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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr. Rafata Manki pod tytutem “Badanie
oddziatywania aptameréw RNA z bionami pecherzykéw lipidowych”
zrealizowanej w Instytucie Biologii Uniwersytetu Opolskiego pod kierunkiem

Promotora prof. dr. hab. Tadeusza Janasa

W  ostatnich latach jesteSmy $wiadkami znacznego przyrostu liczby doniesien
naukowych na temat roli egzosomdéw w modulacji i regulacji wielu funkcji biologicznych.
Te mate pecherzyki (o Srednicy ponizej 200 nm) wydzielane sg przez réznorodne komorki
wielu organizméw, w tym organizmu ludzkiego, oraz po$rednicza w lokalnej i
ogélnoustrojowej komunikacji miedzykomdrkowej na zasadzie transportu lipidow, biatek
lub kwaséw nukleinowych (DNA i RNA) do komérek docelowych ksztattujac w ten sposéb
ich status fizjologiczny. W tym kontekscie jedng z najistotniejszych zagadek, ktérych
rozwiktanie jest niezbedne do petnego poznania mechanizméw przekazywania sygnatu za
pomoca egzosomow jest sposob selektywnego inkorporowania czasteczek do wnetrza lub
w obreb bton tworzacych te pecherzyki. Coraz wiecej doniesieh naukowych sugeruje, ze
btony te maja za zadanie nie tylko ochrone zawartosci egzosoméw przed czynnikami
znajdujacymi sie w przestrzeni miedzykomorkowej, ale stanowig takze platforme
pozwalajacg na selektywna rekrutacje czasteczek poprzez specyficzne oddziatywania
intermolekularne. Co wiecej, coraz czesciej podkresla sie kluczowg role lipidéw w tym
procesie.  Niemniej, molekularne mechanizmy w duzej mierze pozostajg
niezidentyfikowane, a prezentowane modele sg tylez btyskotliwe co w duzej mierze
spekulatywne. By zmieni¢ taki stan rzeczy konieczne jest zastosowanie podejscia
eksperymentalnego opartego o modelowe systemy btonowe pozwalajgcego na badania
specyficznosci oddziatywan makromolekut o zdefiniowanych parametrach strukturalnych i
funkcjonalnych z lipidami btonowymi w S$ci$le kontrolowanych warunkach, co jest

niezbedne do zbudowania mechanistycznego obrazu obserwowanych zjawisk.

Przedstawiona do recenzji dysertacja naukowa wychodzi naprzeciw tym potrzebom. Jej
Autor postanowit w sposéb systematyczny i ilosciowy okreéli¢ znaczenie motywéw
sekwencyjnych i strukturalnych aptameréw RNA w odniesieniu do ich oddziatywan z

pecherzykami o réznym sktadzie lipidowym. Takie podejscie bardzo dobrze wpisuje sie w
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wyraznie zarysowany w literaturze naukowej trend polegajacy na préobach identyfikacji
cech niezbednych do efektywnego pakowania czasteczek do pecherzykdédw egzosomalnych
oraz zrozumienia roli lipiddw w tym procesie. Niesie ono ze sobg obietnice uzyskania
wynikéw o bardzo duzej wartosci poznawczej, ale takze o duzym potencjale aplikacyjnym
m.in. ze wzgledu na coraz szerzej rozpowszechnione idee traktowania maszynerii
biogenezy egzosomoéw jako potencjalnego celu terapeutycznego oraz wykorzystania
egzosoméw jako nosnikédw substancji biologicznie aktywnych. W tym kontekscie
Doktorant bardzo trafnie sformutowat zatozenia i cele pracy dotyczace poznania
mechanizmu oddziatywania RNA z btong pecherzykéw lipidowych jako kluczowego procesu
w fadowaniu RNA do egzosoméw. Najwazniejszym byla proba okreslenia znaczenia
czynnikdéw regulujacych te oddziatywania, takich jak sktad btony lipidowej (w
szczegblnosci obecnos¢ tzw. domen tratwowych), motywy sekwencyjne RNA oraz
elementy struktury drugorzedowej RNA. Badania przeprowadzono z wykorzystaniem
zarowno syntetycznych jak i izolowanych z materiatu biologicznego pecherzykow
lipidowych w powigzaniu ze skrupulatnie zaprojektowanymi i wyselekcjonowanymi
czasteczkami RNA wykorzystujgc wiasciwie dobrang metodologie pomiaru parametrow
oddziatywan opartg o transfer energii rezonansu Forstera (FRET). To pozwolito uzyskac
interesujace i wartosciowe wyniki, ktére znaczgco przyczyniajg sie do uzyskania petnego

obrazu wspomnianych oddziatywan na poziomie molekularnym.

Doktorant przedstawit swoje dokonania w postaci rozprawy doktorskiej o klasycznym
uktadzie. Nalezy jednak wspomnieé¢, ze znaczna czes$¢ przedstawionej w niej wynikéw
zostata juz opublikowana na famach miedzynarodowego czasopisma naukowego o
wysokim wspétczynniku oddziatywania (Manka, R.; Janas, P.; Sapon, K.; Janas, T.; Janas,
T. Role of RNA Motifs in RNA Interaction with Membrane Lipid Rafts: Implications for
Therapeutic Applications of Exosomal RNAs. Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 9416.
https://doi.org/10.3390/ijms22179416). Dorobek publikacyjny Doktoranta obejmuje
takze wspotautorstwo artykutu przegladowego traktujgcego o roli tratw lipidowych w
formowaniu pecherzykow, ktory ukazat sie w cieszacym sie uznaniem czasopismie Journal
of Cell Science. Pomimo krétkiego czasu od ukazania sie tych prac zostaty one juz
zauwazone w S$rodowisku naukowym, na co wskazuje sumaryczna ilos¢ cytowan

wynoszaca 9 (wg bazy Scopus na dzien sporzadzenia recenzji).

Meritum zaprezentowano w jezyku polskim w postaci pieciu gtdwnych rozdziatéw, a

catos¢ obejmuje niemal 200 stron. Rozprawa opatrzona jest takze streszczeniem w jezyku
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polskim i angielskim, wykazem skrotéw, spisem rysunkéw i tabel, zatacznikami
prezentujacymi sekwencje i warianty fatdowania czasteczek RNA jak rowniez bibliografig
obejmujacg w sumie 112 pozycji. Generalnie, cato$¢ jest utozona w logiczny sposéb, a
jedyng drobng niekonsekwencja jest wydzielenie podrozdziatu 4.4 - w przekonaniu
recenzenta powinien on byc¢ scalony z rozdziatem 4.3, gdyz ten ostatni juz w obecnej

postaci zawiera dane dot. tzw. ,liposomoéw tratwowych”.

Pierwsza z gtdbwnych czesci dysertacji stanowi ,wstep literaturowy” stanowiace przykfad
zwiezle napisanego podsumowania zdeponowanej dotychczas wiedzy potrzebnej do
zrozumienia catosci pracy i umiejscowienia prezentowanych wynikéw w odpowiednim
kontekscie. Wtasciwym posunieciem byto rozdzielenie tego fragmentu na cztery rozdziaty,
w ktorych kolejno przedstawione sg zagadnienia dotyczace bton i tratw lipidowych,
egzosoméw, RNA oraz spektroskopii fluorescencyjnej. Generalnie, wstep jest napisany w
sposob interesujacy i rzeczowy, a wrazenie takie potegowane jest odpowiednim doborem
rycin. Niemniej, zaskakuje nieco fakt, iz ta cze$¢ jest momentami zaprezentowana w
bardzo oszczednej formie. Z perspektywy zagadnien eksplorowanych w dalszych cze$ciach
pracy brakuje szerszej perspektywy przy omawianiu liposomoéw jako systemow
modelowych z ich zaletami i wadami (r. 1.1.3) czy tez wykorzystaniu egzosomow w terapii
opartej o miRNA/siRNA (r. 1.2.5). Rozdziat 1.4 takze mogtby by¢ wzbogacony o bardziej
dogtebne oméwienie potencjatu technik opartych o FRET w badaniach oddziatywania
czasteczek RNA z btonami lipidowymi. Od strony edycyjnej czes¢ ta, podobnie jak i cata
praca, przygotowana jest bardzo starannie, jednak Autor nie ustrzegt sie przed
popetnieniem kilku drobnych, aczkolwiek istotnych btedéw i niescistosci. Przyktadami tego
sg m.in. btedne zdefiniowanie rdzenia glicerolowego na rysunku 1, niezbyt trafne
okreslenie ceramidu jako czesci hydrofobowej sfingolipidu (s. 12), zbyt precyzyjne
okreslenie procentu powierzchni btony zajmowanej przez tratwy lipidowe bez podania
kontekstu oryginalnych badan (s. 13), zbyt jednoznaczne pozycjonowanie wigzan
wodorowych  na  rysunku 3  (por. Fantini & Barrantes 2013, DOI:
10.3389/fphys.2013.00031) czy tez niezbyt trafne twierdzenie na temat wystepowania w
przyrodzie dwuniciowego RNA na s. 24 (por. Sadeq i wsp. 2021 DOI:
10.3390/ncrna7010015).

Nastepna czes$¢ dotyczy juz badan przeprowadzonych przez Doktoranta, a otwiera ja
omédwienie zatozen i celéw pracy. Bardzo dobrym posunieciem jest zebranie gtdwnych

hipotez w postaci zwieztej listy i precyzyjne zdefiniowanie zadan badawczych, ktérych
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realizacja ma w zalozeniu pozwoli¢ na weryfikacje tych hipotez. Kolejnych niemal
czterdziesci stron zawiera opis uzytych w ramach realizacji badan materiatéw i metod. Ten
fragment przygotowany jest w sposéb przejrzysty i logiczny, przy czym uwage zwraca
dbato$¢ o zachowanie szczegdétowosci koniecznej do zagwarantowania petnej
odtwarzalnosci opisywanych eksperymentow. Kilka kwestii wymaga jednak dodatkowych
wyjasnien. Czy roztwory wyszczegolnione na s. 30-31 rzeczywiscie byty przechowywane
w temp. -4 °C? Struktura fancuchéw acylowych sfingomieliny (CH) izolowanej z mdzgu
$wini jest inna niz zadeklarowana w tabeli 7 (por. dane producenta/dostawcy). Tabela 8
jest w duzym stopniu niekompletna - by¢ moze to problem wynikty na etapie edycji? Czy
wartosci w kolumnie ,czystos¢ RNA” tabelach 13 i 14 nie sq w kilku przypadkach zbyt
odlegte od optymalnych wartosci opisywanych w literaturze? Dlaczego wyrazenie
reprezentujgce maksymalng zmiane fluorescencji w rownaniu (6) (s. 61) odbiega od tego
co stosuje sie w literaturze (takze w publikacji Doktoranta, notabene, parametr ten mégtby

by¢ nieco precyzyjniej zdefiniowany)?

Centralnym punktem rozprawy doktorskiej jest obszerna cze$¢ obejmujgca opis
uzyskanych wynikéow. W pierwszej kolejnosci Autor koncentruje sie na szczegotowej
charakterystyce in silico uprzednio wyselekcjonowanych aptameréw RNA pod katem
wystepowania odpowiednich motywdéw sekwencyjnych i strukturalnych. Dalsze dziatania
obejmujg juz badania oddziatywan aptamerow RNA z liposomami zbudowanymi z
fosfatydylocholiny (DOPC) lub mieszaniny DOPC:SM:cholesterol (w stosunku molowym
6:3:1). Biorgc pod uwage dane literaturowe (np. Veatch & Keller 2003 DOI:
10.1016/S0006-3495(03)74726-2) rodzi sie przy tej okazji pytanie czy dwuwarstwa
lipidowa o takim jak ostatni z wymienionych sktadzie bedzie zgodnie z zatozeniami
eksperymentéw wykazywata separacje faz. Zwienczeniem tej czesci badan jest
zastgpienie sztucznych pecherzykow lipidowych egzosomami izolowanymi z surowicy
cielecej. W rezultacie Doktorant otrzymat obfity zestaw wartosci statych wigzania (Kp) dla
wiekszosci badanych konfiguracji pecherzyk lipidowy-RNA, przy czym niektére z nich majg
odzwierciedlenie tylko w jednej serii pomiarowej. Zaskakujace, ze przy bezposrednim
poréwnaniu danych zamieszczonych w dysertacji z zestawem wynikéw opublikowanych
przez Doktoranta mozna napotkac rozbieznosci w przypadku niektorych aptamerow (np.
przebieg krzywych odwrotnosci zmian fluorescencji i wartosci Kp dla kilku aptamerdéw, w
tym aptameru 24, wzgledem bton tratwowych), co wymaga dodatkowego komentarza.

Dysponujac tymi danymi w kontekscie informacji o motywach sekwencyjnych i
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strukturalnych aptameréw RNA Doktorant wiaczyt do swoich badaf odpowiednio
zaprojektowane przez siebie mutanty czasteczek RNA.

Wygenerowany zestaw danych miat przede wszystkim postuzy¢ do zweryfikowania
hipotezy badawczej zaktadajacej, ze oddziatywanie aptameréw RNA z btonami lipidowymi
jest regulowane przez specyficzne sekwencje nukleotydowe lub obecnosé motywow
struktury drugorzedowej. W rozdziale zatytutowanym ,Dyskusja” Doktorant opisuje swoje
proby wyekstrahowania potencjalnych korelacji i tym samym wyjasnienia zmiennosci
powinowactwa aptameréw RNA do bton w zaleznosci od obecnoéci w pierwszych z
wymienionych motywéw sekwencyjnych i strukturalnych. Niestety, brak jednoznacznych
wskazan w tej materii rzutuje na nie do kofca jednoznaczny charakter wnioskéw
wysuwanych w ostatnim rozdziale dysertacji. Druga ze sformutowanych w dysertacji
hipotez dotyczyta preferencyjnego oddziatywania RNA z tratwami lipidowymi. W tej materii
uzyskane przez Doktoranta wyniki w duzym stopniu zachowujg zgodnos¢ z dotychczas
opublikowanymi danymi wskazujgcymi na korelacje pomiedzy uporzadkowaniem btony i
jej powinowactwem do czasteczek RNA. Do wyciggniecia bardziej jednoznacznych
wnioskéw konieczne bytoby uwzglednienie w badaniach szerszego spektrum molekut RNA
i pecherzykéw lipidowych o zréznicowanym skiadzie oraz zastosowanie alternatywnej
metodologii badania oddziatywan intermolekularnych (jak na przykfad interferometria
biowarstwowa lub mikrotermoforeza), co jednak z pewnosciq wykracza poza ramy
pojedynczego projektu doktorskiego.

Podsumowujac, konstrukcja logiczna czesci opisujacej wyniki oraz dyskusje jest spdjna
i pozwala na bardzo dobrg ocene wagi poczynionych obserwacji, co w duzym stopniu jest
tez zastugg na ogdt prawidtowo przygotowanych ilustracji i tabel. Czesci te utwierdzajg
takze w przekonaniu, ze dokonania Doktoranta majg znaczacy wptyw na rozwoj
reprezentowanej dziedziny naukowej i mogg by¢ dobrym wyznacznikiem kierunku
przysztych badan. Niemniej, pojawia sie kilka opisanych ponizej kwestii, ktore
wymagatyby bardziej dogtebnej dyskusji i dodatkowych wyjasnien.

1. W pracy brakuje gtebszej dyskusji na temat wptywu jondow dwuwartosciowych na
oddziatywania RNA-btona. W  wykorzystywanym przez Doktoranta uktadzie
eksperymentalnym stezenie jonéw Ca?* oraz Mg?* jest zdecydowanie wyzsze (szczegdlnie
pierwszych z wymienionych) niz to, czego mozna sie spodziewa¢ w cytoplazmie komorki,
czyli maksymalnie kilkaset uM Ca?*, chociaz chwilowo mogg mie¢ miejsce wieksze lokalne
skoki stezenia tego jonu (por. Parekh 2008, DOI: 10.1113/jphysiol.2008.153460). Kationy
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dwuwartosciow maja zdolno$¢ oddziatywania z grupami fosforanowymi tzw. lipidow
zwitterjonowych (takich jak PC i SM) powodujac reorientacje ich grup hydrofilowych,
nadajac im pozornie dodatni fadunek wypadkowy i zwiekszajgc tym samym site
oddziatywania z ujemnie natadowanymi kwasami nukleinowymi. Co wiecej, efekt ten
przybiera na sile w przypadku bton o wiekszym stopniu uporzgdkowania (por. Czogalla i
wsp. 2013 DOI: 10.1039/c2fd20109g). Wptyw jondéw nalezatoby takze uwzgledni¢ przy
poréwnywaniu danych wygenerowanych w réznych warunkach eksperymentalnych przez
inne grupy badawcze.

2. Zastosowane w prezentowanych badaniach sondy fluorescencyjne do znakowania
RNA naleza do grupy interkalatoréw. Czy specyfika ich wigzania do czasteczek docelowych
nie ma wptywu na pézniejsze oddziatywania wyznakowanego RNA z btonami?

3. Czy wykorzystywane w eksperymentach liposomy i egzosomy byty charakteryzowane
pod wzgledem wielkosci/$rednicy czasteczek? Réznice w wielkosci pomiedzy
poszczegolnymi populacjami pecherzykéw liposomowych mogaq sie przektadac na réznice
w krzywiznie btony, co moze miec¢ znaczenie w procesie wigzania RNA. Kwestia jest
szczegblnie wazna, jesli ostatnie etapy przygotowywania pecherzykéw lipidowych
obejmujg zamrazanie.

4. Czy zasadnym bytoby rozszerzenie opisanych w pracy badan o pecherzyki lipidowe o
sktadzie bardziej zblizonym do cytoplazmatycznego listka MVB, zgodnie z tym co
przedstawiono na rysunku 87

5. Na rysunku 8 uwzgledniono ,fragment tRNA z modyfikacjg hydrofobowg” - czy tego
typu czgsteczki nie mogtyby spetniac roli uniwersalnego systemu dokujacego dla innych
RNA w procesie formowania ILV?

W ujeciu formalnym praca wywiera bardzo dobre wrazenie zaréwno pod wzgledem stylu
wypowiedzi, poprawnosci gramatycznej i merytorycznej jak i edycji tekstu, ilustracji oraz
tabel. Ostatnie z wymienionych elementoéw pracy zastugujg na szczegolne stowa uznania
ze wzgledu na witasciwe uporzgadkowanie duzych ilosci danych przy zachowaniu precyzji
przekazu. Tego harmonijnego obrazu nie zaktéca znaczaco kilka wspomnianych juz
wczesniej niefortunnych sformutowan i niescistosci. Btedy typograficzne i edytorskie sg
stosunkowo nieliczne, dlatego nie ma potrzeby by je szczegdtowo opisywac w recenzji.
Tym samym pragne podkresli¢, ze drobne niedociagniecia nie majq wiekszego wptywu na
pozytywng recepcje pracy, ktéra z pewnoscig stanowi bardzo wartosciowe opracowanie

naukowe.
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W moim przekonaniu przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr. Rafata
Manki spetnia wszystkie warunki i wymagania stawiane rozprawom doktorskim okreélone
w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.
z 2018r., poz. 1669 z p6zn. zm.). Rozprawa ta stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego oraz poswiadcza nabycie przez Doktoranta ogdlnej wiedzy teoretycznej w
reprezentowanej dyscyplinie naukowej oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia
pracy naukowej. Biorgc pod uwage moja jednoznacznie pozytywnag ocene wnosze o
dopuszczenie mgr. Rafata Manki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

dr hab. Aleksander Czogalla, prof. UWr

Kierownik Zaktadu Cytobiochemii,
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