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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Renaty Kasprzyk pt. ,Metody badania biatek
zwiazanych z metabolizmem korica 5 mRNA oparte na nukleotydowych sondach
molekularnych”

Przedstawiona do recenzji rozprawa mgr Renaty Kasprzyk zostata wykonana pod
kierunkiem prof. dr hab. Jacka Jemielitego oraz prof. dr hab. Andrzeja Wysmotka, na
Uniwersytecie Warszawskim. Praca w tak wybitnych grupach badawczych pozwolita Pani
Kasprzyk na zrealizowanie niezwykle ambitnego i ztozonego projektu badawczego ktorego
zasadniczym celem byto opracowanie nukleotydowych sond molekularnych umozliwiajgcych
badanie oddziatywari 5'-korica mRNA tzw. kapu z wybranymi biatkami, mianowicie elF4E
(eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 4E), DcpS (enzym degradacji kapu) oraz N7-MTaza
(mMRNA kap N7-guaninometylotransferaza) oraz  sprawdzenie skutecznosci
wyselekcjonowanych sond w wysokoprzepustowych badaniach przesiewowych biblioteki
matoczgsteczkowych ligandéw o potencjalnym znaczeniu terapeutycznym. Nalezy
podkresli¢, ze znalezienie metod umozliwiajagcych szybka selekcje niskoczgsteczkowych
lekéw pozwalajacych na inhibicje wywotujacych choroby biatek cztowieka lub zahamowanie
rozwoju niebezpiecznych patogenéw stanowi jedno z aktualnych wyzwan wspbétczesnej
chemii medycznej, stymulowanych aktualng sytuacjg pandemiczng na $wiecie. Ninigjszy
projekt doktorski doskonale wpisuje sie w powyzej opisane, niezwykle aktualne trendy

badawcze.
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Praca doktorska mgr Kasprzyk zostata przygotowana w formie tradycyjnej. Liczgcy 267
stron dokument stanowi do$¢ obszerne opracowanie, co jest wynikiem szerokiego zakresu
prac badawczych jakie zrealizowata Doktorantka. Na zasadniczg czesc¢ dysertacji sktadajg
sig: Cel pracy, Przeglad literaturowy, Metodyka badar; Badania wiasne, Podsumowanie;
Czesc eksperymentalna oraz Bibliografia liczaca 333 odnosniki. Wymienione czesci pracy
doktorskiej uzupetnia wykaz skrétow, objasnienie zapisu struktur nukleotydowych,
informacja o Zrédtach finansowania badan oraz catkowitym dorobku naukowym
Doktorantki. Praca jest napisana jezykiem fachowym, iloé¢ btedéw literowych Jest niewielka
jesli sie wezmie pod uwage objeto$¢ pracy, oprawa graficzna pracy jest na bardzo wysokim
poziomie i znaczaco utatwia Recenzentowi $ledzenie opisywanych przez Doktorantke
tresci.

Gtéwna podstawe merytoryczng pracy doktorskiej mgr Kasprzyk stanowi siedem artykutéw,
ktére zostaty opublikowane w renomowanych czasopismach o zasiegu migdzynarodowym
migdzy innymi Chemical European Journal oraz Chemical Communication. Artykut w
Organic Biomolecular Chemistry (2016, 14, 3863-3868) zostat wyrézniony przez edytora
oktadkg czasopisma. Artykuty zostaty opublikowane w latach 2016-2020 i po przejrzeniu
bazy Scopus mozna $miato powiedzie¢, ze spotykajg sie z zainteresowaniem $rodowiska
naukowego. W trzech z siedmiu publikacji zwigzanych z tematem rozprawy doktorskiej,
Pani Kasprzyk jest pierwszym autorem, co pozwala sadzié, ze rola Doktorantki w
planowaniu i wykonywaniu badan byta wiodgca. W tym miejscu zwrdce uwage na fakt, ze
badania wtasne nie zostaty przez Doktorantke napisane w pierwszej osobie, co mogtoby
utrudni¢ ocenienie faktycznego wktadu Doktorantki w badania, jednakze Pani Kasprzyk
wyraznie podkresla udziat i zakres prac zrealizowanych przez inne osoby, podajac je z
imienia, nazwiska oraz afiliacji.

Ponadto, Doktorantka jest wspoétautorkg 3 innych publikacji, przyznanego patentu
krajowego oraz 5 komunikatéw ustnych. W opisie doktoratu pojawia sie wzmianka na temat
przygotowywania dwoch kolejnych publikacji.

Na uwage zastuguje skuteczno$¢ pani Kasprzyk w pozyskiwaniu funduszy na realizowanie
badan naukowych. Doktorantka pozyskata cztery finansowania, w ramach projektow
Diamentowy Grant, Preludium, Etiuda i Start 2020. Nalezy podkresli¢, ze Doktorantka
odbyta staz zagraniczny w Zespole dr Pietscha, w Centrum Farmakologii Uniwersytetu w
Kolonii, co zaowocowato dodatkowymi wynikami opisanymi w rozprawie.

Podsumowujac te czes¢ recenzji, uwazam, ze osiggniecia naukowe pani Kasprzyk - jesli

wezmiemy pod uwage wczesny etap kariery Doktorantki — sg zdecydowanie imponujace.

Przechodzac do recenzji samej pracy doktorskiej, w pierwszej kolejnosci skoncentruje sie
na rozdziale Przeglad literaturowy. Jest on napisany w sposéb dojrzaty i w mojej ocenie

posiada duzy walor dydaktyczny. Zawartos¢ tej czesci rozprawy uwzglednia
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opis zagadnien bezposrednio zwigzanych z czeécig badawczg rozprawy, takich jak
charakterystyka kapu oraz biatek zwigzanych z jego metabolizmem, opis terapeutycznego
zastosowania modyfikowanych analogéw kapu oraz metod stosowanych do badan
oddziatywan biatko-ligand, zwtaszcza metod fluorescencyjnych oraz z zastosowaniem
nanomateriatéw. Ta czes¢ pracy zostata opatrzona 256 odnos$nikami (nie liczac braku
danych bibliograficznych w odno$niku nr. 215). W odbiorze Recenzenta szczegolnie cenne
jest scharakteryzowanie i poréwnanie opisanych w literaturze metod umozliwiajgcych
zbadanie oddziatywania pomiedzy ligandami a interesujgcymi Doktorantke biatkami
metabolizmu kapu oraz dyskusja wptywu chemicznej modyfikacji tancucha fosforanowego

niskoczasteczkowych analogéw kapu na wiasciwoséci catej czasteczki.

W rozdziale kolejnym Metodyka badar, Doktorantka oméwita metody oddziatywania biatko-
ligand oparte o fluorescencyjne techniki detekcji (pomiar intensywnosci fluorescencji FLINT,
pomiar polaryzacji fluorescencji FP, termoforeza mikroskalowa MST) oraz Zmiany
parametrow przeptywu pradu elektrycznego w  sfunkcjonalizowanym  grafenie
(spektroskopie FTIR, ramanowska i XPS).

Cze$¢ Badania wiasne, Doktorantka rozpoczeta rozdziatem Motywacja pracy a nastepnie
Plan pracy. Oba rozdziaty dostarczajg skondensowanych informacji na temat rangi
problemu ktéry zamierza Doktorantka podja¢, oraz planowanych zadan ktére pozwolg
przyblizy¢ sie¢ do jego rozwigzania. Zgodnie z zatozeniem projektu Doktorantka
zastosowata spekiroskopie fluorescencyjng jako technike pomiarows oddziatywan biatko-
ligand ktéra umozliwita wysokoprzepustowe badania przesiewowe duzej biblioteki
matoczgsteczkowych ligandéw o wiasciwosciach inhibitoréw biatek metabolizujgcych kap.
Aby projekt doktorski mégt by¢ zrealizowany, Doktorantka zsyntetyzowata naprawde
imponujacg serie znakowanych fluorescencyjnie mononukleotydowych analogéw kapu
m'GTP, dinukleotydowych analogéw GpsG i GpsA oraz analogdw nukleotydow
guanozynowych, modyfikowanych w tancuchu fosforanowym, w reszcie cukrowej lub
zasadzie nukleinowej. W celu potaczenia fragmentu nukleotydowego ze znacznikiem
wykorzystane zostaty metody syntetyczne oparte gtéwnie o cykloaddycje azydkowo-
alkinowg katalizowang jonami miedzi (1).

Spoéroéd kilkunastu znakowanych fluorescencyjnie mononukleotydowych analogéw kapu
m’GTP wyselekcjonowano sondy znakowane pirenem (m’GpsC4Py oraz m’GpsC,Py) jako
najbardziej skuteczne do monitorowania odpowiednio, tworzenia komplekséw kap-elF4E
oraz hydrolizy kapu katalizowanej przez DcpS. Metody te okreslono nazwami PyFLINT-B
oraz PyFLINT-HA. Opracowana metoda PyFLINT-B oraz odpowiednio zmodyfikowana
mononukleotydowa sonda pirenowa m’GpsppOC;Py D1 postuzyta do opracowania metody
monitorowania tworzenia komplekséw kap-DcpS.
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W celu opracowania metodyki umozliwiajgcej bezposrednie monitorowanie reakcji N7-
metylacji kapu, Doktorantka przetestowata kilkanascie znakowanych fluorescencyjnie
dinukleotydowych sond Gps;A i Gps;G. Metodologie opracowano i zoptymalizowano dla
enzymu Ecm1 z pasozyta Encephalitozoon cuniculi, ludzkiego biatka RNMT-RAM oraz
wirusowego VCE. Najwigksza zmiana intensywnosci fluorescencji na skutek N7-metylacji
obserwowana byta dla sondy pirenowej Gp;A znakowanej przez pozycje 3-O adenozyny
(GpsA-3'-O-Py3 oraz odporny na hydrolize analog GpCH2ppA-3'-O-Py3). Metode okreslono
jako PyFLINT-M.

Metody PyFLINT-B, PyFLINT-HA oraz PyFLINT-M poddano walidacji a uzyskana wartosé¢
parametru z > 0,5 zakwalifikowata je jako uzyteczne w eksperymentach HTS. Metoda
PyFLINT-B okazata sie odpowiednia do szybkich i wydajnych pomiaréw powinowactwa
bibliotek ligandéw do biatka elF4E, co potwierdzono poprzez charakterystyke biblioteki
analogéw kapu modyfikowanych pierécieniem triazolowym; przeprowadzono réwniez
charakterystyke serii mononukleotydéw zawierajacych reszte tryptaminowg oraz serii
dinukleotydowych analogéw kapu m’Gps(G/A) modyfikowanych grupg propargilows,
kwasem foliowym lub cholesterolem. Zaletg metody PyFLINT-B jest okoto 10-krotne
skrécenie czasu potrzebnego do wyznaczenia powinowactwa ligandéw do elF4E w
porownaniu do metod dotad stosowanych. Metode PyFLINT-HA =zastosowano do
scharakteryzowania znanych nukleotydowych inhibitorow enzymu DcpS, serii
mononukleotydowych analogéw kapu modyfikowanych tryptaming oraz potwierdzono
mozliwos¢ badan inhibicji DcpS w ekstraktach komorkowych. Zastosowana w metodzie
PyFLINT-HA sonda jest okoto 20 razy bardziej czuta niz stosowana do tej pory mTGTPZ,S-
AcPy oraz pozwala na monitorowanie przebiegu reakcji w czasie rzeczywistym. Za pomocg
metody PyFLINT-B dedykowane] do badania tworzenia kompleksu DcpS-ligand
przetestowano powinowactwo serii niefluoryzujgcych inhibitorow DcpS. Uzytecznosc
PyFLINT-M pokazano w badaniach inhibicji Ecm1 z E.cuniculi i ludzkiej RNTMT-RAM dla
ktérych przetestowano serie analogéw Gp;A modyfikowanych w pozycjach C8 lub C6
guanozyny, mono-, di- i trifosforany 8-winyloguanozyny lub 7-metyloG, oraz zwigzki
farmakologicznie czynne z biblioteki LOPAC. Skuteczno$¢ czterech najsilniejszych
inhibitorébw zostata sprawdzona wzgledem wirusowej N7-metylotransferazy. Nalezy
podkreslic, ze opracowana przez Doktorantke metoda HTS monitorowania aktywnosci
biatka N7-MTazy oraz selekcji specyficznych inhibitoréw jest pierwsza ktéra opiera sie na
zmianach fluorescencji niskoczasteczkowych sond nukleotydowych. Skutecznosci tej
metody dowodzi fakt, ze jest ona aktualnie wykorzystywana przez Doktorantke w
badaniach przesiewowych bibliotek zwigzkéw hamujgcych aktywnos¢ N7-MTazy wirusa
SARS-CoV-2 powodujgcego chorobe COVID-19.
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Metoda fluorescencyjna oparta o pomiary polaryzacii fluorescencji FP zostata opracowana
przez Dyplomantke do charakterystyki miejsca wiazacego GTP ludzkiego biatka
transglutaminazy Il (TG2). Do tego celu Doktorantka wykorzystata znakowane
fluorescencyjnie analogi nukleotydéw guanozynowych. Najlepszy znakowany analog GTP
(GpsC2(5)FAM2) zastosowano do opracowania metody anizotropii fluorescencji do
monitorowania wigzania ligandéw (modyfikowanych mono- i dinukleotydéw G- lub m’G-
nukleozydowych) z biatkiem TG2 oraz okreslenia wplywu stezenia Ca®* na tworzenie
kompleksu nukleotyd-TG2. Zastosowanie opracowanej metody do charakterystyki
nieodwracalnych inhibitorow aktywnosci transamidacji biatka TG2 pozwolito Doktorantce
wyciggnaé wniosek, ze metoda moze byé zastosowana w testach inhibitoréw miejsca
aktywnego biatka TG2.

Ponadto  Doktorantka  przeprowadzita charakterystyke dwuznakowanych sond
mononukleotydowych z  wykorzystaniem zjawisk fluorescencyjnych opartych o
oddziatywania typu FRET, wygaszanie oraz sondy ekscymerowe (zawierajgce dwie
molekuty pirenu). Wymienione sondy zostaty wykorzystane do badan degradacji kapu przez
enzym DcpS oraz w badaniach aktywnosci fosfodiesterazy PDE-I.

Wsréd ambitnych celow badawczych Dyplomantki znalazto sie ponadto opracowanie
biosensora elF4E na bazie grafenu sfunkcjonalizowanego analogiem kapu z zatozeniem,
Zze zmiana przewodnictwa elekirycznego modyfikowanego nukleotydem grafenu umozliwi
okreslenie stezenie elF4E jako markeru nowotworowego. W tej czesci badan udato sie
opracowa¢ metode, w ktérej koniugat grafen-nukleotyd osadzono na powierzchni
tranzystora. W metodzie tej grafit utleniono do tlenku grafenu a nastepnie
sfunkcjonalizowano grupa azydkowg i w reakcji CUAAC przytaczono dwa G-nukleotydy:
oddziatujgcy z biatkiem elF4E nukleotyd m’GTP oraz GTP uzyskujac probke referencyjna.

Czesc pracy doktorskiej opisujaca badania wtasne konczy niezwykle dobrze przemyslane
Podsumowanie rezultatow badan Doktorantki oraz opis narzedzi badawczych jakie w
swojej pracy wykorzystata. CzeS¢ eksperymentalna zawiera protokoty syntezy
modyfikowanych nukleotydéw, sond mono- i dwu-nukleotydowych, znacznikow
fluorescencyjnych oraz modyfikowanych nanomateriatow. Zamieszczone analizy
spektroskopowe zwigzkow otrzymanych drogg chemiczng nie budzg watpliwosci. Nie do
konca rozumiem intencje Doktorantki w numerowaniu statych sprzezen J;, J...., w opisie
widm "H NMR.

Konczac recenzje czesci badawczo-eksperymentalnej pani Kasprzyk chciatabym poprosic

Doktorantke o komentarz do nastepujacych spostrzezen Recenzenta:
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- W badaniach tworzenia komplekséw m’Gp;(A/G)-elF4E (Tabela IV.7) zaobserwowano, ze
obecnoéc¢ cholesterolu w uktadach m’Gp;A, a zwtaszcza m'Gp;G | m7GpsppG zwieksza
powinowactwo zwigzku do biatka elF4E wraz ze wzrostem temperatury. W pozostatych
przypadkach zestawionych w tabeli nie obserwuje sie takiej zaleznosci. Czy mogtaby Pani
skomentowac ten wynik?

- Wobec potwierdzonego przez Doktorantke faktu, ze w inhibicji N7-metylotransferaz istotng
role odgrywa drugi nukleotyd, jak ocenia Pani mozliwo$¢ zastgpienia adenozyny w
inhibitorach typu GpsA na nukleozyd pirymidynowy - urydyne lub cytydyne?

Podsumowujgc, stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi zbi6r
niezwykle waznych badan, ktére zostaty opublikowane w renomowanych czasopismach o
zasiegu ogolnoswiatowym. Na podkreslenie zastuguje interdyscyplinarny charakter
przeprowadzonych przez Doktorantke prac badawczych, aktualno$é podejmowanej
problematyki badawczej oraz uzyteczno$¢ opracowanych metod, ktére zostaty wdrozone w
Zespole profesora Jemielitego i z powodzeniem stosowane. Tym samym stwierdzam, ze
przedstawiona do recenzji praca spetnia wymogi wtasciwej ustawy o stopniach naukowych i
tytule naukowym i wnosze o dopuszczenie mgr Renaty Kasprzyk do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

Wyniki badan uzyskanych przez Doktorantke wnoszg istotny wktad w rozwdj dziedziny, w
szczegolnosci proponujg nowe, bardzo wartosciowe rozwigzania HTS-selekcji zwigzkéw
oddziatujgcych z biatkami metabolizmu kapu w oparciu o nukleotydowe sondy molekularne.
Majgc na uwadze istote podejmowanych przez Doktorantke problemoéw, jej niebywatg
dojrzato§¢ naukowag oraz wyjatkowg aktywno$¢ publikacyjng nie mam watpliwosci o
koniecznosci wyrdznienia ocenianej przeze mnie rozprawy doktorskiej. W zwigzku z
przedtozong opinig, sktadam formalny wniosek do Rady ds. Stopni Naukowych

Uniwersytetu Warszawskiego o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr Kasprzyk.
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