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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Przemystawa Jurka pt.: Konstrukcja biblioteki aptameréw

DNA w_oparciu o nowe modyfikowane nukleotydy oraz jej zastosowanie do_selekciji

aptameréw wiazacych N-koricowa domene ludzkiego biatka MDM2

Rozprawa doktorska mgr Przemystawa Jurka wykonana zostata pod kierunkiem
dr hab. Matgorzaty Zakrzewskiej w Zaktadzie Inzynierii Biatka Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego oraz w spotce Pure Biologics S.A. Promotorem pomocniczym rozprawy jest
dr Filip Jelen. Problematyka badawcza podjeta w recenzowanej rozprawie jest bardzo atrakcyjna,
zarowno ze wzgledéw poznawczych jak i aplikacyjnych. Odziatywania kwaséw nukleinowych z
biatkami sg w centrum zainteresowan wielu laboratoriéw zajmujacych sie badaniami regulacji
ekspresji genéw na poziomie transkrypcji oraz translacji. Ponadto, opracowana na poczatku lat 90-
tych ubiegtego wieku technika otrzymywania aptameréw w drodze selekcji in vitro z bibliotek
kombinatorycznych  oligonukleotydéw  pozwolita na  otrzymanie  nowych  narzedzi
oligonukleotydowych dla celéw analityki laboratoryjnej i diagnostyki medycznej, a w przysztosci
moze takze umozliwi¢ opracowanie nowych terapeutykéw. Recenzowana rozprawa doktorska

wpisuje si¢ w tg bardzo aktualng problematyke dziatan o charakterze badawczo-rozwojowym.

Przedstawiona do recenzji rozprawa jest liczagcym 142 strony opracowaniem, podzielonym na
nastepujace, zasadnicze czesci: wstep (25 stron), materialy i metody (36 stron), wyniki (39 stron)
oraz dyskusja (10 stron). Po wstepie do rozprawy Autor opisat cel pracy, a po rozdziale dyskusja
zamiescit podsumowanie. Rozprawa zawiera takze streszczenie w wersji polsko- i anglojezycznej,
spis skrotéw oraz bibliografie liczacg 395 pozycji cytowanej literatury zrodtowej. Do rozprawy

dotaczono trzy zataczniki (sumarycznie na 8 stronach).

We wstepie do rozprawy Autor zawart podstawowe informacje dotyczace aptameréw, sposobu
ich otrzymywania metoda SELEX oraz przedstawit krytyczne spojrzenie na zalety i wady aptamerow.
W kolejnym podrozdziale opisat modyfikacje aptamerow stuzace poprawie parametréw wigzania
celu molekularnego i poprawie ich stabilnosci. W kolejnym podrozdziale przedstawit zastosowania
aptameréw w badaniach laboratoryjnych, diagnostyce i prébach terapeutycznych. W ostatnim
podrozdziale Autor zawart podstawowe informacje o biatku MDM2, ktdre byto celem molekularnym

dla aptameréw opisanych w rozprawie. Wstep do rozprawy wprowadza czytelnika w jej tematyke,



zawiera informacje oparte na najnowszej literaturze przedmiotu i przygotowany zostat w sposéb
bardzo kompetentny. Czes$¢ dotyczaca aptamerdw, po odpowiednim przeredagowaniu, mozna by

opublikowac jako interesujgcg prace przegladowa.

Celem badan opisanych przez mgr Przemystawa Jurka byto opracowanie technologii
pozyskiwania na drodze selekcji in vitro aptamerow DNA z wykorzystaniem nowych,
modyfikowanych chemicznie nukleotydéw. Opracowang technologie Autor zamierzat zastosowaé do

pozyskania nowych aptameréw, zdolnych wigzac specyficznie cel molekularny — biatko MDM2.

Zasadnicza cze$¢ rozprawy — wyniki podzielona zostata na cztery czesci. W pierwszej czesci
opisano rezultaty prac majgcych na celu otrzymanie rekombinowanej N-koncowej domeny biatka
MDM2 - MDM2(17-125). Celem drugiej czesci byto otrzymanie modyfikowanych nukleotydéw
wykorzystywanych do otrzymywania aptameréw w dalszych pracach. Autor skoncentrowat sie na
pochodnych uracylu (trifosforanach urydyny) modyfikowanych w pozycji 5 ugrupowaniem
etinylowym, ktére postuzyto do koniugacji czterech réznych podstawnikéw charakteryzujacym sie
m.in. réznym stopniem aromatycznosci. Otrzymane pochodne zostaty scharakteryzowane za
pomocg spektroskopii w swietle UV oraz za pomoca spektrometrii mas. Co wazne, Autor wykazat,
ze odpowiednie trifosforany nukleozydéw sg substratami w reakcji wydtuzania startera przez
polimeraze DNA, co umozliwia ich wykorzystanie do konstrukcji zmodyfikowanych (w stosunku do
ztozonych z czterech podstawowych nukleotydéw) bibliotek oligonukleotydowych.

W Kkolejnym kroku Autor przystapit do selekcji aptamerow DNA wobec fragmentu biatka
MDM2(17-125) wykorzystujgc do konstrukcji biblioteki kombinatorycznej oligonukleotydéw jeden z
otrzymanych modyfikowanych trifosforanow urydyny, z podstawnikiem w pozycji 5 zasady
zawierajgcym ugrupowanie p-chlorometylobenzenu. Wybér tej modyfikacji podyktowany byt
podobienstwem strukturalnym do ugrupowan p-chlorometylobenzenu znajdujacych sie w nutlinie-
3a, znanym ligandzie wigzacym sie w hydrofobowej kieszeni biatka MDM2. Autor opracowat protokot
eksperymentalny i przeprowadzit 12 cykli selekcji in vitro, stosujgc wyjsciowa biblioteke
kombinatoryczng z 44-nukleotydowym regionem zdegenerowanym (typu random) oraz fragment
biatka MDM2(17-125) jako cel molekularny. W trakcie selekcji zmieniana byta presja selekcyjna
przez uzycie mniejszej ilosci biatka, skrocenie czasu inkubacji, zmiang sposobu odmywania
niezwigzanych aptameréw, a takze przeprowadzono szereg procesow kontrselekcji. Nastepnie,
biblioteke wyjsciowg oraz wzbogacone biblioteki z wybranych cykli selekcji potgczono wedtug
okreslonego schematu i poddano sekwencjonowaniu NGS. Wyniki sekwencjonowania poddano
zaawansowanej analizie bioinformatycznej. Kolejne kroki analizy zmierzaty do zredukowania liczby
rozpatrywanych sekwencji nukleotydowych i zebrania ich w rodziny — klastry, sposréd ktérych w
korcowym etapie wytypowano jedynie 13 rodzin, ktérych wystepowanie w kolejnych cyklach selekcji

poddano bardziej szczegotowej analizie.



W nastepnym podrozdziale opisano wyniki pomiaréw oddziatywan wybranych aptamerow z
biatkiem MDM2. Do tego celu zastosowano test immunoenzymatyczny ELONA (odpowiednik testu
ELISA, w ktorym jedno z przeciwciat zastgpione jest przez aptamer) oraz technike
powierzchniowego rezonansu plazmonowego (SPR). Do testow wykorzystano wybrane
zmodyfikowane aptamery, aptamery zawierajace tylko region losowy w wersji zmodyfikowane; i
niezmodyfikowanej, a jako cel molekularny uzyto N-koricowg domene biatka MDM2 - MDM2(17-
125), a takze biatko petnej dtugosci w fuzji z GST. Ten rozdziat dokumentuje duza determinacje
Autora w poszukiwaniu aptameru wobec MDM2 o jak najlepszych wiasciwosciach. Wykazat, ze
wszystkie 13 klondéw, ktére zostaty wybrane po analizie NGS wigza fragment biatka MDM2(17-125).
Natomiast, po zmianie na biatko petnej dtugosci MDM2(1-497) w fuzji z GST jedynie dwa aptamery
zachowaty zdolnos¢ wigzania biatka MDM2 ze statg dysocjacji w zakresie submikromolarnym.

W rozdziale dyskusja Autor opisat najwazniejsze wyniki otrzymane podczas realizacji
poszczegoélnych etapow pracy doktorskiej. Wykazat przy tym umiejetnosé krytycznego spojrzenia na
otrzymane wyniki, podjat probe wyjasnienia nieoczekiwanych obserwacji i sprecyzowat sposéb
prowadzenia dalszych badan. Sprawia to, ze rozdziat ten czyta sie z duzym zainteresowaniem.
Sadze, ze rozdziat ten Swiadczy o duzej dojrzato$ci Autora jako mtodego badacza. Autor
odpowiedziat przy tym na szereg pytan, ktére pojawiaja sie podczas lektury rozprawy. Kilka
zagadnien zastuguje jednak na dodatkowy komentarz, o ktéry prosze Autora podczas publicznej
obrony rozprawy.

1/ Czym kierowano sie wybierajac 44-nukleotydowy region typu random w wyj$ciowej
bibliotece kombinatorycznej?

2/ ' W rozprawie nie znalaztem informacji na temat mozliwych struktur drugorzedowych
tworzonych przez aptamery. Czy taka analiza (komputerowa badz eksperymentalna) byta

prowadzona lub jest planowana?

3/ Otrzymane aptamery sg stosunkowo dtugimi oligonukleotydami. Co Autor sadzi o
mozliwosci zredukowania ich dtugosci, przy zachowaniu pozgdanych wtasciwosci? Hipotetycznie,
jak mogtby wygladaé motyw strukturalny/sekwencja nukleotydowa odpowiedzialna za wigzanie
biatka MDM2?

4/ Jakie ewentualne dziatania mozna by podjg¢ aby otrzymac aptamery silniej wigzgce sie do
biatka MDM27?

Rozprawa doktorska mgr Przemystawa Jurka przygotowana zostata starannie. Z obowigzku
recenzenta musze jednak odnotowaé kilka pomytek zauwazonych w tekscie np.. str. 5 —
jednoliterowe symbole: A, C, G i U okres$lajg nukleozydy a nie zasady nukleinowe; w spisie skrotow

i tekscie rozprawy — nieaktualna terminologia: trojfosforan, dwufosforan; str. 89, powtérzony



fragment tekstu. Poza drobnymi usterkami, recenzowana rozprawa zostata przygotowana bardzo

dobrze.

Realizacja pracy doktorskiej mgr Przemystawa Jurka umozliwita opracowanie platformy
biotechnologiczne] stuzacej do selekcji modyfikowanych chemicznie aptameréw DNA. Autor
zweryfikowat uzytecznos¢ proponowanych rozwigzan poprzez selekcje aptameréw wigzgcych biatko
MDM2. Wyniki, ktoére otrzymat zostaly w rozprawie wnikliwe przedyskutowanie, w sposéb
Swiadczacy o szerokim zorientowaniu Autora w uprawianej dziedzinie. O tym $wiadczy takze licznie
cytowany artykut przeglgdowy na temat aptameréw opublikowany kilka lat temu, ktérego
mgr Przemystaw Jurek jest wspotautorem. Wazne, ze wyniki otrzymane podczas realizacji pracy
doktorskiej postuzyty do opracowania zgtoszenia patentowego obejmujgcego metode otrzymywania
modyfikowanych nukleotydéw, ich zastosowanie do otrzymywania oligonukleotydow i wykorzystanie
do selekcji aptamerow. Przyczynity sie réwniez do pozyskania grantu badawczo-rozwojowego z
NCBIR oraz sg wykorzystywane w dwoéch innych projektach realizowanych przez spoétke Pure
Biologics.

W podsumowaniu stwierdzam, Zze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska
mgr Przemystawa Jurka spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003
roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki i wnosze

do Rady Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie mgr Przemystawa
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Jurka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



