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RECENZJA

Pracy doktorskiej mgr Matgorzaty Waszczuk

pt. ”Syntetyczne analogi trimetyloguanozyno kapu modyfikowane w mostku
trifosforanowym jako narzedzia do badania snurportyny i optymalizacji sygnalu

transportu dojadrowego dla czynnikéw terapeutycznych”

Przedstawiona do recenzji dysertacja Pani mgr Malgorzaty Waszczuk zostata
wykonana w Zakladzie Biofizyki Instytutu Fizyki Doswiadczalnej Wydziatu Fizyki
Uniwersytetu Warszawskiego pod kierunkiem dr hab. Jacka Jemielitego przy wsparciu

promotora pomocniczego dr hab. Anny Niedzwieckie;j.

Celem opisanych w rozprawie prac badawczych bylo zaprojektowanie i przeprowadzenie
chemicznej syntezy nienaturalnych analogéw trimetyloguanozynowego kapu (skrét: TMG
kap) posiadajacych chemiczng modyfikacje w obrebie mostka 5°-5° trifosforanowego.
Poniewaz autorka dysertacji podejrzewata, ze niektore z otrzymanych modyfikacji moga mieé
istotny wptyw na biologiczne procesy regulowane przez TMG kap, dlatego po zakonczeniu
czesei syntetycznej przeprowadzila badania powinowactwa tych analogéw do snurportyny
(ang. Snurportin 1). Snurpotyna jest biatkiem adaptujgcym, posredniczacym w aktywnym
transporcie jadrowym matych jadrowych RNA bogatych w urydyne (U snRNA). Dzieki
obecnosci  szesciu czasteczek tryptofanu (Trp) snurpotyna posiada wlhasciwosci
fluorescencyjne, ktére ulegaja wygaszeniu podczas oddzialywania z ligandem, co jest
wykorzystywane w technice pomiarowej. Whasciwosci te pozwolity doktorantce na podjecie

badan w kierunku wyznaczenia stalych asocjacji oraz okreslenia zaleznosci pomiedzy



wewnatrzezasteczkowym oddziatywaniem warstwowym modyfikowanych analogéw TMG
kap-u z snurportyng. Celem tych badan bylo okredlenie, ktéry z otrzymanych analogow
posiada zwigkszone powinowactwo do snuroptyny oraz podwyzszona odpornosci na

degradacje, co stanowi potencjalne narzedzie terapeutyczne.

Okreslenie czy nowe zwigzki posiadaja potencjalne whasciwosci biologiczne lub
terapeutyczne jest obecnie kluczowa przestanka do podjecia prac koncepeyjnych nad
opracowaniem metody ich chemicznej syntezy. Przeprowadzenie wieloetapowej syntezy
chemicznej pozwolito na otrzymanie nowych analogbw TMG kap-u o unikalnych

wlasciwosciach oraz poszerzyto umiejetnosei syntetyczne eksperymentatora.

Podjgte przez doktorantke badania w kierunku syntezy nowych analogéw TMG kap-u oraz
okreslenie ich potencjalnego efektu terapeutycznego uwazam za jak najbardziej uprawnione i
pozadane. Bylo to jednak zadanie trudne i bardzo pracochtonne, z ktérym doktorantka
poradzita sobie doskonale, wykazujac si¢ umiejetnosciami i wiedza w zakresie syntezy
organicznej oraz znajomosci technik instrumentalnej analizy chemicznej. Nie bez znaczenia
Jest tez umiejetnos¢ prawidlowej analizy danych eksperymentalnych i formutowanie

prawidlowych wnioskdw.

Rozprawa doktorska na 153 stronach zawiera typowe dla tego typu opracowan czesci:
wstep, abstrakt w jezyku angielskim, wykaz stosowanych skrotdéw, spis tresci, czesé
literaturowa, cel pracy, przedstawienie badan wlasnych i dyskusje wynikow, czesé
eksperymentalng, podsumowanie, bibliografi¢ (ktéra zawiera 164 pozycje). oraz nie ujety w
spisie tresci spis rysunkéw i tabel. Praca zostata przygotowana z najwyzsza starannoscia, o
czym swiadczy wysoka estetyka prezentacji oraz dbalos¢ o detale. Dzieki przejrzystosci
poruszanie si¢ po rozprawie nie sprawia duzych probleméw, a jedynym dostrzezonym przez
recenzenta mankamentem jest fakt, ze cel pracy powinien by¢ umieszezony na poczatku catej
rozprawy. Pozwolitoby to na fatwe i szybkie zorientowanie sie w kierunku prowadzonych

prac oraz szybkie weryfikowanie postawionych w nim hipotez oraz celéw naukowych.

Czgs¢ literaturowa wprowadza czytelnika w tematyke zwigzang z nietypowymi strukturami
konca 5° RNA czyli czasteczki tzw. kap-u. Struktura kap-u sktada si¢ z rzadkiego nukleozydu
jakim jest 7-metyloguanozyna przylaczonego, réwniez nietypowym dla kwaséw
nukleinowych, mostkiem 5'.5'-trifosforanowym do kofica 5' tancucha RNA. W kolejnych
rozdziatach opracowania doktorantka w zwigzly sposéb przedstawia szlak biosyntezy TMG
kap-u, a wraz z nimi przeglad najwazniejszych proceséw biologicznych, w ktorych TMG
kapy sq zaangazowane. W interesujacy sposob przedstawiono rol¢ syntetycznych analogéw
kap-u w transporcie terapeutycznych oligonukleotydow. W dalszej czesci omoéwiona jest

metodyka chemicznej syntezy TMG kap-u, ktoéra podzielona jest na 5 etapéw. Autorka



omawia rdwniez wazne z punktu widzenia tematu dysertacji podejscia syntetyczne
pozwalajace modyfikowaé mostek 5°-5° trifosforanowy za pomocg ugrupowania
metylenowego i amidowego. Ciekawg czescig tego przegladu literaturowego jest oméwienie
metod syntezy borofosforanéw. Czes¢ literaturowg koniczy rozdzial o spektroskopii
biomolekul, co jest istotnym elementem w kontekscie uzasadnienia podjetej tematyki

badawczej. W czedcei literaturowej dopatrzytem sie kilku bledow merytorycznych.

Np. strona 33 uzycie stwierdzenia ,,Nukleozydy takze sq chiralne”™ w omawianym kontekscie
jest niejasne. Nukleozydy sa czasteczkami posiadajacymi kilka centréow chiralnych jednakze
w praktyce stosuje si¢ jeden diasteroizomer. Nukleozydy posiadajq jedng okreslong
konfiguracje, a wprowadzenie kolejnego centrum symetrii powoduje powstaje mieszaniny
dwdch diastereoizomerdw.

Rowniez stwierdzenie: ,.Enzymy majq zdolnosé rozrézniania substratéw, w zaleznosci od ich
konfiguracji absolutnej” jest niepoprawne gdyz konfiguracja absolutna jest teoretyczna
konwencja oznaczenia przestrzennego ulozenia podstawnikéw, a enzymy rozrézniaja

diastereoizomery lub enancjomery o konkretnej konfiguracji.

Na stronie 25 niewtasciwie okreslono funkcje odczynnika BDCP, ktory jest odczynnikiem
chlorujacym, a nie tak jak autorka wskazuje odczynnikiem fosfitylujgcym. Rowniez wzor

strukturalny odczynnika BDCP na rys 1.27 jest niepoprawny.

Na tym etapie oceny chciatbym poprosié doktorantke o

1. wyjasnienie mechanizmu dziatania BDCP uzytego w reakcji chlorowania diestru

fosforanowego.

2. W rozdziale 1.2.2 doktorantka omawia metode fosforylacji nukleozydow za pomoca
trichlorku fosforylu oraz jego wysoka regioselektywnosé¢. Bardzo prosze o omowienie

innych znanych metod fosforylacji stosowanych w chemii nukleozydow.

Dyskusja Wynikéw poprzedzona jest krotkim, ale precyzyjnym opisem celu pracy doktorskiej.
Cel zostal jasno zdefiniowany i dotyczy opracowania i przeprowadzenia chemicznej syntezy
nowych analogdéw TMG kapu, ktdre zachowalyby wysokie powinowactwo do snurportyny
oraz uzyskaty zwigkszona odpornosé na degradacje. Dodatkowo okreslono cele posrednie z
zakresu syntezy oraz cele biofizyczne, ktérych realizacja pozwoli na osiagniecie celu
gléwnego pracy. W ramach badan wiasnych Pani mgr Waszczuk przeprowadzita synteze 13
modyfikowanych analogéw TMG kap-u. Modyfikacja polegata na zamianie atomu tlenu
pomiedzy atomami fosforu e i f oraz £ i y, na mostek metylenowy (zwigzki 4, 5 i 6), mostek

amidowy (zwiazki 7 i 8) oraz zamianie atomu tlenu na grupe boranows przy atomie fosforu f



(zwigzki 11a i 11b) oraz na atom siarki przy atomie fosforu o (zwiazki 9a i 9b) i atomie
fosforu B (zwiazki 10a i 10b). Przeprowadzita rowniez synteze dwéch niemodyfikowanych
analogéw TMG kap-u (zwigzki 1 i 2), ktére postuzyty jako zwigzki referencyjne oraz analogu
o wydtuzonym fancuchu do 4 atoméw fosforu. Dwie ostatnie modyfikacje polegaty na
wprowadzeniu  w pozycji 2’ nukleozydu grupy antranilowej (zwiazek 12) i N-
metyloantranilowej (zwigzek 13), ktére beda petni¢ role znacznika fluorescencyjnego
umozliwiajgcego monitorowanie TMG kap-u bgdz RNA zawierajacego kap w ukladach
biologicznych. Wszystkie produkty syntezy chemicznej zostaty prawidtowo zidentyfikowane
za pomocg analizy NMR, a ich masa potwierdzona w analizie masowej. W dalszej czesci

doktorantka omawia kolejne etapy chemicznej syntezy analogéw TMG-kap-u.

Badania wtasne i dyskusja wynikow zostaty zilustrowane duza ilo$cia grafiki, na ktora sktada
sig: 8 tabel, 6 schematow przedstawiajacych struktury i modele chemiczne, 12 schematow
przeprowadzonych reakcji chemicznych, 4 schematy obrazujace wykonane analizy HPLC, 2
rysunki obrazujgce analize widm NMR, 27 rysunkéw widm adsorpcyjno-emisyjnych i
fluorescencyjnych oraz 2 rysunki ukazujace stabilno$¢ biologiczng analogéw. Sposéb
prezentacji wynikéw pokazuje, ze doktorantka potrafi zaplanowa¢ i wykonaé¢ synteze
chemiczng analogéw TMG kapu oraz przeprowadzi¢ charakterystyke spektralng otrzymanych
preparatéw. Badania biofizyczne jak rowniez badanie oddzialywan z snurportyng pokazuja,
ze doktorantka opanowala praktyczna wiedz¢ z zakresu chemii instrumentalnej i potrafi
wycigga¢ logiczne wnioski z uzyskanych wynikéw eksperymentalnych. W tym miejscu
nalezy doceni¢ wysitek, jaki doktorantka wlozyla w analizy fluorescencyjne, ktére byty

podstawowym narzedziem w ocenie przydatnosci syntetycznych analogéw TMG kap-u.

Pani mgr Matgorzata Waszczuk jest wspétautorem czterech artykutéw naukowych dwéch
indeksowanych (Organic & Biomolecular Chemistry IF=3.235, cyt. 8; Bioorganic &
Medicinal Chemistry IF=2.88, cyt. 7) oraz dwoch komunikatow konferencyjnych. Pani
Waszczuk (z d. Zytek) w trzech opracowaniach wystepuje, jako pierwszy wiodacy autor.

Nie znalazlem natomiast zadnych informacji dotyczacych podjecia préb ochrony praw
wilasnosci w postaci zgloszen patentowych w omawianym zakresie merytorycznym. W
swietle potencjalnego zastosowania biologicznego syntetyzowanych analogow TMG kap-u
uwazam, za zasadne podjecie krokow w celu uzyskania ochrony prawnej opracowanych

rozwiazan.
Na tym etapie oceny prosz¢ o odpowiedz na nastepujgce pytania:

1. Prosze o wyjasnienie, czy doktorantka wykonywata analize czystosci patentowej i
dlaczego nie podjeto ochrony wilasnosci know-how uzyskanych wynikéw przed

opublikowaniem?



2. Na stronie 80 doktorantka opisuje wyznaczanie wartosci pK, za pomocag metody
dopasowywania krzywej na widmie fluorescencyjnej w zmiennym pH. Dlaczego
autorka nie zdecydowata si¢ na pomiar pKa metodami eksperymentalnymi (np.
miareczkowaniem)? Stwierdzenie, ze wyniki sg zgodne z danymi literaturowymi nie
jest podparte odnosnikiem. Prosze o wyjasnienie, w jaki sposéb wykonano
dopasowanie krzywej?

Podje¢ta tematyka, jak réwniez zakres wykonanych prac syntetycznych i analitycznych
zaprezentowanych w dysertacji pozwala mi stwierdzi¢, ze Pani mgr Matgorzata Waszczuk w
pelni osiggneta poziom naukowy wymagany do uzyskania tytutu naukowego doktora nauk
chemicznych. Po lekturze rozprawy doktorskiej jestem przekonany, ze jest ona sprawnym
eksperymentatorem dobrze poruszajacym sie¢ w zagadnieniach zaawansowanej chemii
organicznej oraz osobg, ktora potrafi stawia¢ hipotezy naukowe oraz rozwiazywaé postawione

przez nig zadania.
Za najwazniejsze oryginalne osiggnigcia naukowe Autorki uznaje:

1. opracowanie i przeprowadzenie chemicznej syntezy 13 nowych zwigzkéw bedacych

analogami kap-u o potencjale biologicznym (zwiazki 1-13),

2. wyznaczenie stalej asocjacji otrzymanych analogéw z snurportyny na podstawie

miareczkowania fluorescencyjnego,

3. okreslenie zaleznodci wigzania snurportyny od tworzenia oddzialywan warstwowych,
co wykazano poréwnujgc zmniejszajaca si¢ intensywnosé fluorescencji do stalej
asocjacji.

Na zakonczenie recenzji, spelniajac obowigzek recenzenta, chciatbym zwrécié doktorantce
uwage na bledy merytoryczne oraz edytorskie poczynione w rozprawie doktorskiej, ponizej
wymieniam tylko te najpowazniejsze. Nie wptywaja one w zaden spos6b na pozytywna ocene

pracy, ale majg tylko charakter uwag korekcyjnych:

1. W definicji skr6téw i w pracy doktorantka stosuje symbol A dla adeniny i adenozyny i
G dla guaniny i guanozyny. Prawidlowo stosuje si¢ Ade dla adeniny i A dla
Adenozyny Gua dla guaniny a G dla guanozyny. Do oznaczenia Guaniny autorka
stosuje symbol Guo (strona 57) lub symbol Gua (strona 47) lub G (strona 75). Symbol
Guo jest réwniez stosowany do oznaczenia guanozyny (strona 46, 103). m’G jest
zamiennie uzywane z m'guo (np. strona 46 i odwrotnie na stronie 47). Nalezy

ujednolici¢ symbole i umiescic jednolita wersje w wykazie skrotow.



10.

L1

Na stronie 57 we wzorze na rysunku 3.1 w pozycji 3’i 2° powinny by¢ podstawniki R1

i R2, tak aby korespondowato to z tabelka 3.1

Uwazam, ze czeS¢ pracy badania wlasne i dyskusja wynikéw powinny by¢ opisane w
pierwsze]j osobie, gdyz opisuje czynnosci prowadzone przez autorke. Natomiast tylko

czes¢ eksperymentalna w stronie bierne;j.

Numeracja zwigzkow jest chaotyczna i bardzo trudno zorientowaé sie, jaki zwigzek
jest aktualnie omawiany. Zwiazki powinny by¢ numerowane po kolei. Podobnie w
czgsci eksperymentalnej, preparatyka nie jest opisana wedtug kolejnodci numeracji
zwigzkOw. Substraty stosowane w syntezie maja wyZsze numery niz otrzymane
produkty.

. W opisach eksperymentalnych nalezy stosowaé¢ numery poszczegdlnych zwiazkdow.

Autorka stosuje nazwy np. zwigzek np. strona 108 lub nazwy literowe m’,, 7 strona

109. Opisy powinny by¢ ujednolicone.

Na stronie 64 jest opis: ,,produkt 30 otrzymano w postaci brgzowego oleju a nie w
postaci bialego proszku”, czyli ciata statego. Moze zwiazek nie zostal odpowiednio
oczyszczony? Niestety w czesci eksperymentalnej brak preparatyki, aby to

stwierdzenie zweryfikowac.

Na stronie 67 autorka stwierdza, ze dodatek lutydyny jest problemem podczas
rozdziatu chromatograficznego bo wiaze si¢ ze zlozem. Nalezaloby napisaé¢ wiecej na

temat konsekwencji i sposobu tego wigzania.
Strona 67 nie kwasne pH, raczej kwasowe pH.

Na stronie 71 jest stwierdzenie ..ciekawe wiasciwosci atomu boru™ nalezy napisaé
doktadniej, jakie?

Na stronie 100 jest stwierdzenie ze ..(kap-y) sq degradowane przez rézne nukleazy”

nalezy dopisac jakie.

Na stronie 103 w opisie techniki HPLC sa okreslenia ukladéw gradientowych jako :
staby, standardowy i mocny. Z opisu wynika, ze uktady gradientowe roznia sie tylko
czasem, natomiast nie ma innej informacji na temat zmiany stezen. Prawdopodobnie
autorka miata na mysli zwigkszajgce si¢ stezenie metanolu, co przelozyla na
okreslenie staby i mocny. Prostym sposobem opisu roéznicy w gradientach jest podanie

parametru zmiany % metanolu w jednostce czasu.



W $wietle wykonanej przeze mnie recenzji stwierdzam, ze rozprawa doktorska pani mgr
Malgorzaty Waszczuk, spelnia wszelkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim przez
Ustawe z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym. Nalezy
zaznaczyc, ze zostala przygotowywana pod opieka promotora oraz promotora pomocniczego,
1 stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego w zakresie chemicznej syntezy
nowych analogbw TMG kap-u oraz zawiera oryginalne badania trwatoéci powstatych
kompleksow z aktywnym biatkiem komérkowym (snurportyng). Kandydatka zaprezentowata
szerokg wiedzg teoretyczng i praktyczna w dziedzinie chemii organicznej oraz w zakresie
analizy fizykochemicznych wiasciwosci otrzymanych zwiazkéw. Wszystkie otrzymane
wyniki zostaty poprawnie udokumentowane oraz zaprezentowane w rozprawie doktorskiej. W
zwigzku z powyzszym wnioskuje do Rady Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego o
dopuszczenie kandydatki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

7. powazaniem

l/awaka %’ ,é/(},»&j

dr hab. Marcin K. Chmielewski



