Recenzja rozprawy doktorskiej pana Rafala Manki pt. ,,Badanie oddzialywan aptamerow
RNA 7z blonami pecherzykow lipidowych” przygotowanej pod opieka prof. dr hab. Tadeusza
Janasa w Instytucie Biologii Uniwersytetu Opolskiego.

Przedmiotem pracy doktorskiej byta analiza oddziatywan pomig¢dzy czasteczkami RNA (w
formie aptamerow) a pecherzykami lipidowymi — utworzonymi in vitro liposomami o r6znym
sktadzie oraz izolowanymi z surowicy matymi pecherzykami pozakomérkowymi (nazywanymi
w pracy egzosomami). Czasteczki RNA sg jednym ze sktadnikéw egzosomédw (i innych typow
pecherzykoéw pozakomorkowych uwalnianych in vivo przez komorki), bedacych kluczowym
elementem komunikacji miedzykomorkowej, a szereg danych wskazuje, ze zawarte w
egzosomach RNA moze w istotny sposob zmienia¢ fenotyp komodrek docelowych. Rozne klasy
czasteczek RNA majg charakter czynnikow stosowanych w terapiach ludzkich choréb. Z kolei
liposomy stosowane sg powszechnie jako nosniki wielu klas lekéw. Réwniez produkowane
endogennie egzosomy traktowane sg jako potencjalne czynniki terapeutyczne i/lub nos$niki
lekéw. Co istotne, mechanizmy swoistego pakowania czasteczek RNA do egzosoméw i innych
pecherzykow lipidowych kryja jeszcze wiele zagadek. Z tego powodu temat wybrany przez
Kandydata dotyczy bardzo ciekawego obszaru badan, a wyniki sa nie tylko wazne poznawczo,
ale moga mie¢ rowniez istotne implikacje praktyczne.

Kandydat podjal si¢ przetestowania hipotezy, ze na oddziatywania RNA-pecherzyki lipidowe
ma wptyw zaréwno struktura btony lipidowej (w tym obecnos¢ tzw. tratw lipidowych) jak i
motywy sekwencyjne oraz struktura drugorzedowa czasteczek RNA. Do badan wykorzystany
zostal poprawnie dobrany model badawczy i metody analityczne, ktére mozna uzna¢ za ztoty
standard w tym typie badan.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma typowa strukture. Praca liczy 174
numerowane strony, zawiera 30 rycin i 30 tabeli, a jej bibliografia odnosi si¢ do 112 poprawnie
dobranych pozycji literaturowych. Rozprawa uzupeniona jest o dwa zlgczniki (sekwencja
aptameréw RNA oraz schematyczne przedstawienie struktury drugorzedowej czgsci
aptamerow RNA). Napisana w jezyku polskim rozprawa jest w warstwie edytorskiej
przygotowana poprawnie, a jej tre$¢ jest czytelna i pozbawiona istotnych btedow jezykowych.
Rozprawa poprzedzona jest streszczeniem w jezyku polskim i angielskim.

,Czeg$¢ teoretyczna” pracy (Rozdzial 1 — Wstep literaturowy) stanowi syntetyczne
wprowadzenie do zagadnien bedacych przedmiotem rozprawy i sktada si¢ z czterech
podrozdziatow. W tej czeSci Kandydat omawia: btony lipidowe (1.1), struktur¢ i funkcje
egzosomow (1.2), strukture RNA w kontekscie zagadnien, ktorych dotyczy praca (1.3) oraz
zalozenia spektroskopii fluorescencyjnej, tj. podstawowej metody badawczej zastosowanej w
pracy (1.4). Informacje przedstawione w Rozdziale 1 stanowig wystarczajagce wprowadzenie do
tematyki badan i pozwalajg zdefiniowac Cele pracy.

Uwagi: W rozdziale 1.3 brakuje odniesienia do tzw. ,,motywow 5-nukleotydowych”, ktorych
dotyczy cze$¢ eksperymentdw. Ponadto niekonsekwentnie stosowana jest konwencja
wprowadzania skrotow — w przypadku niektorych termindéw ich skroty nie sa wyjasnione (np.
GPI), a inne s3 wyjasniane wielokrotnie (np. MVB).



Cze$¢ ,,Badania whasne” sktada si¢ z czterech rozdzialow: Zatozenia i cele pracy (rozdziat 2)
Materiaty i Metody (rozdziat 3), Wyniki (rozdziat 4), Dyskusja (rozdziat 5). Prace uzupetnia
bibliografia oraz spis rysunkow i tabel (oraz wykaz skrotow i wspomniane wczesniej
zatgczniki).

W rozdziale 2 (Zalozenia i cele pracy) Kandydat poprawnie przedstawia przyjete przez siebie
hipotezy badawcze i stuzace ich weryfikacji zadania badawcze (cele szczegotowe).

W rozdziale 3 (Materialy i Metody) Kandydat szczegétowo przedstawil zarOwno materiaty
jak i procedury badawcze wykorzystane w cz¢sci doswiadczalnej. Na podkreslenie zastuguja
drobiazgowe opisy metody umozliwiajace pelne odtworzenie warunkow, ktorych prowadzone
byly doswiadczenia. Cze¢scig rozdzialu 3 jest rowniez wazny opis doswiadczen stuzacych
optymalizacji uktadu pomiarowego.

Uwagi:

1. Analiza statystyczna. Kandydat poprawnie wybral test Kruskala-Wallisa do analizy
zmienno$ci w wigcej niz dwdch grupach o rozkladach odbiegajacych od rozkladu
normalnego. Jednak zastosowanie testu U Manna-Whitney’a w roli testu typu post-hoc
do identyfikacji r6éznic migdzy parami wpltywajacymi na zmienno$¢ w pordéwnaniu
wielu grup nie jest rozwigzaniem typowym (nalezato raczej wybraé ktory§ z
klasycznych testow post-hoc). W wykorzystanych metodach statystycznych brak
rowniez testow analizujacych site korelacji miedzy parametrami (oraz, juz w czgsci
wynikowej, takiej analizy). W opisie metod statystycznych brak rowniez informacji jak
Kandydat definiuje/identyfikuje warto$ci odstajace.

2. Drobne uwagi dotyczace czytelnosci tego rozdziatu. W sekcji 3.2.5. zastosowano
nazwe sondy fluorescencyjnej ,,Lizamina Rodamina B”, ktora to nazwa nie byla uzyta
w pozostatej czesci pracy. Ewentualne zaznaczenie w Tabeli 5 sekwencji zmienionych
w wariantach mutacyjnych (w stosunku do sekwencji wyj$ciowej) poprawiloby
czytelnos¢ przedstawionych informacji.

Rozdziat 4 (Wyniki) sktada si¢ z dwoch glownych czgéci. W pierwszej Kandydat analizuje
obecnos¢ interesujacych go motywow sekwencyjnych w badanych czasteczkach RNA (sekcja
4.1) oraz przedstawia hipotetyczng strukture drugorzedowsg badanych czasteczek RNA
uzyskang w analizie in silico (sekcje 4.2 i 4.6). Ta czgs$ci pracy jest bogato ilustrowana
rycinami przedstawiajacymi lokalizacj¢ badanych motywéw sekwencyjnych w (hipotetycznej)
strukturze drugorzedowej RNA. W drugiej czgsci rozdzialu Kandydat przedstawia wyniki
przeprowadzonych pomiaréw zmian fluorescencji (zjawisko FRET), umozliwiajacy oceng silty
oddziatywan RNA/btona lipidowa w uktadzie: aptamery ,,wyjSciowe” vs. liposomy (sekcje 4.3
i 4.4) i egzosomy (sekcja 4.5) oraz aptamery ,,zmutowane” vs. liposomy (sekcja 4.7) i
egzosomy (sekcja 4.8). Jako liposomy zawierajagce domeny tratw lipidowych (liposomy
tratwowe) wykorzystano pecherzyki utworzone z mieszaniny fosfatydylocholiny (DOPC),
sfingomieliny i cholesterolu, a jako liposomy bez tratw lipidowych — te utworzone wytacznie z
DOPC, co bylo racjonalnym wyborem modelu badawczego. Kandydat wykazat silniejsze
wigzanie aptamerow RNA z liposomami posiadajagcymi domeny tratwowe (sekcja 4.3).
Kandydat wykazatl rowniez, ze aptamery zawierajace rézne motywy sekwencyjne/strukturalne

2



W Zréznicowany sposob wigzg si¢ do liposomdéw z domenami tratwowymi (sekcja 4.4), jednak
z powodu niereprezentatywnego doboru aptamerdéw (uwagi 3 1 4 ponizej), uzyskane wyniki nie
pozwalaja na okreslenie zalezno$ci systemowych. Kandytat wykazal réwniez, ze aptamery,
ktére silnie wigza si¢ do liposoméw z domenami tratwowymi wigza si¢ rowniez silnie
Z blonami egzosomow (sekcja 4.5). Ponadto Kandydat wykazal, ze mutacje zmieniajace
motywy sekwencyjne aptameroéw zmieniajg oddziatywania RNA z liposomami tratwowymi
(sekcja 4.7). Niestety, z powodu niereprezentatywnego doboru aptameréw (uwaga 3 ponizej),
uzyskane wyniki nie pozwalajg na zdefiniowanie zalezno$ci systemowych (uwaga 4 ponizej).
Kandydat podjat rowniez probe analizy wplywu mutacji sekwencji na oddziatywania
aptameréw RNA z blonami egzosoméw (sekcja 4.8), jednak z powodu duzego rozrzutu
pomiaréw uzyskane wyniki byty trudne do interpretacji.

Uwagi:

3. W pracy nie przestawiono kryteriéw jakimi kierowal si¢ Kandydat wybierajac do badan 19
aptameréw RNA z zestawu 148 apatameroéw jakie miat do dyspozycji. W mojej opinii brak
jasnych kryteriéw takiego wyboru, w wyniku czego badany zestaw w niesystematyczny
sposob odzwierciedla rézne mozliwe warianty motyw/struktura, co stanowi istotng stabos¢
pracy. W wyniku takiego wyboru uzyskane wyniki mozna co prawda przyporzadkowaé na
zasadzie pojedynczego przyktadu do réznych wariantéw motyw/struktura, jednak bez
mozliwo$ci analizy systematycznej. By¢ moze lepszym rozwigzaniem bytby wybor
umozliwiajacy pordwnanie kilku reprezentatywnych grup aptameréw; np.: (i) bez zadnych
motywow, (ii) tylko z motywami egzosomowymi, (iii) tylko z motywami tratwowymi. Ta
sama uwaga dotyczy wariantow mutacyjnych (sekcja 4.6). W mojej opinii analiza,
w ktérej poroOwnano by wylacznie zestaw aptamerdw nie posiadajacych wyjSciowo
zadnych motywoéw z wariantami, do ktérych motywy zostaly wprowadzone
(i analogicznie, porownanie zestawu aptameréw posiadajacych dany motyw z wariantami,
z ktérych wszystkie motywy zostaly usuniete) pozwolitoby na bardziej systemowe
scharakteryzowanie zjawiska. Wyniki obecnej analizy, z powodu jednostkowosci
przyktadow, sa duzo trudniejsze do miarodajnej interpretacji.

4. Na skutek nieokreslonej reprezentatywno$ci zestawu aptameréw wybranych do badan
(uwaga 3), wyniki uzyskane dla pojedynczych przyktadow mozna kwestionowac
wykorzystujac inne pojedyncze przyktady. Przyktadowo, aptamer 111 nie majacy zadnego
wskazanego motywu trawowego lub egzosomowego wigze si¢ z btonami lipidowymi
silniej niz wigkszos¢ badanych aptamerow z takimi motywami (Rysunek 25). Ta sama
uwaga dotyczy (nawet w wigkszym stopniu) doswiadczen wykorzystujacych zmutowane
warianty aptamerow RNA. I tak w przypadku motywu CCCU mozna wskaza¢ przyktad,
W ktorym usuniecie motywu nie ma wptywu na wigzanie (mutant 13A) lub zwigksza site
wigzania (mutant 102D), a dodanie tego motywu zwicksza site wigzania (mutant 10A
i 145A) lub nie ma wpltywu na wigzanie (mutant 111). Zalezy to zapewne od kontekstu
strukturalnego i/lub obecno$ci innych motywow sekwencyjnych, jednak brak
systemowego podejscia do wyboru zestawu aptamerow (uwaga 3) utrudnia wiarygodna
interpretacje uzyskanych wynikow.

5. Drobne uwaga edytorskie. Tabele 23, 24, 25 i 26 to raczej rysunki. Sformutowanie
,medialne warto$ci” jest niezrgczne, nalezatoby uzy¢ sformutowania ,,wartosci median”.



Czes¢ Dyskusja (rozdziat 5) zawiera wiele elementow typowo znajdujacych sie w tej czeSci
rozprawy, do ktoérych naleza podsumowanie uzyskanych wynikéw, dyskusja tych wynikoéw
w $wietle dostepnej literatury przedmiotu oraz wnioski. Sposob prezentacji tych elementow
wskazuje na dobrg znajomo$¢ tematu przez Kandydata oraz krytyczne podejScie do wlasnych
wynikéow (Kandydat dostrzega, ze na podstawie uzyskanych wynikéw nie mozna
jednoznacznie okresli¢ znaczenia badanych motywow sekwencyjnych i strukturalnych).
Kandydat ma rowniez §wiadomos$¢ stabosci zastosowanego podejscia badawczego (np.
mozliwych wad metod modelowania struktury przestrzennej RNA). Moje zdziwienie
wzbudzito jednak wlgczenie do czesci Dyskusja sekcji 5.2.2 i 5.2.3, ktore byly de facto
jedynym miejscem przedstawienia w pracy szeregu waznych rezultatow otrzymanych w trakcie
przeprowadzonych przez Kandydata doswiadczen (i raczej powinny znalez¢ si¢ w rozdziale 4
Wyniki). Rozdzial Dyskusja jest zakonczony czteropunktowym podsumowaniem (sekcja 5.3).
Pierwsze trzy punkty majg petne odniesienie do tresci pracy, pewne watpliwosci budzi jednak
rozbudowany punkt 4 dotyczacy wptywu indywidualnych motywow
sekwencyjnych/strukturalnych RNA na sit¢ oddziatywania z blonami lipidowymi (uwaga 9
ponizej). Trudno jednak nie zgodzi¢ si¢ z finalng konkluzja Kandydata zawarta w ostatnim
akapicie wnioskow (,,W przysztoSci warto by znalez¢ bardziej ztozony model, ktory lepiej
moglby wyjasni¢ zaleznosci pomiedzy tymi elementami i stopien w jakim wptywaja na
powinowactwo RNA-btona”, str. 164).

Uwagi:

6. Kandydat w wielu miejscach podkresla, ze na oddzialywania RNA z btong lipidowa ma
wplyw zarowno obecnos¢ motywow sekwencyjnych jak i motywow strukturalnych
obecnych w strukturze drugorzgedowej czasteczki RNA (oraz kontekst strukturalny dla
motywow sekwencyjnych). Niestety, przeprowadzone analizy dotycza niemal bez wyjatku
motywow sekwencyjnych, podczas gdy potencjalne znaczenie motywow strukturalnych
jest jedynie pobieznie wzmiankowane w dyskusji (wyjatkiem jest motyw spinki do
wlosdw). Istotnie obniza to potencjalng warto$¢ poznawczg pracy.

7. Bioragc pod uwage nieokreslong reprezentatywnos$¢ zestawu aptamerow (uwagi 3 1 4)
waznym sposobem wzmocnienia miarodajnosci uzyskanych wynikow byloby wykazanie
istnienia korelacji migdzy silg wigzania z blonami a liczbg danego typu sekwencji czy
motywow strukturalnych RNA. Niestety, analiza taka zostala przeprowadzona jedynie
w przypadku motywu strukturalnego spinki do wtosow (Rys. 29) oraz liczby nukleotydow
i warto$ci energii swobodnej fatdowania (Rys. 30); przedstawiona analiza wptywu liczby
delecji/insercji bez uwzglednienia ich indywidualnych cech jako$ciowych nie wydaje si¢
mie¢ racjonalnego uzasadnienia. Nalezaloby oczekiwaé, Ze analiza taka zostanie
przeprowadzona dla wszystkich motywow sekwencyjnych 1 strukturalnych. Przyktadowo,
dyskusja na temat ew. roli sekwencji CCCU (sekcja 5.2.1.) powinna by¢ poparta poprawna
analizg korelacji sity wigzania z liczbg tych sekwencji. Recenzent oczekiwalby rowniez, ze
analiza sity korelacji zostanie przeprowadzona ze wsparciem metod statystycznych.
Przyktadowo, co oznacza sformutowanie ,analizy korelacji nie dostarczyty
satysfakcjonujacego wyjasnienia zmiennosci wartosci Kp biorac pod uwage obecnos¢
motywow strukturalnych” (str. 157)? Kandydat nie definiuje poziomu wspotczynnika
korelacji i jego istotnosci statystycznej, ktore uznatby za ,,satysfakcjonujgce”.



8. Konsekwencja zastosowania analizy statystycznej 1 wprowadzenia progdw istotnosci jest
uznanie, ze zmiany/réznice nieosiggajace takich progéw powinny by¢ traktowane jako
nieistotne. Dlatego podsumowanie do§wiadczen analizujgcych wptyw mutacji w sekwencji
RNA na sile wigzania do bton lipidowych przedstawienie w tabelach 29 i 30 jest
niepoprawne metodycznie, gdyz nie rozréznia efektow uznanych za istotne statystycznie
i nieuznanych za takie. W efekcie taczna dyskusja tych wynikoéw rodzi watpliwosci
(w tabelach 29 i 30 nalezaloby przynajmniej zaznaczy¢, ktore efekty zostaly uznane za
istotne statystycznie).

9. Przedstawione w punkcie 4 wnioskow (sekcja 5.3) konkluzje dotyczace potencjalnej roli
badanych motywow sekwencyjnych ostabia jednostkowy charakter obserwacji —
praktycznie dla kazdego proponowanego typu efektu mozna poda¢ przyktad braku takiego
efektu lub nawet efektu odwrotnego (patrz uwaga 4). Tak jest rowniez w przypadku
najszerzej oméwionego motywu CCCU (np. zmiana wigzana aptameru 10A, chociaz
znaczna (64%), nie jest istotna statystycznie i trudno na jej podstawie wyciaga¢ wigzace
whnioski). Podobnie wniosek o mozliwym wplywie jednoniciowego odcinka przy koncu
czasteczki oparty jest o obserwacje¢ tylko jednej czasteczki (aptamer 20).

Podsumowanie.

Recenzowana praca doktorska dotyczy waznego zagadnienia o istotnej wartosci poznawczej
I mozliwym znaczeniu aplikacyjnym (dostarczenie wiedzy przydatnej dla konstrukcji nowych
kombinacji no$nik lipidowy — terapeutyczna czgsteczka RNA). Doktorant wykazat si¢
wymagana wiedza i umiejetnosciami praktycznymi niezbednymi do prowadzenia pracy
badawczej. W mojej opinii rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego
oraz wykazuje ogolna wiedze teoretyczng kandydata 1 umiejetnos¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Dlatego niezaleznie od szeregu zawartych w recenzji uwag
krytycznych przedstawionag mi do oceny rozprawe doktorskg pana Rafata Manki oceniam

pozytywnie.

Whiosek koncowy:

W mojej opinii przedstawiona rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 (ust 1-
2) Ustawy z dnia 20 lipca 2018r — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018,
poz.1668, z pdzniejszymi zmianami). W zwigzku z tym wnosz¢ do Rady Naukowej
Uniwersytetu Opolskiego o kontynuacj¢ postepowania o nadanie panu Rafatowi Mance stopnia
doktora.
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