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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marcina Ziemniaka ,Nowe syntetycziie analogi <1
kapu mRNA i ich zastosowania w badaniach biochemicznych i strukturalnych nad
kompleksem enzymatycznym degradujacym kap Dcp1/Dcp2 i innymi biatkami

oddziatujgcymi z kapem”.

Struktura kapu jest istotnym elementem eukariotycznych mRNA, czasteczek
kluczowych dla najbardziej podstawowego procesu zycia — przeptywu informacji od DNA do
biatka. Badania pochodnych kapu mogg dostarczyé nie tylko istotnych informacji o
mechanizmie jego przetwarzania, ale takie pozwoli¢ na stworzenie narzedzi zaréwno
badawczych, jak i terapeutycznych. Stad tematyka badawcza podjeta przez Doktoranta jest

istotna i ciekawa.

W sktad przedstawionej mi do oceny pracy doktorskiej wchodzi wstep teoretyczny,
opis badar wtasnych, opis materiatéw i metod oraz bibliografia. Struktura tekstu odbiega od
tradycyjnego ukfadu. Brak jest wyraZnie oddzielonej Dyskusji uzyskanych wynikéw (obecny
jest jedynie krétki podrozdziat 2.4.2.0 ,,Podsumowanie i komentarz uzyskanych wynikéw”).
Wprowadzenie teoretyczne napisane jest z duzym rozmachem (zajmuje pofowe objetosci
rozprawy) i pokrywa bardzo wiele tematéw, od podstaw chemii kwaséw nukleinowych przez
syntetyczng chemie organiczng analogéw kapu, podstawy metod fluorescencyjnych,
enzymologii, po biologie kapu i zastosowania jego analogéw. Z jednej strony doceniam
wysitek Doktoranta oraz rozmach z jakim podszedt do przygotowania Wstepu, z drugiej

strony dla czytelnika lepiej byloby, gdyby wstep ograniczat sie do zagadnier S$cisle
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zwigzanych z pracami wtasnymi Doktoranta. Podrozdziat 1.4.2 ,Dynamika konformacyjna
biatek” oraz w szczeg6Inosci rozwazania o zwijaniu sig biatek nie sg konieczne, a sitg rzeczy sa
tez opisane pobieznie. Jest to przyktad czesci wstepu, ktéra mogtaby bez uszczerbku dla

jakosci rozprawy by¢ pominieta.

W badaniach wtfasnych Doktoranta szacunek budzi niezwykle szeroki wachlarz
zastosowanych metod. W ich zakres wchodzg synteza organiczna, charakterystyka
biochemiczna (badania enzymatyczne, pomiary statych wigzania dla oddziatywan ligandéw z
biatkiem, transkrypcja in vitro), czy metody spektroskopowe (fluorescencja, NMR). Opis
badan wtasnych rozpoczyna sie od syntezy chemicznej analogdw kapu (wprowadzenie
teoretyczne do tej czesci jest bardzo dobrze opisane we wstepie). Ta czes¢ prac jest opisana
starannie i wyczerpujgco i uzupetniona bardzo profesjonalnie w czesci Metody wynikami
analiz HPLC oraz spektroskopowych potwierdzajacych strukture chemiczng uzyskanych
zwigzkdow. Duzo uwagi jest poswiecone okresleniu konfiguracji absolutnej uzyskanych
zwigzkow, co pozwoli kolejnym badaczom syntetyzujacym te zwigzki wyizolowac wtasciwe
stereoizomery. Kolejne etapy prac zawieraty wyczerpujaca charakterystyke biochemiczna
uzyskanych analogéow oraz ich badania, jako inhibitoréw. Opisane sa tez badania

spektroskopowe oraz badania funkcjonalne degradacji histonowego mRNA.

Jako$¢ merytoryczng przeprowadzonych prac oceniam bardzo wysoko. Jest to
dodatkowo potwierdzone przez fakt, ze wiekszos¢ z zamieszczonych w pracy wynikow jest
juz opublikowana, a co za tym idzie zostata zweryfikowana przez innych specjalistow w tej
dziedzinie. Mgr Ziemniak jest pierwszym autorem trzech prac doswiadczalnych

opublikowanych w RNA, Bioorg Med Chem., RSC Adv.) oraz pracy przegladowej w Future
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Med Chem. Jest to znakomity dorobek dla mtodego badacza. Szczegélng uwage zwraca praca

w bardzo dobrym czasopismie RNA, ktéra zawiera opis analogéw kap, jako inhibitorow

kompleksu Dcp1/2.

W Wynikach Wtasnych zamieszczono opis wynikow uzyskanych przez innych badaczy
(2.3.1.4 Badania spektroskopowe UV-Vis; 2.3.2.1 Wiazanie do elF4E, Inhibicja translacji,
Wigzanie sie do Dcp; 2.3.2.25 Translacja in vitro; 2.4.1.2.2 Kinetyka w warunkach jednego
obrotu; 2.4.2.2 Wptyw elementéw strukturalnych RNA na jego stabilnosé; 2.4.2.3 Translacja i
stabilnos¢ histonowego mMRNA; 2.4.2.4 Destabilizacja histonowego mRNA; 2.4.2.5
Potwierdzenie roli Dcp2 w degradacji egzogennego mRNA). Osobiscie preferuje konwencje,
w ktérej doswiadczenia wykonane przez innych badaczy sg tylko wspomniane w Wynikach

dla zachowania ciggtosci wywodu, a sam wynik jest prezentowany w Dyskusji.

Podczas obrony prositbym Doktoranta o przedyskutowanie dwéch kwestii. Pierwsza
dotyczy fluorescencyjnych pochodnych kapu (zwigzki 18-22). Czy i w jakim stopniu
znakowanie pozycji 2’ i 3’ pierscienia rybozy oraz fakt, ze uzyskane zwigzki stanowig
mieszanine tych dwéch form moze ograniczac ich zastosowanie poza opisanymi w pracy
badaniami DcpS? Czy istniejg biatka, ktére tworza oddziatywania z pozycjami 2" i 3’
pierscienia rybozy i wprowadzona modyfikacja moze te oddziatywania blokowa¢? Druga
kwestia dotyczy inhibitorowych wtasnosci zwigzku 14b. Badania kinetyczne wskazuja, ze jest
on mieszanym inhibitorem. Jaki moze by¢ molekularny mechanizm inhibicji zgodny z
mieszanym charakterem? Czy fakt ze zwigzek 14b jest powoli hydrolizowany ogranicza jego

zastosowania? Czy wartosci 1400 uM s3 na tyle niskie, ze pozwalaja na planowanie
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praktycznych zastosowarn? Jakie dalsze modyfikacje mozna by wprowadzi¢ do zwigzku 14b,

aby zwigkszy¢ jego site wigzania oraz ograniczy¢ hydrolize?

Od strony edytorskiej praca zostata przygotowana poprawnie — szczegdlnie ryciny s
przygotowane bardzo starannie. Kilka sformutowan zawartych w pracy jest nieprecyzyjnych.
Na stronie 65 mowa jest o ewolucji konwergentnej, jako zachodzacej miedzy
niespokrewnionymi filogenetycznie organizmami. W tym jednak przypadku chodzi o
konwergentng ewolucje mechanizmu dziatania dwdch niespokrewnionych biatek. Z
obowigzku recenzenta musze zauwazy¢ niedociggniecia typograficzne (szczegdlnie w

interpunkcji) oraz stylistyczne. Szczegotowa lista zostanie przekazana Doktorantowi.

Podsumowujac, przedstawiona mi do oceny rozprawa opisuje badania naukowe na
wysokim poziomie i stanowi wazny wkfad w zrozumienie przetwarzania mRNA. Uwazam, ze
rozprawa spetnia warunki okreslone ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki i z petnym przekonaniem stawiam wniosek o
dopuszczenie Pana mgr Marcina Ziemniaka do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.
Rownoczesnie, biorgc pod uwage wysoki poziom merytoryczny rozprawy, bardzo istotne

pole badar oraz sukces publikacyjny, wnosze o wyrdznienie rozprawy stosowng nagroda.
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