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ktorskiei mqr Przemvslawa Jurka pt. : Konstrukcia biblioteki aptamer6w

Rozprawa doktorska mgr Pzemyslawa Jurka wykonana zostala pod kierunkiem

dr hab. Malgozaty Zakrzewskiej w Zakladzie lnzynierii Bialka Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu

Wroclawskiego oraz w spolce Pure Biologics S.A. Promotorem pomocniczym rozprawy jest

dr Filip Jele6. Problematyka badawcza podjgta w recenzowanej rozprawie jest bardzo atrakcyjna,

zar6wno ze wzglqd6w poznawczych jak i aplikacyjnych. Odziatywania kwas6w nukleinowych z

bialkami sq w centrum zainteresowafi wielu laboratori6w zajmujqcych sig badaniami regulacji

ekspresji gen6w na poziomie transkrypcji oraz translacji. Ponadto, opracowana na poczqtku lat g0-

tych ubieglego wieku technika otzymywania aptamer6w w drodze selekcji rn yltro z bibliotek

kombinatorycznych oligonukleotyd6w pozwolila na otrzymanie nowych nazgdzi

oligonukleotydowych dla cel6w analityki laboratoryjnej i diagnostyki medycznej, a w przyszlo6ci

mo2e takze umo2liwic opracowanie nowych terapeutyk6w. Recenzowana rozprawa doktorska

wpisuje sig w ta bardzo aktualnq problematykQ dzialan o charakterze badawczo-rozwojowym.

DNA w oDarciu o nowe modvfikowane nukleotvdv oraz iei zastosowanie do selekcii

aptamer6w wia2acvch N-koricowa domene ludzkieoo bialka MDM2

Pzedstawiona do recenzji rozprawa jest liczqcym 142 strony opracowaniem, podzielonym na

nastgpujqce, zasadnicze czg6ci: wslgp (25 stron), materialy i metody (36 stron), wynrkr (39 stron)

oAz dyskusja (10 stron). Po wstQpie do rozprawy Autor opisal cel pracy, a po rozdziale dyskusja

zamieScil podsumowanie. Rozprawa zawiera tak2e streszczenie w wersji polsko- i anglojgzycznej,

sp,s skr6tdw oraz bibliografig liczqcq 395 pozyc.ji cytowanej literatury zr6dlowej. Do rozprawy

dolqczono lzy zalqczniki (sumarycznie na 8 stronach).

We wslepie do rozprawy Autor zawarl podstawowe informacje dotyczEce aptamer6w, sposobu

ich otzymywania metodq SELEX oraz pzedstawil krytyczne spojrzenie na zalety iwady aptamer6w.

W kolejnym podrozdziale opisal modyfikacje aptamer6w slu2qce poprawie parametr6w wiezania

celu molekularnego i poprawie ich stabilnoSci. W kolejnym podrozdziale pzedstawil zaslosowania

aptamer6w w badaniach laboratoryjnych, diagnostyce i pr6bach terapeutycznych. W ostatnim

podrozdziale Autor zawarl podstawowe informacje o bialku MDM2, kt6re bylo celem molekularnym

dla aptamer6w opisanych w rozprawie. Wstgp do tozptawy wprowadza czytelnika w jej tematykg,



zawiera informacje oparte na najnowszej literatuze przedmiotu i pzygotowany zostal w spos6b

bardzo kompetentny. Czesc dotyczqcq aptamer6w, po odpowiednim przeredagowaniu, mozna by

opublikowa6 jako interesujqcq pracq pzeglqdowq.

Celem badah opisanych przez mgr Pzemyslawa Jurka bylo opracowanie technologii

pozyskiwania na drodze selekcji rn vitro aptamer6w DNA z wykozystaniem nowych,

modyfikowanych chemicznie nukleotyd6w. Opracowanq technologie Autor zamierzal zastosowa6 do

pozyskania nowych aptamer6w, zdolnych wiqzac specyficznie cel molekularny - bialko MDM2.

Zasadnicza czgSd rozprawy - wyniki podzielona zostala na cztery czeici. W pieruszej czqSci

opisano rezultaty prac majqcych na celu otzymanie rekombinowanej N-koricowej domeny bialka

MDM2 - MDM2(17-125). Celem drugiej czgSci bylo otzymanie modyfikowanych nukleotyd6w

wykorzystywanych do otzymywania aptamer6w w dalszych pracach. Autor skoncentrowal sie na

pochodnych uracylu (trifosforanach urydyny) modyfikowanych w pozycji 5 ugrupowaniem

etinylowym, kt6re posiuzylo do koniugacji czterech r62nych podstawnik6w charakteryzujqcym siq

m.in. r62nym stopniem aromatycznoSci. Otrzymane pochodne zostaly scharakteryzowane za

pomocq spektroskopii w Swietle UV oraz za pomocq spektrometrii mas. Co wazne, Autor wykazal,

2e odpowiednie trifosforany nukleozyd6w sq substratami w reakcji wydluzania slatlera ptzez

polimerazq DNA, co umozliwia ich wykozystanie do konstrukcji zmodyfikowanych (w stosunku do

zlo2onych z czlerech podstawowych nukleotyd6w) bibliotek oligonukleotydowych.

W kolejnym kroku Autor pzystEpil do selekcji aptamer6w DNA wobec fragmentu bialka

MDM2(17 -125) wykozystujqc do konstrukcji biblioteki kombinatorycznej oligonukleotyd6w jeden z

otzymanych modyfikowanych trifosforan6w urydyny, z podstawnikiem w pozycji 5 zasady

zawierajqcym ugrupowanie p-chlorometylobenzenu. Wyb6r tej modyfikacji podyktowany byl

podobieistwem strukturalnym do ugrupowai p-chlorometylobenzenu znajdujqcych sie w nutlinie-

3a, znanym ligandzie wiqzqcym sig w hydrofobowej kieszeni bialka MDM2. Autor opracowal protok6l

eksperymentalny i pzeprowadzil 12 cykli selekcji rn v/ro, stosujqc wyjSciowq bibliotekg

kombinatorycznq z 44-nukleotydowym regionem zdegenerowanym (typu random) oraz fragment

bialka tt/DM2(1 7-125) jako cel molekularny. W trakcie selekcji zmieniana byla presja selekcyjna

ptzez uLycie mniejszej iloSci bialka, skr6cenie czasu inkubacji, zmiane sposobu odmywania

niezwiqzanych aptamer6w, a tak2e Wzeptowadzono szereg proces6w kontrselekcji. Nastgpnie,

biblioteke wyjSciowq oraz wzbogacone biblioteki z wybranych cykli selekcji polqczono wedlug

okreSlonego schematu ipoddano sekwenc.jonowaniu NGS. Wyniki sekwencjonowania poddano

zaawansowanej analizie bioinformatycznej. Kolejne kroki analizy zmierzaly do zredukowania liczby

rozpatrywanych sekwencji nukleotydowych i zebrania ich w rodziny - klastry, sposr6d kt6rych w

ko6cowym etapie wytypowano jedynie 13 rodzin, kt6rych wystepowanie w kolejnych cyklach selekcji

poddano bardziej szczeg6lowej analizie.



W nastgpnym podrozdziale opisano wyniki pomiar6w oddzialywah wybranych aptamer6w z

bialkiem MDM2. Do tego celu zastosowano test immunoenzymatyczny ELONA (odpowiednik testu

ELISA, w kt6rym jedno z przeciwcial zastqpione jest przez aptamer) oraz technikg

powierzchniowego rezonansu plazmonowego (SPR). Do test6w wykozystano wybrane

zmodyfikowane aptamery, aptamery zawierajqce tylko region losowy w wersji zmodyfikowanej i

niezmodyfikowanej, a jako cel molekularny uzyto N-koricowq domene bialka MDM2 - MDM2(17-

125), a lak2e bialko pelnej dlugoSci w fuzji z GST. Ten rozdzial dokumentuje duzE determinacjq

Autora w poszukiwaniu aptameru wobec MDM2 o jak najlepszych wlaSciwoSciach. Wykazal,2e

wszystkie 13 klon6w, kt6re zostaly wybrane po analizie NGS wiqza fragment biatka MDM2(17-125).

Natomiast, po zmianie na bialko pelnej dlugo6ci MDM2(1-497) wluliz GST jedynie dwa aptamery

zachowaly zdolno6c wiqzania bialka MDM2 ze stalq dysocjacji w zakresie submikromolarnym.

W rozdziale dyskusja Autor opisal najwazniejsze wyniki otzymane podczas realizaqi

poszczeg6lnych etap6w pracy doktorskiej. Wykazal Wzy lym umiejqtnoSc kfiycznego spojrzenia na

otzymane wyniki, podjql pr6bq wyjaSnienia nieoczekiwanych obserwacji i sprecyzowal spos6b

prowadzenia dalszych badai. Sprawia to, 2e rczdzial ten czyta sie z duzym zainteresowaniem.

Sqdzg, 2e rozdzial ten Swiadczy o duzej dojzalosci Autora jako mlodego badacza. Autor

odpowiedzial pzy tym na szereg pytari, kt6re pojawiajq sig podczas lektury rozprawy. Kilka

zagadnieh zasluguje jednak na dodatkowy komentarz, o kt6ry proszg Autora podczas publicznej

obrony rozprawy.

1l Czym kierowano siq wybierajqc 44-nukleotydowy region typu random w wyjSciowej

bibliotece kombinatorycznej?

2/ W rozprawie nie znalazlem informacji na temat mo2liwych struktur drugorzQdowych

twozonych pzez aptamery. Czy taka analiza (komputerowa bqd2 eksperymentalna) byla

prowadzona lub jest planowana?

3/ Otzymane aptamery sq stosunkowo dlugimi oligonukleotydami. Co Autor sqdzi o

mo2liwo5ci zredukowania ich dlugoSci, pzy zachowaniu pozadanych wlaSciwoSci? Hipotetycznie,

jak m6glby wyglqdac motyw strukturalny/sekwencja nukleotydowa odpowiedzialna za wiqzanie

bialka MDM2?

4/ Jakie ewentualne dzialania mozna by podjqi aby otzymac aptamery silniej wiq2qce sig do

biaika MDM2?

Rozprawa doktorska mgr Pzemyslawa Jurka pzygotowana zostala starannie. Z obowiqzku

recenzenta muszq jednak odnotowa6 kilka pomylek zauwazonych w tekscie np.: str. 5 -
jednoliterowe symbole: A, C, G i U okreslajq nukleozydy a nie zasady nukleinowe; w spisie skr6t6w

i tekScie rozprawy - nieaktualna terminologia: tr6jfosforan, dwufosforan; str. 89, powt6zony



fragment tekstu. Poza drobnymi usterkami, recenzowana rozptawa zostala przygotowana bardzo

dobze.

Realizacja pracy doktorskiej mgr Przemyslawa Jurka umo2liwila opracowanie platformy

biotechnologicznej sluzecej do selekcji modyfikowanych chemicznie aptamer6w DNA. Autor

zweryfikowal u2ytecznoSc proponowanych rozwi4zan popzez selekcje aptamer6w wiqZqcych bialko

MDM2. Wyniki, kt6re otzymal zostaly w rozprawie wnikliwe pzedyskutowanie, w spos6b

Swiadczqcy o szerokim zorientowaniu Autora w uprawianej dziedzinie. O tym Swiadczy tak2e licznie

cytowany artykul przeglqdowy na temat aptamer6w opublikowany kilka lat temu, kt6rego

mgr Pzemyslaw Jurek jest wsp6lautorem. Wa2ne, 2e wyniki otrzymane podczas realizaqi pracy

doktorskiej posluzyly do opracowania zgloszenia patentowego obejmujqcego metodg otzymywania

modyfikowanych nukleotyd6w, ich zastosowanie do otzymywania oligonukleotyd6w i wykozystanie

do selekcji aptamer6w. Pzyczynily sie r6wnie2 do pozyskania grantu badawczo-rozwojowego z

NCBiR oraz se wykorzystywane w dw6ch innych projektach realizowanych pzez spo{kg Pure

Biologics.

W podsumowaniu stwierdzam, 2e pzedstawiona do recenzji tozptawa doktorska

mgr Pzemyslawa Jurka spelnia warunki okreSlone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003

roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach itytule w zakresie sztuki i wnoszg

do Rady Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroclawskiego o dopuszczenie mgr Pzemyslawa

Jurka do dalszych etap6w pzewodu doktorskiego.
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