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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marcina Ziemniaka
p-t. ,Nowe syntetyczne analogi kapu mRNA i ich zastosowania w badaniach
biochemicznych i strukturalnych nad kompleksem enzymatycznym degradujgcym kap
Dcp1/Dcp2 i innymi biatkami oddziatujacymi z kapem”

Rozprawa doktorska mgr Marcina Ziemniaka zostata wykonana w Zaktadzie Biofizyki
Instytutu Fizyki Doswiadczalnej Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego w latach 2010-
2016, pod kierunkiem dr hab. Jacka Jemielitego, prof. UW.

Przedmiotem rozprawy sg zagadnienia zwigzane z syntezg i charakterystykg biofizyczng i
biologiczng nowych analogéw kapu - dinukleozydopolifosforanowej ,czapeczki” znajdujacej
si¢ na 5'-koncu informacyjnego RNA (mRNA) i odgrywajacej zasadnicza role w
funkcjonalnosci tego biopolimeru i jego stabilnosci endonukleolitycznej. Badania zwiazane z
pozyskiwaniem zwigzkéw modelowych, stuiacych do analizy aktywnosci enzymoéw
zaangazowanych w metabolizm czasteczki mRNA i narzedzi wykorzystywanych do szerokiego
wachlarza badari biochemicznych i strukturalnych stanowia od okoto 30 lat obszar
zainteresowan profesora Edwarda Darzynkiewicza i cztonkéw jego Zespotu. Dr hab. Jacek
Jemielity, profesor Uniwersytetu Warszawskiego i kierownik Laboratorium Chemii
Bioorganicznej w istniejagcym przy UW Centrum Nowych Technologii jest uczniem prof.
Darzynkiewicza i godnym kontynuatorem jego badani. Z powodzeniem rozwija tematyke
~kapu” wprowadzajac coraz to nowe modyfikacje chemiczne do struktury tej czasteczki w
celu pozyskania coraz bardziej interesujacych obiektéw do badar proceséw metabolicznych i
funkcjonalnosci enzyméw zaangazowanych w oddziatywania z kapem i z czasteczka mRNA.
Niniejsza rozprawa wykonana pod kierunkiem prof. Jacka Jemielitego stanowi oryginalny
wktad do tematyki kapu. Badane zagadnienia nabierajg szczegblnego znaczenia w $wietle
odkrycia kolejnych modyfikowanych nukleozydéw w czgsteczce mRNA, takich jak m1A czy
pseudourydyna, zmieniajacych, odpowiednio, wtasnosci kodujgce i termodynamiczne mRNA,
a takze wykazania, ze zmodyfikowane mRNA (zawierajagce S2U, D, m5C) zabezpieczone
opracowanymi w Zespole UW analogami kapu prowadzg do wytworzenia ustabilizowanych
czgsteczek mRNA dla zastosowan medycznych.

Zgodnie z wymaganiami Ustawy o tytule i stopniach naukowych z dnia 14 marca 2003 roku
(Dziennik Ustaw Nr 65, poz. 595, Art. 13) przedmiotem mojej oceny s3 nastepujace elementy
Rozprawy:

A. Ogdlna wiedza Kandydata w uprawianej dziedzinie naukowej
B. Umiejetnos¢ prowadzenia badan naukowych
C. Oryginalnos$¢ rozwigzanego problemu naukowego



Swoja oceng rozpoczynam od, poniekad krytycznego stwierdzenia, ze przedstawiona mi do
oceny Rozprawa Doktorska jest bardzo obszerna zaréwno pod wzgledem zakresu
merytorycznego jak i samej edycji. Rozprawa sktada si¢ bowiem az ze 108-stronicowego
opracowania literaturowego, a ponadto 67-stronicowego opisu wynikéw badari wtasnych
potaczonych z dyskusjg, 2-stronicowego podsumowania oraz 42-stronicowej czesci
eksperymentalnej. Uzupetnieniem opisu jest spis dorobku naukowego Doktoranta oraz spis
literatury liczacy az 692 pozycje. Musze przyznaé, ze lektura Rozprawy nie byta tatwa, bo
poza duza objetoscia merytoryczng, tekst napisany zostat czcionka 10 punktéw (spis
literatury czcionka 8 punktdw), a catos¢ pisana z pojedyncza interlinia.

W  Czgsci literaturowej Doktorant omawia szeroki zakres zagadnien, od podstaw
teoretycznych powszechnie znanych metod spektralnych po gteboka biologie mRNA. Po kolei
omawia zagadnienia podstawowe z zakresu struktury, chemii i funkcji biologicznej
nukleotydéw (rozdziat 1.2), podstaw fizykochemicznych technik fluorescencji i
fluorescencyjnego znakowania komponentéw kwaséw nukleinowych (rozdziat 1.3).
Nastepnie, opisuje strukture i dynamike konformacyjng biatek, uzyteczne w tych badaniach
metody spektroskopowe, wiazanie ligandéw do biatek oraz metody wyznaczania kinetyki
enzymow (rozdziat 1.4). Pomimo, ze jest to zasadniczo wiedza ksigzkowa, warto tu podkresli¢
ze Doktorant wzbogacit te informacje o najnowsze doniesienia z literatury przedmiotu, czego
potwierdzeniem jest fakt, ze z 297 cytowanych w tej czesci prac az jedna czwarta to
cytowania z lat 2010-2015.

!

Najciekawsze z punktu widzenia recenzenta sa kolejne fragmenty Czesci literaturowej, ktére
przyblizaja tematyke Rozprawy, tj. dotyczg funkcji kapu w komérce (rozdziat 1.5) i metod
otrzymywania i zastosowania analogow kapu w badaniach biomedycznych (rozdziat 1.6).
Doktorant szczegotowo omawia biosynteze kapu i enzymy zaangazowane w jego
rozpoznanie, a takie dyskutuje mechanizm wigzania reszty 7-metyloguaniny do
komponentéw biatkowych. Poznanie tego mechanizmu po czesci mozliwe byto dzieki
modelom uzyskanym weczesniej w Zespole UW, za pomocg ktorych wykazano m.in. ze
obecnos¢ grupy metylowej w pozycji 7 pierscienia guaniny zwieksza 100-krotnie
powinowactwo m7G do komponenta biatkowego w poréwnaniu z G. Kolejno omawia tez
mechanizm regulacji stabilnosci mRNA w komadrkach eukariotycznych wskazujgc na
szczegolng role w tym procesie fragmentu kapu i enzymow dekapujacych mRNA. Wskazuje
przy tym, ze w ostatnich latach w organizmach eukariotycznych odkryto kolejne enzymy
uczestniczace w tym procesie. Szczegdéfowo omawia strukture biatek hydrolizujgcych kap,
takich jak Dcp2, kompleks Dcpl/Dcp2 i DcpS. Nastepnie prezentuje przyktadowe analogi
kapu zawierajace modyfikacje w tancuchu fosforanowym, w pozycjach mostkowych jak i
niemostkowych (w sumie 33 rdine zwigzki), omawia metody syntezy oligofosforanow
poprzez pochodne imidazolowe oraz metody ich oczyszczania i charakterystyki spektralne;.
Podsumowuje zastosowania analogow kapu do badar biochemicznych i medycznych,
podkreslajac dla tych ostatnich niezwykig uzytecznos¢ analogéw ARCA oraz beta-S-ARCA,
opracowanych wczesniej w Zespole prof. Darzynkiewicza. Finalnie, Czes¢ literaturowa korczy
rozdziat (1.7) omawiajacy podstawy technik eksperymentalnych stosowanych w pracy
doktorskiej. De facto, Cze$¢ literaturowa mogtaby by¢, z korzyscia, ograniczona do
rozdziatow 1.5-1.7.

Gtéwnym celem badan wchodzacych w sktad Rozprawy doktorskiej byfa synteza
modyfikowanych w obrebie taricucha fosforanowego analogéw nukleotydéw m7G, tj.
m7GDP i m7GTP, oraz analogéw kapu m7Gpppm7G, takze znakowanych fluorescencyjnie w



reszcie cukrowej. Zwigzki te miaty by¢ zastosowane jako narzedzia do badan biologicznych,
jako analogi substratéw lub inhibitory enzyméw dekapujacych Dcpl1/2 oraz DcpS. Celem byto
takze zbadanie proceséw degradacji mRNA.

Zadania syntetyczne zostaly przez Doktoranta zrealizowane w sposéb profesjonalny, z
wykorzystaniem znanych metod aktywacji wigzania fosforanowego i wydtuzania taficucha
fosforanowego. Najbardziej ciekawe z syntetycznego punktu widzenia byto opracowanie /
udoskonalenie metody syntezy zaktywowanych imidazolem syntonéw grupy fosforanowej
(zwiazek 36) lub pirofosforanowej, takze modyfikowanej grupa metylenowa lub amidowa w
pozycji mostkowej (zwigzki, odpowiednio, 52, 53 i 54). Zwigzki te wykorzystano do reakcji
sprzegania z monofosforanem guanozyny, czesto najpierw metylowanej w pozycji N7.
Niestety, niepowodzeniem zakoriczyly sie proby wykorzystania w tej reakcji zwigzku 55 (z
mostkiem dichlorometylenowym), ktéry okazat sie catkowicie niereaktywny w
zastosowanych warunkach. Czy mozna racjonalne wyttumaczy¢ obserwowany efekt? Prosze
o ustosunkowanie sie do tego zagadnienia w trakcie publicznej obrony. Kolejno, Doktorant
inteligentnie wyselekcjonowat, odpowiedni do zaplanowanych badarn biologicznych,
niewielkich rozmiarow znacznik fluorescencyjny (grupe antranoilowg lub N-metylo-
antranoilowa), ktéry wprowadzit do pieciu mononukleotydowych analogéw kapu i do pieciu
analogow czasteczki m7GpppG. Otrzymane zwigzki w kazdym przypadku byty oczyszczane i,
jesli byly to mieszaniny diastereomeryczne (jak w przypadku pochodnych tio- i
boranofosforanowych), rozdzielane na diastereochemicznie czyste indiwidua chemiczne za
pomocy semipreparatywnej techniki HPLC w odwrotnej fazie. Struktury zwigzkow zostaty
potwierdzone za pomoca metod analizy spektralnej (*H i **P NMR, UV-VIS, spektroskopii
fluorescencyjnej, spektrometrii mas). Analiza poréwnawcza przesunie¢ chemicznych H8 i H3’
reszty guanozyny, oraz mobilnosci chromatograficznej byta tutaj podstawa przypisania
konfiguracji absolutnej na stereogenicznych atomach fosforu w pochodnych alfa-
tiofosforanowych 14 i 15 oraz alfa-boranofosforanowych 16 i 17. Dlaczego nie zbadano
specyficznosci substratowe] badanych zwigzkéw (przynajmniej analogéw siarkowych) w
stosunku do stosowanych w takich przypadkach nukleaz: Rp-specyficznej fosfodiesterazy z
jadu weza (svPDE) i Sp-specyficznej nukleazy P1 (nP1)? Absolutnym dowodem bytoby
oczywiscie zbadanie struktury przestrzennej poszczegolnych diastereomeréw za pomoca
metod NMR lub krystalograficznych, ale wiadomo, ze chemia kwaséw nukleinowych ma tutaj
ograniczenia co do mozliwosci pozyskania wymaganej ilosci materiatu. Autor wykonat kilka
innych badan biochemicznych, takich jak stabilnos¢ niektorych pochodnych w obecnosci FBS
czy enzymu dekapujgcego DcpS. Wyniki tych badan dostarczyly wskazéwek co do absolutnej
konfiguracji stereogenicznych atomow fosforu w zwigzkach 16 17.

Koncowy fragment Badan Witasnych to omdéwienie wiasciwosci biofizycznych,
biochemicznych i biologicznych niektorych uzyskanych zwigzkéow. Ewaluacja ta byfa
wykonana zaréwno przez Doktoranta, jak i przez inne osoby z Zespotu i z Laboratoriéw
wspotpracujacych. Uzyskano szereg interesujacych wynikdw, potwierdzajacych wyniki
otrzymane uprzednio, ale takize dostarczajac nowych danych, wnoszacych wkiad do wiedzy
podstawowej zarowno w zakresie chemii jak i biologii kwaséw nukleinowych.

Najbardziej cenne wyniki oryginalne, uzyskane przez Doktoranta to wykazanie m.in., ze
analogi Mant-dinukleozydotrifosforanéw (w tym przypadku Mant-m7GpppG, zw. 19)
stanowig uzyteczne sondy molekularne do badan przesiewowych w poszukiwaniu
inhibitoréw biatka DcpS. Kilka nowych analogéw m7GDP i m7GTP okazato sig by¢ silnymi
inhibitorami tego enzymu. Wykazano tez, ze zwigzki 14-17 silniej wiazg sie co czynnika



inicjacji translacji elF4E niz pozbawione modyfikacji w mostku fosforanowym (Tabela 2.10),
zwfaszcza, jesli tylko jedna reszta guanozyny jest zmetylowana. W tescie stabilnosci
kapowanych transkryptow mRNA wobec kompleksu SpDcpl/2 i w obecnodci serii 29
nukleotydow, w wiekszosci zsyntetyzowanych w ramach niniejszej pracy doktorskiej,
wyselekcjonowano kilka silnych inhibitorow biatka Dcp2, a zwigzek 14b uiyto do
zaawansowanych badan kinetycznych. Sukcesem zakoriczyto sie tez badanie, za pomoca
metody dynamicznego rozpraszania swiatta (DLS), zmiany konformacji kompleksu enzymu
dekapujgcego Dcpl/2 w obecnosci diastereoizomeru D3 zwigzku 14b oraz jego 2’-OMe
pochodnej. Doktorant wykorzystat metode NMR do zbadania oddziatywar biatka Dcp2 z
inhibitorem 14b, a uzyskane wyniki zostaty po czesci zweryfikowane metodg krystalografii.
Wykorzystanie odpornych na degradacje nukleolityczng analogéw kapu zaprezentowano na
przyktadzie badania metabolizmu mRNA kodujacego biatko/biatka histonowe w warunkach
komérkowych. Uzyskano szereg cennych informacji poszerzajacych wiedze w zakresie
degradacji i metabolizmu mRNA. Szczegdlnie cenne jest odkrycie niskoczgsteczkowego
inhibitora biatka Dcp2 w kontekscie zrozumienia procesu dekapowania mRNA i, ewentualnie,
przysztych badan nad opracowaniem analogéw kapu o potencjalnym zastosowaniu
terapeutycznym.

Rozdziat Materiaty i Metody jest napisany zwieZle, opisom syntez i podstawowych danych
fizykochemicznych towarzysza wzory strukturalne zwigzkéw, co znakomicie utatwia analize
tej czesci Rozprawy.

Na podstawie przedstawionych powyzej osiggniec stwierdzam, ze Doktorant wykazat sie
ogdlna wiedza w uprawianej dziedzinie naukowej, umiejetnoscig prowadzenia badan
naukowych i oryginalnoscia rozwigzania problemu naukowego.

Uwagi merytoryczne: Podpisy pod schematami 1.8 i 1.9 zostaty zamienione; w opisie pracy
powinna by¢ zamieszczona uwaga dotyczaca nazwy eksosom (naprzemiennie pisanej
rowniez jako egzosom, lub exosom), ze chodzi tutaj o kompleks biatkowy degradujgcy RNA,
w przeciwienstwie do ,eksosomu/egzosomu” oznaczajagcego pecherzyki wydzielane z
komorek; niepoprawnie zdefiniowano analogi metyleno-bis-fosfonianowe czy imido-bis-
fosforanowe jako analogi kapu, do ktérych wprowadzono grupy funkcyjne w ,mostkowe
atomy tlenu” (97); niepoprawnie podano nr. Rysunku na str. 106, zamiast 1.54 jest 1.53; na
stronie 112 napisano, ze >'P jest radioaktywny, a chodzi tutaj o izotopy >*P lub **P; podobnie
- nie s a *°s czy 1°| zamiast %I Btednie podany jest nr. Rysunku na stronie 116 - 1.56
zamiast poprawnie 1.57. Dla zwigzku m7GGpNHp prawdopodobnie niepoprawnie podano
zarowno obliczong jak i wyznaczong wartos¢ ESI MS (206); Prosze o wyttumaczenie, jak
wyprowadzono wzory do wyznaczania populacji konformerow N i S dla pierscienia D-rybozy,
cytowane na stronie 226. Z mojego doswiadczenia wynika, ze najlepszym sposobem dla
wyliczenia frakcji S jest tutaj zastosowanie réwnania Xs=Juruz/(Juzna+Iurnz), oczywiscie
frakcja N stanowi uzupetnienie do 100%.

Mam tez uwagi krytyczne dotyczgce samej edycji Rozprawy, do ktérej wkradto sie sporo
btedéw gramatycznych, stylistycznych, literéwek i niezrecznosci. Np. ,obieg mRNA” jako
turnover (strona 13), ,poczworna petla” dla tetra loop zamiast czteronukleotydowa petla
(13), ,,szkielet fosforowy” zamiast fosforanowy (18), ,,intermediat” zamiast w tym przypadku
,stan przejsciowy” (23), ,przy pomocy grupy metylenowej” (25), czy ,przy pomocy
dwuwymiarowych eksperymentéw” zamiast ,za pomoca..” (53), boronacja czy



borowodorowanie (32)?, s$rodek ,boranujacy”? (33), ,grupa antranilowa” zamiast
antranoilowa (45, 109), ,kompakcja struktury” - co oznacza to wyrazenie?? (90), czy
powinno si¢ mowi¢ ,charakteryzacja nukleotydéw” (102) czy tez ,charakterystyka
nukleotydow?, ,estymowane czasy péftrwania”? (156), ,kartridz”? (229). Niedociggniecia te
wymagajg poprawy, ale nie umniejszajg wartosci merytorycznej samej Rozprawy.

Podsumowujac, pragne stwierdzi¢, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska
dotyczy badan interdyscyplinarnych, bowiem z jednej strony stanowi cenny wktad do
rozwoju metod syntezy i charakterystyki analogéw naturalnych kwaséw nukleinowych, a z
drugiej strony pokazuje uzyteczno$¢ wytworzonych zwigzkéw do badan z zakresu biologii
komadrkowej i strukturalne;j.

Doktorant jest wspétautorem siedmiu publikacji opublikowanych w czasopismach z listy
filadelfijskiej o znaczacym IF (>35), w tym w czterech jako pierwszy autor, oraz 3 publikacji w
materiatach konferencyjnych (we wszystkich jako pierwszy autor). Jest to dorobek
swiadczacy o duizym zaangazowaniu Doktoranta w prowadzone badania naukowe,
jednoczesnie wskazujacy na duzg nosnos¢ uprawianej tematyki badawczej.

Z catym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny Rozprawa Doktorska
spetnia warunki okreslone w Ustawie i wnioskuje do Rady Wydziatu Fizyki Uniwersytetu
Warszawskiego o dopuszczenie mgr Marcina Ziemniaka do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Jednoczesnie, ze wzgledu na interdyscyplinarny charakter przeprowadzonych badan oraz
wage uzyskanych rezultatéw naukowych, wnioskuje o wyrdznienie Rozprawy. Szczegdlnie,
na wyroznienie zastuguje opracowanie syntezy tetrafosforanowych analogéw kapu (zwiazki
14-17), ich rozdziat na czyste diastereomery i wykorzystanie tych zwigzkow do badan
przesiewowych w celu identyfikacji efektywnych inhibitoréw biatka dekapujacego Dcp2.
Wyselekcjonowane pochodne tiofosforanowe i boranofosforanowe stanowig atrakcyjne
narzedzia molekularne do badar nad procesami degradacji i obrotu mRNA w komorce, a
takze do badan strukturalnych. Doktorant na podstawie uzyskanych danych kinetycznych i
strukturalnych zaproponowat ogélny mechanizm dziatania inhibitoréw Dcp?2.

W konkluzji stwierdzam, ze uzyskane przez Mgr Marcina Ziemniaka wyniki, wchodzace w
sktad Rozprawy doktorskiej zastugujg na wyrdznienie.
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