej czgsteczki. Po zrealizowaniu tego
zadania Doktorant przeszedt do badania oddziatywan btona-aptamer RNA metoda
fluorescencyjng z wykorzystaniem rezonansowego przeniesienia energii Forstera (FRET), ktora
pozwolita na wyznaczenie statych dysocjacji Ko (powinowactwa) dla prawie wszystkich
badanych uktadéw. Badania wykazaty, ze obecnosc tratw lipidowych w btonie pecherzykéw
sprzyja asocjacji RNA do tych bfon i wniosek ten jest poparty zaréwno wynikami badan
oddziatywari RNA z syntetycznymi liposomami jak i z btonami egzosomow. Natomiast
zaleznosé statych dysocjacji od pozostatych badanych czynnikéw, takich jak motywy
sekwencyjne czy strukturalne aptamerow RNA nie byfa juz tak oczywista i nie pozwolita na
sformutowanie kategorycznych wnioskdow. W podsumowaniu uzyskanych wynikow, Doktorant
zdajac sobie sprawe ze ztozonosci badanych procesow pisze: , W przysztosci warto by znalez¢
bardziej ztozony model, ktory lepiej mdgtby wyjasnic zaleznosci pomiedzy tymi elementami i

stopien w jakim wptywajq na powinowactwo RNA-bfona”.

Nie jest rolg recenzenta szczegétowe omawianie uzyskanych przez Doktoranta wynikow, lecz
ich ocena. W mojej opinii uzyskane przez Doktoranta wyniki stanowig bardzo cenne
uzupetnienie i rozwiniecie istniejagcych badan interakcji RNA z btonami. Budza zaufanie, bo
zostaty uzyskane we wspétpracy z naukowcami zajmujgcymi sig tg tematyka, pod okiem

Promotora o duzym dorobku naukowym w tej dziedzinie.
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Nie jest dla mnie zrozumiate, dlaczego Doktorant w wykazie literatury zamieszczonym w
rozprawie nie cytuje swojej pracy: R. Marka, P. Janas, K. Sapon, T. Janas, T. Janas , Role of
RNA motifs in RNA interaction with membrane lipid rafts: Implications for therapeutic
applications of exosomal RNAs”, Int. J. Mol. Sci. 22(17), 9416, 2021, chociaz badania opisane
w tym artykule byty niewatpliwie kontynuowane w pracy doktorskiej. Bardzo prositabym o
wyjasnienie.

Praca doktorska ma w zasadzie uktad klasyczny. Sktada sie z dwdch fundamentalnych czesci:
Czesci teoretycznej, zawierajgcej opis struktury i funkcji bton komérkowych, roli tratw
lipidowych, egzosomow i ich roli w organizmie, podrozdziatu dotyczacego RNA, motywéw
egzosomowych i tratwowych w RNA i aptamerdw RNA oraz czesci zatytutowanej Badania
wtasne, na ktéra sktadaja sie podrozdziaty: Zatozenia i cele pracy, Wyniki, Dyskusja,
Bibliografia oraz Spisy rysunkow i tabel. Dodatkowo Doktorant zataczyt liste wszystkich
oryginalnych sekwencji RNA i tabele wariantow fatdowania badanych RNA (zatgczniki 1i 2).
Caty tekst pracy (bez zatgcznikdwy} liczy 174 strony i dostarcza szczegétowych informacji na
wymienione wyzej tematy. W opinii recenzenta, w celu ufatwienia przyswojenia tej wiedzy
przez czytelnika i w celu ,odchudzenia” pracy, moina byto zrezygnowac z tak detalicznego
przedstawiania np. kart charakterystyk aptameréw RNA dla wszystkich badanych zwigzkéw
(19 stron), podawania zmian wszystkich widm fluorescencji podczas gaszenia fluorescenc;ji
aptamerdw liposomami (Tabela 23) i réwnolegle zmian emisji fluorescencji i odwrotnosci tych
zmian (Tabela 24). Moze wystarczytoby przytoczyc¢ tylko przyktady, a pozostate wyniki
skomentowac? Pod wzgledem graficznym praca jest opracowana bardzo dobrze, czego
niestety nie mozna powiedzie¢ o tekscie. Praktycznie na kazdej stronie mozna znalez¢ jakas
literowke, zta odmiang, niepotrzebne stowo lub brak stowa w zdaniu. Za duzo tego jest, zeby
wszystko wypunktowac. Podam tylko jeden przykiad ze str. 43 — ... zostat przeanalizowany

pod kontem obecnosci....”. Chyba jednak katem...

»Dyskusja” liczy 12 stron tekstu. W dyskusji Doktorant poréwnuje uzyskane przez siebie
wyniki z niezbyt licznymi doniesieniami innych autoréw, krytycznie je oceniajac i formutujac
perspektywy dalszych badan. Rozprawa pokazuje rozlegta wiedze Doktoranta w dziedzinie
nauk przyrodniczych, a w szczegélnosci w obszarze biochemii i biofizyki kwaséw nukleinowych
i ich oddziatywan z btonami biologicznymi. Poprzez przebadanie szerokiego spektrum

aptamerdw RNA i wnikliwg analize interakcji z btonami modelowymi i biologicznymi




(egzosomy) praca doktorska znaczgco poszerza naszg wiedze w tej dziedzinie, co moze mie¢

znaczenie diagnostyczne i terapeutyczne.

Podsumowujgc uwazam, ze praca spefnia wszystkie wymagania stawiane rozprawom
naukowym na stopien naukowy doktora zwracam sie wiec do Rady Naukowej Uniwersytetu
Opolskiego z prosbha o jej przyjecie i dopuszczenie mgr. Rafata Manki do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego. .
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