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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Sylwii Ciechanowicz
zatytulowanej ,,Analogi kapu zawierajgce ugrupowanie triazolowe w taicuchu fosforanowym —
synteza, wbudowywanie do RNA oraz badania wplywu modyfikacji na funkeje kofica 5> mRNA”

Przediozona mi do recenzji praca doktorska mgr Sylwii Ciechanowicz jest elementem dorobku
Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego, a zostata wykonana w ramach migdzywydziatowych
interdyscyplinarnych  studiéw  doktoranckich w  zakresie matematyczno-przyrodniczym  pod
kierunkiem dr. hab. Jacka Jemielitego w Centrum Nowych Technologii UW oraz prof. dr. hab.
Andrzeja Dziembowskiego w Instytucie Genetyki i Biotechnologii Wydziatu Biologii UW. Zgodnie z
ustawg z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz.U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595) ,,Rozprawa doktorska, przygotowywana pod opiekq
promotora, powinna stanowic oryginalne rozwiqgzanie problemu naukowego Iub artystycznego oraz
wykazywaé ogélng wiedzg teoretyczng kandydata w danej dyscyplinie naukowej Iub artystycznej, a
takze umiejemosé samodzielnego prowadzenia pracy naukowej lub artystycznej.”, zatem moja opinia
dotyczy tych wlasnie aspektow dysertacji.

Rozprawa opisuje syntez¢ ponad 40 zwigzkow nukleotydowych zawierajacych czasteczke
triazolu w obrebie faficucha polifosforanowego, a bedacych analogami struktury, ktérej angielska
nazwa to cap. Doktorantka stosuje spolszczong nazwe ,.kap” i Jej formy deklinacyjne (kapu, z kapem,
pozniej jest tez ,kaping™), i chociaz wiem, Ze przygotowala rozprawe w osrodku o ogromnych w skali
swiatowe] zastugach dla rozwoju tej dziedziny wiedzy, to Juz na wstepie recenzji pozwole sobie
stwierdzié, ze preferowalbym stosowanie bardziej sympatycznie brzmigce; (przynajmniej dla mnie)
nazwy ,czapeczka”, ewentualnie kapturek. Ale oczywiscie, niezaleznie od uzytego terminu, praca
dotyczy struktury obecnej na 5° koficu czasteczek mRNA, ktéra bierze udziat w najwazniejszych
procesach zwigzanych z metabolizmem RNA. Poniewaz procesy enzymatycznej degradacji mRNA
zaczynajg si¢ od jej odciecia, zaczgto poszukiwaé takich chemicznych modyfikacji, ktére czynityby
czasteczki mRNA bardziej odpornymi na dziatanie enzymow hydrolitycznych, a jednoczesnie nie
pogorszyly ich powinowactwa do czynnika inicjujacego translacje. Waga tego zagadnienia nie
podlega dyskusji, poniewaz od wielu lat w obszarze chemii, biochemii i biologii molekularnej

prowadzone s3 badania nad syntezag modyfikowanych nukleozydéw, nukleotydéw i kwaséw



nukleinowych (czasem dos¢ stabo przypominajgcych wystepujace w przyrodzie pierwowzory), ktore
W zamierzeniu tworcow majg umozliwi¢ sterowanie procesami biologicznymi. Wsréd tych
biologicznych celéw regulacja ekspresji gendw Jest zapewne haslem najczeicie] rozpoznawanym
przez statystycznego Kowalskiego, co nie znaczy, ze hasto to Jest rownie szeroko rozumiane. Celem
projektu doktoranckiego bylo (tu zacytuje) sprawdzenie, czy jedna z najpopularniejszych obecnie
Strategii syntetycznych, jakq jest chemia , click”, moze stanowic alternatywng metodg syntezy
Junkcjonalnych mimikéw struktury korica 5° mRNA. Wprawdzie wedtug Stownika Jezyka Polskiego
pod redakcja W. Doroszewskiego, a takze wedtug stownika PWN, mimik to czlowiek wyszkolony w
mimice, potrafigcy wyraza¢ uczucia i mysli przy pomocy ruchu miesni twarzy, to jednak rozprawa nie
dotyczy tworzenia tak uzdolnionych przedstawicieli rodzaju ludzkiego. Jej celem byto sprawdzenie,
czy szeroko obecnie stosowana metoda syntezy oparta na cykloaddycji czasteczek zawierajacych
ugrupowanie azydowe i alkinowe moze byé zastosowana do (praktycznie nieograniczonego)
wzbogacania biblioteki modyfikowanych czapeczek. Czgs¢  literaturowa rozprawy (ponad
pigcdziesigciostronicowa) jest dosé heterogeniczna i obejmuje dotyczace czapeczki watki biologiczny
(struktura, najwazniejsze wilasciwosci oraz funkcje biologiczne), oraz chemiczny (metody syntezy i
modyfikacje chemiczne) i terapeutyczny, a takze rozdziat dotyczacy ogoélnych zasad chemii typu
»click™ i jej zastosowan w modyfikacji nukleozyddw, nukleotydéw i kwaséw nukleinowych.
Oczywiscie nie ma sensu spierac si¢ o dobér watkow, bo Jest to sprawa osobistego stosunku Autorki
do tego ogromnego obszaru poszukiwan i dokonan, zwlaszcza, ze praca powstata w ramach
interdyscyplinarnych studiéw doktoranckich w zakresie matematyczno-przyrodniczym. O kilku
usterkach bedg pisat nieco dalej, natomiast w tym miejscu ogranicze si¢ do stwierdzenia, ze rozdziat
czytalem z przyjemnoécia, bo jest napisany w przemyslany i usystematyzowany sposob i Swiadczy o
dobrym teoretycznym przygotowaniu Doktorantki.

W pracy obecne sa watki syntetyczny, fizykochemiczny (wyznaczanie stalych asocjacji
otrzymanych zwiazkow z biatkami) i biochemiczny. We wszystkich trzech Doktorantka wykonata
duzg prace i chociaz nie udalo si¢ uzyska¢ zwiazkow o ponadprzecigtnych wiasciwosciach
biologicznych (w tym obszarze badan jest to raczej reguta) to wyniki zebrane dla nowych analogow
czapeczki, dotychczas nie opisanych w literaturze, poszerzyly nasza wiedze, a to jest przeciez istota
badaf podstawowych. Podkresli¢ nalezy opracowanie nowatorskiej post-transkrypeyjnej metody
przytaczania nowych analogdw czapeczki na 5° koficu RNA z wykorzystaniem chemii typu ,.click”.
Podczas realizacji zadania badawczego wykonane zostaly szeroko zakrojone badania biologiczne.
Przyznaje, ze poniewaz jestem chemikiem syntetykiem (aczkolwiek pracujagcym w chemii kwasow
nukleinowych) to ten obszar wiedzy jest mi mniej znany. Na szczg$cie Doktorantka ufatwita mi
zapoznanie si¢ z tg czgscig rozprawy stosujac logiczng i przemyslang narracje.

Podsumowujac osiagniecia Doktorantki moge stwierdzi¢, iz mgr Sylwia Ciechanowicz
wykonata zadanie badawcze przed nig stojgce, jednoczesnie budujac dajacy powody do dumy dorobek

publikacyjny, obejmujacy réwniez prace, ktére przyjety ostateczny ksztalt po zamknigciu dysertacji.



W moim przekonaniu wypelnienie pozostatych wymagan ustawowych dotyczacych ogolnej wiedzy
teoretycznej oraz umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej rowniez nie budzi
zastrzezen.

Powyzsze stwierdzenia jednoznacznie wskazuja, jaki begdzie koncowy wniosek recenzji, ale
zanim do niego dojde chciatbym podzieli¢ si¢ kilkoma uwagami krytycznymi, jakie nasunety mi sie
podczas lektury. Jak w kazdym dziele o duzej objetosci, w przediozonej rozprawie (liczacej ponad 170
stron) mozna znalezé bledy redaktorskie, jak bedy literowe, skladniowe i interpunkcyjne, lub
wyrazenia zbyt mocno osadzone w zargonie albo skroty myslowe prowadzgce czasem do
zaskakujgcych efektow. Te sprawy zatem pomijam, chociaz okreslenia ,.aktywnosci enzymatyczne
potrzebne do syntezy kapu sa konserwowane u Eukariontow” (str. 19), ..Degradacja mRNA moze
zachodzi¢ na roznych etapach jego zycia™ (str. 22), lub informacje, ze ,,niemata labilnos¢ wykazuje
proton przy weglu C8” (str.25) a mieszaning reakcyjna mieszano przez xxx godzin (str. 136) nie
brzmig dobrze. Termin w~boranofosforanowy” jest wprawdzie szeroko stosowany w literaturze
polskojezycznej, ale angielskie stowo boranophosphate oddaje obecnosé grupy borowodorowej a nie
boranowej, natomiast o ,,wodzie miliporowej” (str. 117) dotychczas nie styszalem. Takich uchybien
Jest troche wiecej (np. 2,2’-ditiopirydyna, str. 73 i 120; ,,reakcje mieszano” str. 124 i 125), ale skupie
si¢ na kilku elementach, ktére sa na tyle dyskusyjne, iz oczekiwatbym komentarza ze strony

Doktorantki. Pozwalam sobie wypisaé je w kilku punktach.

I. Autorka podaje na stronie 107, ze w widmach 'H NMR analogéw typu 1 i 2 obserwuje sie
sygnaly swiadczace o silnym efekcie odstaniajacym pierscienia triazolowego dla protonéw H5’ i
H5°* znajdujacych sig przy atomie wegla bezposrednio z nim potaczonym. I dalej, ze ,,Réznica
w przesunigciach takich protonéw H5” i H5°" w stosunku do protondéw H5* i H5*" przy atomie
wegla bezposrednio potaczonym z reszta fosforanows wynosi az kilkadziesigt ppm.” Przyznaje,
ze przesunigcia chemiczne jader atoméw wodoru (wbrew pozorom H5" i H5™ to nie sg protony)
w znanych mi ,typowych” zwiazkach nie wymagaja skali obejmujacej kilkadziesigt ppm, a co
najwyzej pigtnascie. Znane sa wprawdzie zmiany przesunigcia chemicznego w widmach 'H
NMR wywotane obecnoscia metalu przejsciowego siggajace nawet 600 ppm, ale to na pewno
nie jest taki przypadek. W tym miejscu muszg niestety stwierdzié, ze jakos¢ reprodukowanych
w dysertacji widm NMR jest niezadowalajaca i nie spetnia wymogdw rozprawy naukowej,
dlatego prosz¢ o wyjasnienie tej kwestii podczas publicznej obrony.

2. Na str. 119 Autorka stwierdza, ze ilosci uzyskanych produktow nukleotydowych bedzie
wyrazala w milijednostkach optycznych (mOD) "bedacych odpowiednikiem iloczynu objetosci
roztworu danego zwiazku i absorbancji tego roztworu”. Pierwsze pytanie, to dlaczego
»milijednostki”, a nie powszechnie stosowane .Jednostki™ oznaczane jako OD, ewentualnie
ODsg0? Moze si¢ tu zdarzy¢ konfuzja, poniewaz nieobyty z ta metoda liczenia czytelnik uzna, ze

np. 5184 mOD otrzymanego zwiazku 9a to 5,18 OD powszechnie stosowanych, co oznacza



ponizej 0,5 mikromola materii (I mikromol pochodnej guanozyny to ok. 12 OD). Zrobienie
widma *'P NMR z 0,5 mikromola zwigzku fosforoorganicznego jest mozliwe, ale mocno
ucigzliwe. Teraz pytanie drugie. Absorbancja, najczesciej definiowana jest jako logarytm
dziesigtny odwrotnosci transmitancji (A = log(1/T), chociaz tak naprawde rozwigzaniem
odpowiedniej calki jest logarytm naturalny. Niezaleznie od podstawy uzytego logarytmu
absorbancja jest wielkoscia bezwymiarows, wiec pomnozona przez litry da nam wynik w
litrach. Pan Przemystaw Wanat w swojej pracy licencjackiej z czerwea 2012 roku definiuje, ze
chodzi o objetos¢ podana w ml, wiec wynik bedzie ewentualnie w mililitrach. Czy to jest
wiasciwa miara ilosci nukleotydu?

3. Opis metodyki pomiarow NMR jest niezwykle skromny. Nie podano zakreséw przemiatania ani
alokowanej dla pomiaru wielkosci pamieci, zatem nie mozna okredli¢ rozdzielczodci widma
(Hz/Pt). Nie podano liczby pojedynczych eksperymentow (skandw), ani tez sposobu obrobki
widm (poszerzenie liniowe czy Gaussowskie, krotnogé uzupetniania FID-u zerami, etc.).
Oczywiscie bez tych parametréw mozna wykonywa¢ pewne analizy danych, ale fakt ze widma
'P NMR wykonano bez szerokopasmowego odsprzggania jader atoméw wodoru jest
zaskakujacy i wazny, a nie zostal zadeklarowany w pracy. Podejrzenie braku odsprzegania
powziglem po stwierdzeniu w opisach widm *'P NMR wartosci sprzgzent spinowo-spinowych
atomow fosforu z atomami wodoru obecnymi w pozycji 5° nukleozydu (z wyjatkiem zwigzku
41, gdzie jest podane tylko sprzezenie pomigdzy atomami fosforu) oraz z atomami wodoru w
tacznikach weglowodorowych. W dyskusji wynikéw brak jest uzasadnienia dla takiego
postgpowania, ktore samo w sobie utrudnia wykonanie pomiaru, bo BB decoupling znaczaco
zwigksza jego czuto$é. Poza tym, brak odsprzggania prowadzi do rejestrowania
skomplikowanych multipletéw, np. dla jedynego atomu fosforu w zwiazku 8a.

4, W widmie *'P NMR zwigzku 14a znaleziono stata sprzgzenia pomiedzy atomami fosforu o
wartosci 25,1 Hz. Natomiast w zwiazku 14¢ o bardzo zblizonej budowie analogiczna stala
sprz¢zenia ma warto$¢ jedynie 2,5 Hz. Czy istnieje wyttumaczenie dla tak znaczgcej roznicy?

5. Nastronie 124 opisana jest ogdlna procedura otrzymywania dinukleotydowych analogéw typu |
i 2. Prosz¢ o wyjasnienie mojego bledu w rozumowaniu, bo skoro alkin stosowany jest w
stezeniu 0,2-1,0 M i 3 eq. zwiazkéw z ugrupowaniem azydowym wystepuja w stezeniu
koficowym z przedziatu 0,6-3,0 M (co Jest jak najbardziej sensowne), to dlaczego 0,2 eq. CuSO,
moze osiggaé stezenie 0,5-6,0 M, a 0.4 eq. askorbinianu sodu to juz 1-12 M. Poza tym, czy
roztwor askorbinianu sodu rzeczywiscie moze osiggna¢ 12 M stezenie, bo przy masie cz.198
g/mol stezenie 10 M to juz prawie 2000g/litr,

Ufam, Ze powyzszy spis usterek swiadezy glownie o pewnej niedostatecznej dozie

skrupulatnosci w redagowaniu pracy i ze odpowiednie widma NMR (wzmiankowane w pkt. 3-4)

zostang zaprezentowane podczas publicznej obrony | uczynig moje watpliwosci bezprzedmiotowymi.

Zakladajac ze tak sie stanie moge stwierdzié, ze cel naukowy rozprawy zostal przez mgr Sylwie



Ciechanowicz osiagniety i rozprawa spelnia wymogi ustawowe. Przedstawiona w dysertacji praca
syntetyczno-analityczna i badania biochemiczne wymagaly szerokiej wiedzy, wytrwalosci i
zaangazowania. Dowodza, Zze Doktorantka jest gotowa do dalszej kariery zawodowej. Dlatego wnosze

o0 dopuszczenie mgr Sylwii Ciechanowicz do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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