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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr. Marcina Warmiriskiego

Projektowanie i synteza narzedzi molekularnych do badarn struktury i
funkciji korica 5° mRNA (kapu) oraz badanie ich komplekséw z biatkami
metoda krystalografii rentgenowskiej

wykonanej w Zaktadzie Biofizyki Instytutu Fizyki Doswiadczalnej, Wydziat Fizyki
Uniwersytetu Warszawskiego

pod kierunkiem dr. hab. Jacka Jemielitego, prof. UW

Eukariotyczne mRNA posiadajg na swoim 5 koricu fragment strukturalny
skiadajacy sie z 7-metyloguanozyny potaczony z pierwszym transkrybowanym
nukleotydem wiazaniem 5’-5’ trifosforanowym (m’GpppN). Ta unikalna struktura,
okreslana poczatkowo jako ,blocked and methylated structure®, zostata odkryta w
1975 r. niezaleznie przez C.-M. Wei (w laboratorium B. Mossa) i Y. Furushi (w
laboratorium A.J. Shatkina) i obecnie znana pod nazwg kapu (od ang. cap - a
protective lid or cover for an object). Oprécz dwéch gtownych funkcji, jakie petni kap w
cytoplazmatycznym mRNA - ochrona mRNA przed jego przedwczesng
enzymatyczng degradacjg oraz inicjowanie procesu translacji, odgrywa on réwniez

kluczowa role m.in. w splicingu oraz transporcie mRNA z jadra do cytoplazmy.

Na gruncie polskim badania nad funkcjg kapu w aspekcie molekularnych
mechanizméw regulacji ekspresji genéw (np. synteza analogéw kapu, ich
oddziatywanie z biatkami, rola w inicjowaniu proces translacji, etc.) zostaly
zainicjowane w potowie lat 80. ubiegtego wieku w grupie prof. dr. hab. Edwarda
Darzynkiewicza. Tematyka ta w ostatnim dziesigcioleciu zostata tworczo rozwinieta i
poszerzona poprzez prace dr. hab. prof. UW Jacka Jemielitego i dr Joanny

Kowalskiej, i wiasnie z tej grupy pochodzi recenzowana przeze mnie rozprawa

doktorska.



Ogolnym celem pracy doktorskiej mgr. Marcina Warmiriskiego, wg stow Autora,
bylo stworzenie nowych narzedzi molekularnych do badania procesow biologicznych
w ktore zaangazowany jest koniec 5 mRNA, w formie zwigzkow chemicznych o
zadanej strukturze i oczekiwanych wiaéciwosciach fizykochemicznych i
biochemicznych, oraz przebadanie ich kompleksow 2z wybranymi biatkami
oddzialywujacymi ze strukturami typu kap. Dla Doktoranta byly to wigc dwa
rownolegle watki badawcze: syntetyczny (zaprojektowanie i otrzymanie nowych
analogéw kapu) i badania strukturalne samych analogébw oraz ich kompleksow z

wybranymi biatkami oddziatywujacymi z fragmentami kap.

Kandydat wywigzat sig z powierzonego mu zadania znakomicie, a wyniki jego
badari staly si¢ istotng czeécig wielu publikacji w renomowanych czasopismach
naukowych (m.in. w Angewandte Chemie, Journal of the American Chemical Society,
Organic Letters, Nucleic Acids Reserach).

Tekst rozprawy podzielony jest na siedem rozdziatbw, zawiera 226 pozycje
literaturowe, oraz wiele schematow, tabel, widm NMR i obrazéw tr6jwymiarowych
struktur.

Czes$¢ Przeglad Literaturowy stanowi do$é obszerne wprowadzenie do chemii i
funkcji biologicznych kapu i jego analogéw, oraz badan strukturalnych kompleksow
kap z biatkami odpowiedzialnymi za regulacje translacji mRNA. Miato to na celu
pokazanie niniejszej pracy w szerszym kontekscie badari chemicznych i
biologicznych prowadzonych w tym zakresie na $wiecie, oraz danie czytelnikowi
podstawowych informacji, koniecznych do lepszego zrozumienia badari wiasnych
Kandydata, dyskutowanych w nastgpnych rozdziatach. Podobnie jak cala praca,
czes¢ ta jest bogato ilustrowana wzorami chemicznymi, réwnaniami reakcii,

kolorowymi schematami i strukturami rentgenograficznymi.

Bardzo zasadnym bylo wyodrgbnienie jako osobnej czesci Metodyki Badari, w
ktorej autor opisuje chemig i procedury syntetyczne stosowane w pracy, oraz podaje
teoretyczne i eksperymentalne podstawy uzywanych technik instrumentalnych.
Dotyczy to, m.in. stosowania rentgenografii w badaniach komplekséw biatko-ligand,
spektroskopii NMR w badaniach konformacyjnych nukleotydéw, oraz termotorezy
mikroskalowej (MST) dla oznaczenia oddziatywari biatko-ligand. Dzigki temu, w opisie
badari wiasnych Autor mégt swobodniej prowadzi¢ swoje wywody logiczne bez

koniecznosci odwotywania sig do odpowiednich podstaw teoretycznych stosowanych
technik eksperymentalnych.



Oble czebcl, Przoglyd Literaturowy | Motodyka Badari, sy dobrze wywazone, a
sposdh prezentac)i materialu wekazujo, 2o Doktorant swobodnie porusza slg w
skomplikowanych czesto obszarach chemiczne) syntezy analogow fosforowych,
badan strukturalnych, oraz blochemii | biologil molekularne.

Ceol pracy zostal ogoinia, ale jasno wyartykutowany w pierwszej czeéci rozprawy
(Celo Projektu | Koncopcja Pracy), a nastopnie uszczegblowiony w rozdziale Badanla

Wiasne. Jest to najbardzie] obszerna czeéé rozprawy doktorskie).

Przy racjonainym projektowaniu nowych analogbw kapu podstawowe znaczenie
ma znajomoé¢ oddzialywania tego typu struktur z odpowiednimi biatkami. W tym
przypadku byly to, m, in. czynnik inicjujgcy translacjg elF4E oraz dwa biatka
hydrolityczne usuwajace kap: DcpS oraz Dcp2. PoniewaZz moga one byé rbwniez
wazne z punktu widzenia potencjalnych, terapeutycznych zastosowar analogéw

kapu, kompleksy z tymi hiatkami Doktorant wybrat jako gtbwne cele badawcze.

W pierwszym  etapie swoich badan, Autor zaprojektowat rbzne analogi
nukleotydowe dla poznania molekularnych podstaw oddziatywar kap-biatko. Chociaz
niektére z biatek oddziatywujace z kapem wiazg sie nawet z prostymi mono- i
dinukleotydowymi analogami, Autor zdecydowat si@ na synteze bhardziej ztozonych
struktur typu trinukleotydowych analogbw kapu. Pozwolilo to poszerzy¢ wachlarz
mozliwych struktur analogbw kapu o nowe kombinacje modyfikacji w mostku
trifosforanowym i na pierwszym transkrybowanym nukleozydzie, zarbwno w jego
czeéci cukrowej jak i na zasadzie heterocyklicznej i wigzaniu 3’5
internukleotydowym, a nawet na zastapieniu tego ostatniego nowg grupg atomow, np.
tacznikiem triazolowym.

W celu éledzenia lokalizacji analogbw kapu we wnetrzu komorki, Autor opracowat
metody fluorescencyjnego znakowania struktur kapu z zachowaniem zdolnoéci
transkryptow do ulegania translacji. Takie znaczniki fluorescencyjne zostaly

wprowadzone w rozne miejsca di- i trinukleotydowych analogéw kapu.

Ta chemiczna czeéé badan zostata opisana w p. 4.3 jako Projektowanie i synteza
chemiczna analogoéw korica 5° mANA. Synteza zaprojektowanych struktur nie byla
zadaniem trywialnym | wymagata rozwigzania wielu, nowych problemow
chemicznych. Otrzymane wyniki, o duzej wartoéci poznawczej z punktu widzenia
syntetycznej chemii organicznej, zostaly opublikowane jako wieloautorskie

komunikaty lub petne prace w znakomitych czasopismach naukowych,

Ze wzgledu na obszermosé tych badan nie sposob je wszystkie opisac nawet



bardzo skrétowo w niniejszej recenzji. Wspomne jedynie kilka z nich, a mianowicie (i)
opracowanie syntezy trinukleotydowych analogébw kapu z modyfikacjg B-
tiofosforanowg oraz rozdziat odpowiednikach P-diasteromeréw, (ii) funkcjonalizacje
kapu grupg acetylenowa dla poézniejszej cykloaddycji z azydkami, oraz synteze
odpowiednich 5-azydo rybooligonukleotydow jako substratéow, (iii) opracowanie
syntezy analogdw kapu zawierajacych wigzanie P-S-C, oraz (iv) wykorzystaniem click
chemistry, do opracowania syntezy nowej klasy cyklicznych analogéw
oligorybonukleotydéw. Wszystkie chemiczne rozwigzania zaproponowane przez
Autora cechuje nowatorstwo, syntetyczna efektywnos¢, a otrzymane wyniki nalezy

oceni¢ je jako wazna zaréwno dla chemii kwaséw nukleinowych jak i chemii fosforu.

Dla wybranych analogéw kapu Doktorant przebadat ich wiasciwosci biologiczne,
a mianowicie, powinowactwo do czynnika inicjujgcego transkrypcje elF4E,
efektywno$¢ wbudowywania analogéw kapu do mRNA, oraz podatno$¢ na hydrolize
enzymatyczng otrzymanych konstruktow.

Otrzymane trinukleotydowe analogi kapu okazaly si¢ dobrymi inicjatorami
transkrypcji in vitro, ktére zapewnialy rowniez wiasciwg orientacje wbudowywania
kapu. Z tego punktu widzenia moga one stanowic¢ alternatywe dla dinukleotydowych
analogow typu ARCA Prof. Darzynkiewicza w kontekScie potencjalnych
terapeutycznych zastosowan analogéw kapu. Mimo troche bardziej ztozonej struktury
chemicznej, ich zaleta jest mozliwosé dodatkowej modulacji aktywnosci biologicznej

poprzez wprowadzania modyfikacji na 3’ koricowym nukleotydzie.

Dla otrzymanych, znakowanych fluorescencyjnie analogéw kapu Autor przebadat
rowniez ich uzyteczno§é do wizualizacji mMRNA w komdrkach oraz monitorowania
degradacji odpowiednich transkryptéw. Takie znaczniki fluorescencyjne zostaty
wprowadzone w rézne miejsca di- i trinukleotydowych analogébw kapu. Autor
przebadat dwa podejscia: znakowanie mRNA z uzyciem kapu posiadajgcego
wbudowang sonde fluorescencyjng (znakowanie kotranskrypcyjne) oraz znakowanie
posttrankrypcyjne, w ktorym chemiczny marker umieszczony we fragmencie kapu
stuzyt jako miejsce przytaczenia przysztego fluoroforu.

Doktorant pokazat w badaniach na hodowli komérek Hela, ze transkrypty
znakowane fluorescencyjnie w obrebie 7-methyloguanozyny moga mie¢ duzg
przydatno$¢ do monitorowania losu kapowanych mRNA w warunkach in vivo. Mimo,
ze dla biokonjugatow z markerem fluorescencyjnym wydajnosci translaciji byty zwykle
nizsze niz dla innych analogéw kapu (np. ARCA, ARCA-F), to byty one jednak ok. 40



razy wyzsze niz dla niekapowanych lub zakoriczonych niefunkcjonalnym kapem (np.

ApppG) mRNA.

Przechodzac do badari strukturalnych modyfikowanych analogow kapu.
Dotychczasowe dane eksperymentalne jasno wskazuja, ze chemiczne modyfikacje w
obrebie mostka 5-5' trifosforanowego majg najwigkszy wplyw na biologiczne
wiasciwosci kapu, ale brakowato odpowiednich danych strukturalnych dotyczacych
oddziatywania wiasnie tego fragmentu trifosforanowego z bardzo waznym biatkiem, a

mianowicie, czynnikiem inicjujgcym translacje elF4E.

Punktem wyjécia dla tych badan Doktoranta byla ekspresja i oczyszczanie
odpowiednich biatek metodami inzynierii genetycznej oraz ich krystalizacja w formie
komplekséw z niektérymi z opisanych wyzej analogami kapu. Kandydat poddat
prébom kokrystalizacji z biatkiem elF4E 50 roznie modyfikowanych chemicznie
analogéw kapu, otrzymujac dla 27 z nich krysztaly pozwalajgce na jednoznaczne
wymodelowanie konformagii liganda. Byly to m.in. analogi kapu modyfikowane w
pozycji PB-fosforanu atomem siarki (oba diastereomery), grupg boranowa (oba
diastereomery), B-tiofosforanowe pochodne z usztywnionym pierscieniem rybozy 7-
metyloguanozyny (oba diastereomery), niemodyfikowane i [-tiofosforanowe
trinukleotydowych pochodnych kapu, y-tiofosforanowe pochodne, oraz analogi kapu z
modyfikacjami w pozycji mostkowej funkciji tri- i tetrafosforanowej (grupy CHz, NH,
CF, i CCl,). Dzigki starannie dobranym obiektom badawczym (i réwniez odrobinie
szczeécia przy krystalizacji odpowiednich komplekséw) Doktorant uzyskat cenne
informacje na temat wplywu roznych modyfikacji kapu na trwatoS¢ tworzonych
komplekséw z biatkiem inicjujacym translacje elF4E. Zostaty one podsumowane w
czeéci 4.5.8 i najwazniejsze z nich to stwierdzenie, Ze (i) kap najsilniej oddziatuje z
biatkiem elF4E poprzez fragment 7-metyloguanozyny oraz grupg [ fosforanowa, (ii)
dominujacy wptyw na stabilizacje komplekséw majg oddziatywania elektrostatyczne
typu mostkéw solnych, (iii) modyfikacje niemostkowe, w przeciwienstwie do
mostkowych, zmieniajg znacznie rozktad tadunku elektrycznego w reszcie
fosforanowej, co przektada si¢ na site wigzania z biatkiem, (iv) oddziatywanie
elektrostatyczne Arg157 i Lys162 z grupg P fosforanowa jest na tyle silne, ze w
odpowiednich przypadkach moze wymusi¢ zmiang konformacji i utozenia mostka

trifosforanowego w kompleksie analogu kap z biatkiem elF4E.

W prébach krystalizacji komplekséw analogéw kapu z dwoma pozostaty biatkami,

mianowicie z enzymami dekapujacymi DcpS i Dcp2, Doktorant miat troche mniej



szczg60ln, Mimo, 26 udato otrzymad sig tylko jeden kompleks biatka DcpS z jednym z
P-diasteromerow bardzo aktywnego analogu kapu zawierajgcego jako chemiczne
modylikacje dwa wigzania P-8-C i jedno P=8, Doktorant wyjasnit prawdopodobne
przyczyny obserwowane) duzej odpornoécl tego analogu kapu na hydrolize i jego

wysoklego powinowactwa do hadanego enzymu,

Z9 wzglodu nn  oczekiwany wplyw konformacji piercienia rybozy 7-
metylguanozyny w struklurze kapu na oddzialywania z enzymami, badania
strukiuralne prowadzone metodami rentgenograficznymi zostaty uzupetnione analizg
konformacyjng w roztworze niektorych analogbw kapu (oznaczenie parametrow
pseudorotacyjnych, 'H NMR), Dodatkowo, dla wielu komplekséw przeprowadzono
analizg termodynamiczng oznaczajgc odpowiednie state dysocjacji Kd kompleksow
lub state inhibicji 1C,.

Podsumowujac 1o czebt nalezy podkresli¢, ze badania strukturalne zostaty
przeprowadzone hardzo wnikliwie, z duzg dbatoscig o szczegbty, a otrzymane wyniki i
ich interpretacja nie budzg watpliwoéci. Dodatkowg warto$cig jest zaproponowanie
przez Doktoranta, na podstawie badar wiasnych, nowych struktur chemicznych dla
analogbw kapu o potencjalnie nowych wiasciwoséciach chemicznych i biologicznych.

Czo6¢ Eksperymentalna (rozdziat VI) jest doé¢ obszerna i zawiera opis procedur
sksperymentalnych, poczawszy od chemicznej syntezy analogéw kapu,
syntetycznych, niemodyfikowanych i modyfikowanych oligonukleotydéw i ich
koniugatow, poprzez  pozyskiwanie | oczyszczanie biatek do badan
krystalograficznych  metodami  Inzynierii  genetycznej, a skonczywszy na
rozwigzywaniu | udokiadnianiu struktur odpowiednich komplekséw. Procedury sg

szc26g6lowo opisane, a otrzymane zwigzki dobrze scharakteryzowane.

Prace czyla sig latwo dzieki jasnej | logicznej prezentacji materiatu oraz
starannej szacie graficznej, ilustrowanej licznym kolorowym schematami, rysunkami i
planszami,

Uwagi polemiczne/komentarze

I. Becenzowana praca zawiera w sumie 228 stron | zdaniem recenzenta jest troche
74 ohszema jak na rozprawg doktorskg. Bardzo duzo iloé¢ r6znorodnego
materiaty faktograficznego wykluczata mozliwoéé dogtebnej dyskusji w ramach
Kilkustronicowsej recenzji, Bardziej odpowiednig formg mogtaby byé kolekcja
odpowiednich publikacji z komentarzem autora,

2. / drugisj strony, chciatbym stwierdzi¢, 2e praca Doktoranta moze stanowié



PP

10.

doskonale kompendium wiedzy dla kazdego zainteresowanego sprawami

chemicznej syntezy i biologicznych wiasciwosc
materiatu, dyskusja, elc., wskazujg na gteboka wie

dziedzinie oraz na umiejgtnosé ciekawej i jasnej narracji. D

i kapu. SposoOb prezentacji
dze Doktoranta w tej

aje to recenzowanej

rozprawie rowniez duzy walor dydaktyczny.

Praca doktorska bazuje na wielu publikacjach, ktore Kandydat potgczyt
interesujgcg  narracja. Zabraklo mi jednak szczegotowych odno$nikow
literaturowych do prac wiasnych, umozliwiajacych poznanie dodatkowych
szczegotow, ktore z koniecznosci musiaty zosta¢ pominigte W tekscie rozprawy.
Réwniez trudno byto zorientowac sie, ktére fragmenty pracy zostaly juz
opublikowane, a ktore wymagaja jeszcze weryfikacji i sa raczej hipotezami
dopuszczalnymi w pracy doktorskiej.

Badania prezentowane w pracy sg badaniami multidyscyplinarnymi, a publikacje
z natury wieloautorskie. Nalezy zaznaczyé jednak, ze w roznych miejscach
swojej rozprawy Doktorant wyraznie zaznaczat udziat innych osob w realizacji
poszczegblnych projektow, oraz zakres wykonanych przez nich prac.

Catg prace cechuje bardzo staranna edycja. Zauwazytem jedynie kilka literowek i
btedoéw w formatowaniu.

Str. 74, rys. 46. Reakcja utleniania fosforynu. Prosze o szczegbtowe
uzasadnienie etapow 1 i 2 podanego mechanizmu i skorygowanie ewentualnych

btedow.

Str. 101 i 102, rys. 71. Przy analizie widm 'H NMR amidofosforynéw Doktorant
uzywa wyrazenia efekt diastereotopowy podstawnika, podczas gdy chodzi o

relacje diastereotopowg atoméw wodoru grupy CH: oraz grup metylowych.

Prosze o komentarz dotyczacy topowosci (topicity) atomoéw lub grup atoméw w

czasteczce.

Str. 105. Mozliwoséé migracji wigzania internukletydowego w czasie hydrolizy

produktu ubocznego (fluorofosfonianu) w $rodowisku kwasnym (HCI, pH1, 3 dni).

Czy podanymi metodami spektralnymi mozna rzeczywiscie wykry¢ obecnos$¢

matych ilosci produktow izomeryzacji?

Str. 111. Doktorant rozdzielit 2’- i 3’-karbaminiany propargylowe pochodne kapu.

Jaka jest sktonnos$¢ tych zwigzkéw do migracji pomigdzy pozycjami 2’ i 3’ reszty

rybozy?

Str. 111, rys. 83. Podany mechanizm dla reakcji propargyloaminy z cyklicznym

weglanem nukleozydu moze budzié pewne watpliwosci. Dlaczego? Prosze



uszczegotowi¢ mechanizm i podaé uzasadnienie.

11. Str. 144. Doktorant zaobserwowat, ze w kompleksach B-tio(seleno)analogu kapu
z biatkiem elF4E, oddziatywanie siarki z Arg157 i Liz162 bylo na tyle
preferowane, ze wymuszalo w jednym z diasteromeréw zmiane konformacji i
utozenia mostka trifosforanowego. Doktorant przypisat to korzystnym
oddziatywaniom elektrostatycznym w zwigzku z wigksza lokalizacjg tadunku
ujemnego na atomie siarki (selenu). Poniewaz siarka i selen w tych zwigzkach
sg migkkimi centrami nukleofilowymi, czy istnieje alternatywne lub uzupetniajace
wyttumaczenie tego zjawiska w $wietle teorii Pearsona HSAB?

12. Str. 145. Stwierdzenie ...W przypadku boranofosfoniandw fadunek ujemny jest
Jjednoznacznie zlokalizowany na grupie BHj...wydaje sig by¢ zbyt kategoryczne.
Prositbym o komentarz w tej kwestii.

13. Str. 145. Przy zastapieniu atomu siarki w B-tioanalogu kapu grupg BH; nastepuje
zmiana deskryptorow stereochemicznych Rp/Sp opisujacych konfiguracje
absolutng przy centrum fosforowym, mimo ze chiralnos$¢ (sense of chirality) nie
ulegta zmianie. Byé moze przy takich okazjach dyskutujac sprawy
stereochemiczne wygodniej byloby uzywaé¢ nomenklatury stereochemicznej
De/Le, W ktbrej zmiana deskryptoréw stereochemicznych nastepuje tylko przy

zmianie chiralnosci.

Whioski

W podsumowaniu stwierdzam, Ze temat podjety przez Doktoranta jest
zagadnieniem o duzym znaczeniu z punktu widzenia poznawczego i aplikacyjnego, a
przedstawione wyniki badari znaczaco poszerzaja naszg wiedze o funkgji i strukturze
kapu korica 5° mRNA oraz jego oddziatywaniach z odpowiednimi biatkami. Spos6b
prezentacji materiatu, interpretacja wynikow eksperymentainych, dobér metod
badawczych w zaleznosci od rozwigzywanego problemu, wskazujg na duzg wiedzg
Kandydata w dziedzinie syntetycznej chemii organicznej, biochemii RNA i analizie
rentgenograficznej, a osiagnigte wyniki, na duzg biegto$¢ eksperymentalng.

W S$wietle powyzszego, nie mam zadnych watpliwosci, Zze recenzowana
rozprawa spetnia z duzym marginesem wszelkie wymogi stawiane pracom doktorskim
i dlatego wnosze do Rady Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego o
dopuszczenie mgr. Marcina Warmiriskiego do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.



Jednoczesnie, ze wzgledu na wyjatkowo duze walory poznawcze pracy, bardzo
wysoki poziom przeprowadzonych badari, multidyscyplinarne podejécie do
rozwiazywania probleméw naukowych, duzg wartoéé dydaktyczng catego
opracowania, oraz znakomity dorobek naukowy mgr. Marcina Warmiriskiego, stawiam

wniosek o przyjecie recenzowanej pracy doktorskiej z wyréznieniem.



