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Recenzja pracy doktorskiej mgr Sylwii Ciechanowicz
pt:
Analogi kapu zawierajgce ugrupowania triazolowe w faricuchu Sfosforanowym
- synteza, wbudowywanie do RNA oraz badania wplywu modyfikacji
na funkcje korica 5' mRNA

Praca doktorska mgr Sylwii Ciechanowicz powstata w zespole dr hab. Jacka Jemielitego, w
Centrum Nowych Technologii Uniwersytetu Warszawskiego oraz grupie badawczej profesora
Andrzeja Dziembowskiego, w Instytucie Genetyki i Biotechnologii Wydziatu Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego. Pierwsza czes¢ rozprawy doktorskiej, dotyczaca chemicznej syntezy analogow kapu
powstala w zespole dr hab. Jacka Jemielitego, a ich wtasciwosci biologiczne badane byly pod
kierunkiem profesora Andrzeja Dziembowskiego. Jest to przyktadem dobrej synergii badawczej

dwoch grup, z ktérych kazda posiada duze doswiadczenie w swojej dziedzinie.

Praca doktorska posiada klasyczny uktad i sktada si¢ z wszystkich czesci wymaganych w tego
typu rozprawach. W czesci literaturowej kandydatka zawarta informacje o syntezie, wlasciwosciach
fizykochemicznych i funkcjach biologicznych kapu. Mgr Ciechanowicz przedstawila obszernie role
kapu w procesach dojrzewania pre-mRNA, inicjacji translacji i degradacji mRNA. Szczegolnie
ciekawy byt fragment czesci literaturowej, ktory dotyczyt mozliwosci zastosowania analogdw kapu do
inhibicji translacji, oddziatywania z wybranymi biatkami komérkowymi czy uzyciu analogéw kapu,
jako szczepionek RNA. Terapeutyczne wykorzystanie analogéw kapu przebija sie przez calg rozprawe
doktorskg. Takie podejscie jest szczegélnie cenne i swiadczy, ze doktorantka oprécz tego, Ze chce
otrzymac nowe zwigzku i dobrze scharakteryzowaé, mysli takze o ich praktycznym wykorzystaniu. W
czesci literaturowej mgr Ciechanowicz przedstawia takze dokonania dotyczace wykorzystania
podejscia typu click w chemii kwasow nukleinowych i ich skiadnikéw. Jest to bardzo przydatne
wprowadzenie do chemicznej syntezy analogow kapu opisanych w dalszej czesci rozprawy
doktorskiej, gdyz wilasnie o ten rodzaj chemii opieraly si¢ w wigkszosci chemiczne syntezy
prowadzone przez mgr Ciechanowicz. Ta cze§é rozprawy zawiera bardzo duzo informacji i sadze, ze
warto byloby pokusié si¢ o przygotowanie publikacji przegladowej na ten temat.

Tradycyjnie, najciekawsza czes¢ rozprawy doktorskiej dotyczy badai wlasnych, tak tez jest
rowniez w tym przypadku. Najogdlniej, celem badan prowadzonych przez mgr Ciechanowicz byta

chemiczna synteza dinukleotydowych analogow kapu, w ktorych okreslone reszty fosforanowe



mostka fosforanowego zastapione byly pierscieniem triazolowym. Pierscien triazolowy wytwarzany
byl z wykorzystaniem chemii clik. Przygotowanie dinukleotydowych analogéw kapu wymagato
syntezy wielu prekursorowych monomeréw. Byé moze jedynie Doktorantka wie ile bylo tych
zwigzkow. Ja moge powiedzie¢, ze bylo ich bardzo duzo, samych analogéw dinukleotydowych kapu
bylo 36. Synteza dinukleotydowych analogéw kapu zawierajacych piersciefi triazolowy prowadzona
byla w spos6b systematyczny. Mgr Ciechanowicz wprowadzata pierscien triazolowy w poszczegolne
pozycje mostka fosforanowego. Pierscien triazolowy czysto sasiadowat z lacznikami zawierajgcymi
siarke, azot czy tlen. Wigkszos¢ analogéw kapu zawierata mostek trifosforanowy, ale zsyntetyzowata
takze analogii tetrafosforanowe. Grupa badawcza profesora Jemielitego, takze bedac w przesziosci
czescig zespotu profesora Darzynkiewicza, zsyntetyzowata i badata funkcje biologiczne wielu innych
niz triazolowe dinukleotydowych analogéw kapu. Ich wezeéniejsze badania dostarczyly pewnych
wskazowek i synteza analogéw triazolowych czgsto prowadzona byla wilasnie z uwzglednieniem
wezesniejszych obserwacji. Osobiscie za bardzo interesujace uwazam podjecie, w ktérym Doktorantka
przygotowata pochodne 5’-azydo-5’-deoksynukleozydéw czy ich odpowiedniki dinukleotydowe, do
ktorych dodawany byt drugi komponent pozwalajacy uzyskaé analog kapu. Sadze, ze takie podejscie
mozna byloby zastosowac nawet to syntezy oligonukleotydow. Resumujac, czes¢ doktoratu dotyczaca
chemicznej syntezy analogéw kapu mozna stwierdzi¢, ze mgr Ciechanowicz wykazata sie duza
wiedza, pomystowoscia i determinacja, gdyz ilosci otrzymanych analogéw byla duza i zajeta duzo
czasu.

Jak wspomniano wezesniej, chemiczna synteza miata z zatozenia swdj dalszy cel naukowy.
Chodzito o wykorzystanie analogow kapu, jako potencjalnych terapeutykow. Kap pelni wazng role w
procesach zwigzanych z metabolizmem mRNA, glownie poprzez oddzialywanie z biatkami
wigzacymi kap i zabezpieczenie mRNA przed przedwczesng degradacja. Cheac okresli¢ przydatnosé
funkcjonalng analogéw kapu, ktére chemicznie zsyntetyzowata doktorantka wykonata caly szereg
testow i analiz biologicznych. Badania te wykonata pod kierunkiem profesora Andrzeja
Dziembowskiego na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego. Pierwszy z testow dotyczy
okreslenia sily wigzania analogéw kapu z czynnikiem inicjacji translacji (poprzez okre$lenie
powinowactwa do biatka eIF4E). Pozwolito to okregli¢ funkcjonalnosé¢ biologiczng otrzymanych
analogow kapu. Doktorantka zauwazyta, ze na oddziatywania analogdéw kapu z biatkiem eIF4E ma
wplyw odleglos¢ pomiedzy pierécieniem triazolowym a reszta N7-metyloguanozyny. Dla kilku
przygotowanych analogéw kapu otrzymano wysokie wartosci statych asocjacji kompleksow eIF4E-
analog kapu, co pozwala upatrywa¢ w nich potencjalnych inhibitorow translacji w terapiach
przeciwnowotworowych. Kolejny test biologiczny nowych analogéw kapu dotyczyt ich podatnosci na
degradacj¢ spowodowang przez enzym DcpS. Wszystkie analogi kapu cechowaty si¢ wicksza
odpornoscia na degradacje przez DepS niz kontrolny niemodyfikowany analog kapu. Duza czesé

badanych analogéw kapu wykazala odpornosé na degradacj¢ nawet w duzych stezeniach enzymu.



Kolejny test z tej grupy wykazal, ze analogii kapu stabo wigza si¢ z biatkiem DcpS, co swiadczy, ze
nie sa one inhibitorami tego biatka. Laczac ich stabilnos¢ w obecnosci enzymu DcpS oraz zdolnos¢
wigzania si¢ z czynnikiem inicjacji translacji (czynnik eIF4E) mozna byloby dla niektorych z nich
dopatrywaé sie zdolnosci inhibicji translacji bez wplywu na procesy zalezne od DcpS.

Kolejny testem bylo wprowadzenie analogu kapu na 5° koniec RNA. Doktorantka uzyla do
tego celu polimerazy SP6, a mieszaning otrzymanych RNA traktowata DNazymem, aby uzyska¢ RNA
o tej samej dhugosci. Doktorantka obserwowata duzy wptyw typu modyfikacji kapu na wydajnos¢ jego
wprowadzenia do modelowego RNA. Wszystkie testowane analogi kapu byly mnie efektywne niz
naturalny kap. Jakkolwiek, w pewnym zakresie obserwowala ogélne zaleznosci pomiedzy
umiejscowieniem pierscienia triazolowego w analogu kapu i wydajnoscig jego wprowadzenia do
RNA. Analog kapu moze zosta¢ wbudowany do RNA od konca G lub N7-metyloG. Mgr
Ciechanowicz dyskutuje ten problem, ale z opisu tej czgsci pracy trudno si¢ zorientowac czy potrafila
okresli¢, jaka cze$¢ analogdéw kapu wiaze si¢ od strony G, a jaka od strony metylowanej guanozyny.
Warto byloby ten problem wyjasni¢ podczas obrony pracy doktorskiej. Doktorantka sprawdzata
réwniez odmienne podejscie wprowadzenia kapu do RNA polegajace na wytworzeniu prekursorowej
wersji RNA z wigzaniem potréjnym na 5° koficu i dopiero na takim RNA wytwarzanie ukiadu
triazolowego metoda click. Negatywna strona tego podejscia jest czgsciowa degradacja RNA jonami
miedzi, jakkolwiek sam proces wytworzenia analogu kapu na 5° koncu przebiegal z zadawalajacymi
wydajnosciami. Zaleta takiego podejscia jest jego uniwersalny charakter oraz otrzymywanie jedynie
RNA zawierajace kap przytaczony od konca G.

Ostatnim testem funkcjonalnosci analogéw kapu bylto badanie translacyjnej aktywnosci RNA
zawierajacych rézne dinukleotydowe analogii kapéw. Pomiar wydajnoéci translacji opierat si¢ na
systemie reporterowym lucyferazy. Interpretacja wynikow jest do$¢ skomplikowana, gdyz na
wydajnosci translacji mialo wptyw wigzanie si¢ bialka eIlF4E oraz wilasciwa orientacja wbudowania
analogow kapu do RNA. Doktorantka zauwazyta, ze wydajnos¢ translacji wigze si¢ w pewnym
stopniu z jej wczesniejszymi wynikami dotyczacymi pomiaru wigzania si¢ dinukleotydowych
analogéw kapu i biatka eIF4E. Wszystkie analogi cechowaty sie jednak nizszymi wydajnosciami
translacji niz naturalny kap, chociaz dla kilku wydajno$¢ translacji byta wysoka.

Inny przeprowadzony test polegal na ocenie stabilnosci kilku dinukleotydowych analogéw
kapu w buforach w zakresie pH 3-9. Wi¢kszo$¢ z badanych analogéw okazata sig stabilna, jakkolwiek
niektore z nich cechowaly si¢ mniejszg stabilnoscia w skrajnych pH.

Podsumowujac swoje badania biologiczne, mgr Ciechanowicz zauwaza, ze pierscien
triazolowy jest stabo tolerowany przez biatka zaangazowane w procesy zachodzace z udziatem kapu.
Im analog jest bardziej podobny do naturalnego kapu, tym jego oddzialywania w tymi bialkami sa

lepsze.



Niejako efektem wczesniejszych badan analogéw kapu byla synteza czterech dodatkowych
analogéw, ktére w zamierzeniu Doktorantki zawieralyby wszystko to, co czego brakowato
wezesniejszym analogom. Dla tych czterech oznaczono wydajno$ci wprowadzania kapu oraz
translacji. Dla czesci z nich uzyskane wydajnosci byly wyzsze niz wezesniejszych analogéw 1 maja
szanse by¢ wykorzystane, jako funkcjonalnie specyficzne terapeutyki.

Mgr Ciechanowicz wykonata bardzo duzo trudnych syntez chemicznych. Otrzymane analogi
sa wazne z biologicznego punktu widzenia. Osobiscie bardzo wysoko ceni¢ sobie interdyscyplinarny
charakter badan przedstawionych w pracy doktorskiej. Doktorantka wykonata trudne chemiczne
syntezy bardzo wielu analogow kapu, scharakteryzowala je doktadnie metodami fizykochemicznymi,
przeprowadzita kilka typéw testow ich aktywnosci biologicznej. Jestem przekonany, ze zdobyta
wiedza 1 dos$wiadczenie zgromadzone podczas syntezy i analizy aktywno$ci biologiczne] analogow
kapu bedg Jej pomocne w przysztosci.

Praca doktorska napisana jest pod wzgledem formalnym poprawnie i sposob bardzo zwigzty
prezentuje wyniki 1 wnioski z przeprowadzonych badan. Jesli chodzi o styl pisania rozpraw
doktorskich to pod tym wzgledem jestem osobg tolerancyjng, jakkolwiek mgr Ciechanowicz
zdecydowanie za duzo stosuje okreslen zargonowych i wywodzacych sie bezposrednio z jezyka
angielskiego, kiedy mozna byloby bez trudu uzy¢ okreslen polskich. Czasami sformutowania sa
bardzo skomplikowane, kiedy to samo mozna bytoby napisa¢ prosciej. Wydaje sie, ze praca doktorska
spisywana bylo troche w pospiechu. Wida¢ takze, ze ,kucharzenie” jest w waskim kregu
pozanaukowych zainteresowan Doktorantki, bo znalaztem w pracy kulinarne sformutowania
stwierdzajace, ze do reakcji Doktorantka dodata ,.odrobine wody” czy ..szczypte pirosiarczanu sodu”.

Prositbym Doktorantke, aby podczas obrony swojej pracy doktorskiej podzielita si¢ swoimi
przemysleniami, dlaczego otrzymane analogi kapu sa mniej aktywne niz naturalny kap, czy mozna
byloby niektére z przygotowanych analogéw wykorzystaé, jako terapeutyki nakierowane na
specyficzne procesy zwigzane z patogeneza RNA, czy mozna byloby zapewnié wlasciwg orientacje

wlaczania kapu w RNA.

Reasumujgc, uwazam, ze jest to ciekawa i warto$ciowa praca doktorska, ktéra wnosi duzo
informacji o chemicznej syntezie i wybranych wlasciwosciach biologicznych nowych analogow kapu.
Pragne stwierdzi¢, ze przedstawiona do oceny praca doktorska mgr Sylwii Ciechanowicz spelnia
catkowicie wymogi merytoryczne i formalne stawiane pracom doktorskim i wnoszg do Rady
Naukowej Instytutu Fizyki Doswiadczalnej Wydzialu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego o

dopuszczenie mgr Sylwii Ciechanowicz do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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