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Praca doktorska Pana mgr. Przemystawa Jurka poswigcona zostata poszukiwaniom nowych podejs¢
1 rozwigzan pozwalajacych zaréwno zwieksza¢ spektrum aptamerow DNA/RNA generowanych metoda
SELEX, jak i nadawa¢ im nowe niespotykane dotad wiasciwosci. Zgodnie z najogdlniejszg definicjg
aptamerem nazwa¢ mozna oligonukleotyd lub peptyd, posiadajgcy wysokie powinowactwo wobec
okreslonej czasteczki i zdolnos¢ do specyficznego jej wigzania. W mysl powyzszej definicji za naturalne
aptamery uzna¢ mozna ryboprzelaczniki oraz zmienne fragmenty tancucha lekkiego przeciwciat. Badania
aptamerow cieszyly si¢ szczeg6lng popularnoscig pod koniec XX wieku, gdy opracowano stosunkowo
proste metody ich wytwarzania w warunkach laboratoryjnych. W przypadku oligonukleotydow
najpowszechniej stosowana metodg otrzymywania aptameréw o pozadanych wiasciwosciach fizycznych
1 chemicznych byta i jest nadal ich selekcja in vitro. Metoda nazwana w skrocie SELEX (ang. Systematic
Evolution of Ligands by Exponential Enrichment) polega na wylawianiu z tzw. bibliotek
kombinatorycznych DNA lub RNA, oligonukleotydow o oczekiwanej charakterystyce. Niestety, ogromne
nadzieje i optymizm, jakie pojawily si¢ wraz z pozyskiwaniem kolejnych oligonukleotydowych
aptamerow, nie przelozyly si¢ w kolejnych latach na powszechnie oczekiwane, spektakularne sukcesy
w sferze ich aplikacji. Jedng z podstawowych przyczyn byt réwnolegly dynamiczny rozwdj badan
dotyczacych otrzymywania i wykorzystywania przeciwcial. Ze wzgledu na ich wieksza réznorodnosé
(biatka zbudowane sa z 20 aminokwasow, podczas gdy DNA/RNA zaledwie z 4 nukleotydow) aptamery
peptydowe wydawaly si¢ przewyzsza¢ pod kazdym wzgledem oligonukleotydowe analogi. Kolejne lata

badan kaza nam jednak istotnie zweryfikowa¢ powyzszy poglad. Stad w ostatnim czasie zaobserwowaé



mozna wyrazny wzrost zainteresowania aptamerami DNA i RNA. W ten wiasnie nurt badan wpisuje
si¢ recenzowana rozprawa. Biorac pod uwage stosunkowo ubogi repertuar grup chemicznych oferowanych
przez naturalne nukleotydy, Doktorant postanowil opracowac¢ techniki pozwalajace selekcjonowac in vitro
aptamery DNA zawierajagce w swej strukturze dodatkowe grupy funkcyjne. Zgodnie z przyjetymi
zalozeniami, osiggni¢cie powyzszego celu wigzato si¢ z realizacjg dwdch zadan:

e adaptacjg standardowej procedury selekcji aptamerow in vitro do wymogéw zwigzanych

z zastosowaniem modyfikowanych chemicznie nukleotydow;
o weryfikacja opracowanych procedur przez przeprowadzenie pelnego eksperymentu selekcji

aptamerdw wigzacych wybrane bialko.

W Swietle przedstawionych powyzej faktow stwierdzi¢ mozna, iz praca doktorska
Pana mgr. Przemystawa Jurka poswiecona zostala wazkim i aktualnym problemom badawczym,

majacym zaréwno istotny wymiar poznawczy, jak i praktyczny.

Strona formalna rozprawy

Pod wzglgdem formalnym rozprawa nie budzi wigkszych zastrzezen. Zostata ona skomponowana w sposéb
klasyczny, co oznacza, iz Autor wyr6znil w niej nastepujace czescei:

* rozdzial zatytulowany Wstep, w ktorym Doktorant dos¢ krotko i zwiezle przedstawil najwazniejsze
informacje dotyczace metody SELEX, a takze wad i zalet stosowania aptameréw DNA/RNA oraz
przeciwcial w diagnostyce i terapii medycznej. Na zakonczenie krétko opisat biatko majace
stanowi¢ cel molekularny w zaplanowanym eksperymencie SELEX, oraz przyczyny jego wyboru;

e rozdzial Cel pracy, zawierajacy jasno sprecyzowane gtéwne kierunki bada;

e rozdzial Materialy i Metody, w ktorym wyczerpujaco zaprezentowane zostaly podstawowe
materialy oraz metody stosowane w trakcie wykonywania badan;

¢ rozdzial Wyniki, klarownie opisujacy przebieg badan i uzyskane rezultaty:;

e rozdziat Dyskusja, w ktérym wyniki przeprowadzonych badan zostaty wszechstronnie oméwione
na tle spostrzezen poczynionych przez innych badaczy;

* rozdzial Podsumowanie krétko prezentujacy najwazniejsze rezultaty i dalsze perspektywy badan;

e rozdzial Literatura oraz Zalgczniki.

Dodatkowo rozprawa zaopatrzona zostata w:
* bardzo bogaty Spis skrétéw — jak to czesto bywa, niektore skroty moga budzié pewne watpliwosci
np. XdUTP rozwinigto jako trdjfosforan nukleotydu. Ponadto, nie wiem czy konieczne byto

zamieszczanie w tym rozdziale powszechnie stosowanych skrétow takich jak DNA czy RNA.



e Spis tresci

e Streszczenie i Abstract

Generalnie strona formalna rozprawy nie budzi wigkszych zastrzezen. W tekscie wystepuje jednak kilka
niezbyt fortunnych okreslen takich jak np.: ,,fragment DNA” (A czym jest fragment DNA? To przeciez
takze DNA, chyba ze Autorowi chodzito o samg tylko reszt¢ cukrowa lub zasadg.), ,,Jlosowa biblioteka™
(sadzg, ze w kontekscie omawianych zagadnien losowe sa sekwencje oligonukleotydow, losowe biblioteki
tez mozna by sobie wyobrazi¢, ale to juz catkiem inny problem), ,,odwrotnie komplementarne matryce”
(nie bardzo rozumiem co oznacza to w odniesieniu do kwaséw nukleinowych) czy okreslenie ,,szereg
nieodzownych wad”. Dodatkowo na stronach 89/90 jeden paragraf zostal zduplikowany. Wszystkie

te zastrzezenia nie zmieniaja jednak zasadniczo pozytywnej oceny pracy.

Strona merytoryczna rozprawy

Uwazam, ze przedstawione w pracy badania zostaly zaro6wno dobrze zaprojektowane, jak
i konsekwentnie przeprowadzone. Stanowia one zwarta, logiczng cato$¢. Przewazajaca czes$¢ rozprawy nie
budzi istotnych zastrzezen merytorycznych. Majac na uwadze jej zasadniczy cel, Doktorant rozpoczat od
wyboru celu molekularnego dla selekcjonowanych aptameréw. Stat si¢ nim 109-aminokwasowy fragment
ludzkiego biatka MDM2 stanowigcy domeng N-koncowa odpowiedzialng za wigzanie z biatkiem p53.
Myslg, ze decyzja ta nie byta do konica trafna. Rozumiem, iz ludzkie biatko MDM2 jest bardzo interesujace
z punktu widzenia terapii przeciwnowotworowej, jednak niekoniecznie jako modelowy cel molekularny
w badaniach zmierzajacych do optymalizacji nowych rozwigzan eksperymentalnych. W takim przypadku
moze lepiej byloby wybra¢ biatko dobrze rozpuszczalne, ktorego struktura zostala poznana i nie wzbudza
zadnych watpliwosci. Stosujac standardowe podejscia Doktorant wyprodukowal wspomniany fragment
biatka MDM2 w systemie bakteryjnym. Poniewaz biatko byto akumulowane w komorkach w formie ciatek
inkluzyjnych, podczas oczyszczania zostalo poddane denaturacji. Na zakonczenie preparat o wysokiej
homogennosci byt renaturowany i poddawany analizom fizykochemicznym, majacym na celu
potwierdzenie, iz biatko przyjeto natywna strukture.

W kolejnym etapie badan Doktorant otrzymat zmodyfikowane nukleotydy, ktére zamierzal
wykorzysta¢ do otrzymania bibliotek kombinatorycznych oraz wykazat, ze nukleotydy te sa kompatybilne
z enzymami stosowanymi w metodzie SELEX. Oznacza to, ze ich tréjfosforany sa substratami
dla zastosowanych w badaniach polimerazy oraz ze mozliwe jest sekwencjonowanie wyselekcjonowanych
oligomer6w. Tak przygotowany przystapit do whasciwego eksperymentu selekcji in vitro. Po kazdym etapie
selekeji uzyskiwane pule oligonukleotydow poddawane byly analizie metoda sekwencjonowania nowej

generacji.



Po 12 etapach selekcji zgromadzone dane zostaly poddane obrobee bioinformatycznej. Sekwencje
potencjalnych aptameréw przeanalizowano metoda grupowania hierarchicznego, w wyniku czego
wyloniono sekwencje reprezentatywne dla kazdej z grup. Na tej podstawie uzyskano reprezentatywne
aptamery i scharakteryzowano ich zdolno$¢ do wiazania celu molekularnego metoda
immunoenzymatyczng oraz analizy rezonansu plazmonéw powierzchniowych.

Zaprezentowane w rozprawie wyniki jednoznacznie $wiadcza, iz Doktorant zdotal osiggna¢
podstawowy cel swoich badan. Wykazat, ze metodg SELEX mozna uzyskiwa¢ aptamery zawierajace
otrzymane przez Niego zmodyfikowane nukleotydy. Mam jednak wrazenie, ze przebieg selekcji, jej wynik,
czyli zestaw uzyskanych aptameréw oraz charakterystyka ich zdolnosci do wigzania celu molekularnego
nie poddaja si¢ tatwej i jednoznacznej interpretacji. Analiza zaprezentowanych danych pozwala sadzi¢,
ze wprowadzenie do oligomerow silnie hydrofobowych grup moze prowadzi¢ do niespecyficznych
oddzialywan z celem molekularnym oraz zaburzen w jego strukturze. W przypadku niektérych
z obserwowanych efektow nie mozna zatem stwierdzi¢, czy sa one wynikiem oczekiwanych od aptamerow
specyficznych oddzialywan, czy dzielem przypadku. Problem ten chcialbym przedyskutowaé
z Doktorantem podczas publicznej obrony rozprawy doktorskiej. Wydaje sie, ze rozwigzanie tych kwestii
wymagaloby przeprowadzenia szeregu dodatkowych eksperymentéw wybiegajacych poza zakres prac
zaplanowanych w ramach niniejszych badan.

Bioragc pod uwage catoksztalt dokonan zaprezentowanych w ocenianej rozprawie sadze,
ze na specjalne uznanie zashuguje sposob, w jaki Doktorant zdotal potaczy¢ szereg technik
eksperymentalnych, od typowych dla chemii metod syntezy modyfikowanych nukleotydow, poprzez
charakterystyczne dla biologii molekularnej metody produkcji biatek i analizy DNA, bioinformatyczne
metody analizy danych NGS, az do wyrafinowanych metod fizykochemicznych stosowanych do oceny
oddziatywan aptamer-biatko. Fakt ten $wiadczy o dobrym przygotowaniu i dojrzatosci naukowej
Kandydata.

Zamieszczone powyzej drobne uwagi krytyczne nie wpltywajg w istotny sposéb na mojg wysoka
ocene¢ pracy. Uwazam, ze spelnia ona wszelkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim, stad wnosze

o dopuszczenie mgr. Przemystawa Jurka do dalszych etapoéw przewodu.

Prof. Marek| Figlerowicz



