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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marcina Warminskiego pt. ,,Projektowanie
i synteza narzedzi molekularnych do badan struktury i funkcji konca 5> mRNA (kapu) oraz

badanie ich komplekséw z bialkami metoda krystalografii rentgenowskiej”

Praca doktorska Pana mgr Marcina Warminskiego zostata wykonana pod kierunkiem dr hab. prof.
U.W. Jacka Jemielitego w Zakladzie Biofizyki Instytutu Fizyki Do$wiadczalnej Wydzialu Fizyki
Uniwersytetu Warszawskiego. Tematem rozprawy bylo opracowanie narz¢dzi molekularnych do badania
procesow biologicznych, w ktére zaangazowany jest koniec 5° mRNA oraz ich wykorzystanie do badan
strukturalnych nad wybranymi procesami komorkowymi, co stanowi kontynuacje wieloletnich badan
profesora Jemielitego w tym temacie. Poznanie zarowno struktur kompleksow z nowymi analogami kapu
oraz mechanizmow dziatania biatek zaleznych od kapu jest istotne i atrakcyjne naukowo, co czyni
recenzowang prac¢ wartosciowa.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska liczy 228 stron i zostata przygotowana w klasycznym
uktadzie pracy eksperymentalnej zawierajacej cel projektu i koncepcje pracy, wstep bedacy przegladem
literaturowym, metodyke badan, rezultaty nazwane ,badaniami wlasnymi”, podsumowanie, cze$¢
eksperymentalng oraz cytowang literatur¢. Do pracy nie jest dotaczone streszczenie, ale domyslam sig, ze
bylo ono zbedne przy wyborze jakze estetycznej formy pracy doktorskiej, a mianowicie wydania
ksiazkowego. Spis literaturowy obejmuje az 226 pozycji opublikowanych glownie w ostatnim

dwudziestoleciu. Rozprawa zawiera rowniez wykaz uzywanych skrotow, niezwykle pomocny przy czytaniu




recenzowanej pracy ze wzgledu na ilo$¢ zwigzkow chemicznych, grup funkcyjnych oraz metod badawczych
stosowanych lub cytowanych itp.

Wstep pracy liczy 44 strony i opisuje budowe chemiczng oraz wlasciwosci chemiczne konca 5> mRNA
(kapu). Autor zwigzle przedstawia tu biosynteze kapu, jego rodzaje oraz modyfikacje powstajace w jadrze
komorkowych 1 cytoplazmie, dojrzewanie i degradacje mRNA, inicjacje translacji, mechanizmy
rozpoznawania kapu i wreszcie strategie terapeutyczne oparte na procesach zaleznych od kapu. Obszerna
czg$¢ wstepu stanowi opis wlasciwosci 1 zastosowania chemiczne modyfikowanych analogow kapu, gdzie
Doktorant krok po kroku przedstawia opisane dotychczas strategie modyfikacji kapu, stereochemi¢ mostka
5°,5’-trifosforanowego, analogi kapu stosowane jako inhibitory enzymow degradujacych kap, inhibitory
translacji oraz funcjonalizacj¢ kapu jako narz¢dzia do znakowania mRNA. W ostatniej czgsci wprowadzenia
zostaty opisane reakcje click stosowane w chemii nukleo- i oligonukleotydow oraz opis analogdw uzytych
w badaniach strukturalnych. Wstep pracy dobrze wprowadza czytelnika w tematyke rozprawy cho¢
naszpikowany jest ogromng ilo$cig informacji, ktére mozna bylo przedstawi¢ nieco syntetycznej. Nie
umniejsza to jednak pracy, a stanowi dowdd ogromnej wiedzy Doktoranta i jego swobody W poruszaniu si¢
w nietatwej, migdzyobszarowej tematyce badawcze;j.

Kolejna cz¢$¢ rozprawy to metodyka badan, ktora nie jest czes$cig eksperymentalng pracy a raczej
przyblizeniem wiedzy na temat syntezy chemicznej analogéw kapu z uwzglednieniem wszystkich istotnych
etapéw. Wedlug mnie ta cz¢s¢ pracy mogta z powodzeniem znalez¢ si¢ we wstepie pracy, co mogtoby
ostatecznie wplyng¢ na jej rozmiar. Paragraf ten zawiera rowniez krotki opis metod badawczych
stosowanych w trakcie realizacji projektu, tj. rentgenografia strukturalna komplekséw biatko-ligand,
spektroskopia NMR oraz termoforeza mikroskalowa. W opisie zabrakto krotkiego cho¢ opisu metody FQT
stosowanej przy badaniu zaniku fluorescencji, ktorg to Doktorant obok termoforezy, stosowat w badaniu
oddziatywania analogéw kapu z biatkami.

Recenzowana praca nie posiada typowo zdefiniowanego dla rozpraw doktorskich rozdziatu cel pracy.
Nie oznacza to jednak, ze nie zostal on precyzyjnie zdefiniowany na samym poczatku rozprawy, a ciekawg
jego kontynuacjg sg paragrafy zatytutowane ,,Motywacja i obiekty badan” oraz ,,Plan badan” rozpoczynajace

opis badan wtasnych. W rozdziatach tych Autor szczegdtowo przedstawit zalozenie projektu majace na celu,



z jednej strony: uzyskanie informacji strukturalnych i mechanistycznych na temat odzialywania nowych jak
i uprzednio zsyntezowanych analogow kapu ze specyficznymi biatkami, z drugiej natomiast stworzenie
pewnych narzedzi molekularnych do eksploracji tychze badan strukturalnych a takze funkcji konca 5’
MRNA.

Pierwsza 1 jakze istotng czescig badan Doktoranta byto zaprojektowanie i synteza chemiczna nowych
analogéw 5 mRNA. Autor uzyskat zarowno naturalne analogi kapu jak i zawierajace: 6-metyloadenozyng,
modyfikacje metylenobisfosfonianowa w pozycji a i B, modyfikacje tiofosforanowa w pozycji p oraz w
wigzaniu fosfodiestrowym. Nastepnie Autor dokonat funkcjonalizacji uzyskanych analogéw kapu oraz
oligorybonukleotydow z zastosowaniem wysoce selektywnej cykloaddycji azydkowo-alkinowej. W tym celu
Doktorant uzyskal szereg analogéw kapu sfunkcjonalizowanych ugrupowaniem propargilowym, otrzymat
jodki i azydki oligorybonukleotydow, fragmenty RNA sfunkcjonalizowane ugrupowaniem alkinowym po to
by przeprowadzi¢ wspomniang cykloaddycje majaca na celu uzyskanie oligonukleotydowych analogéw
kapu. Doktorant cykloaddycj¢ azydkowo-alkinowa zastosowat rowniez do znakowania fluorescencyjnego
kapu zawierajacego dwa lub trzy nukleotydy.

Najbardziej biochemiczng i biofizyczng cz¢s¢ badan mgra Warminskiego stanowi opis wlasciwosci
biologicznych uzyskanych przez Niego analogow kapu t.j.: powinowactwa do czynnika inicjujgcego
translacje 4E (eIF4E), wydajnosci wbudowywania do mRNA w reakcji transkrypcji in vitro oraz podatnosci
na hydrolize enzymatyczng. Przydatno$¢ fluorescencyjnych analogow kapu zweryfikowano poprzez
kotranskrypcyjne i postranskrypcyjne znakowanie mRNA, zarowno w probowce jak i bardziej ztozonym
srodowisku, jakim byty ekstrakty komorkowe. Doktorant w opisie modyfikacji wskazuje na niezwykle niskie
wydajnosci koniugacji, ktore wraz z postegpem prac byly optymalizowane. Opis ten jest jednak nieco
niejasny, dlatego prosz¢ Doktoranta by podczas swojej prezentacji mogt zwrdci¢é uwage na ten aspekt.
Bardzo ciekawym etapem prac byto sprawdzenie przydatno$ci znakowanych transkryptow w obrebie kapu
do badania naturalnych proceséw, w ktére zaangazowane jest mRNA w liniach komérkowych HeLa. W tym
celu, komoérki poddane transfekcji mRNA kodujacym lucyferaze, poddano wizualizacji 1 okre§lono
cytozolowg lokalizacj¢ bialtka. Przedstawione zdjecia w rozprawie sg nieco stabe, lecz poza lokalizacja

cytozolowa, da si¢ rownie zauwazy¢ bardziej specyficzng, kompartmentowa lokalizacje fluorescencyjnych



koniugatéw. Tu prosze Doktoranta o komentarz. Mam rowniez pytanie dotyczace badania wydajnosci
translacji w tych komorkach, ktore byly badane po lizie komorkowej metodg enzymatyczng kierowang
wzgledem aktywnosci lucyferazy robaczka §wigtojanskiego. Metoda ta jest metodg posrednig w okreslaniu
stezen biatek w ekstraktach, do czego czesciej stosowane s3 metody immunoprecypitacyjne lub
chromatograficzne. Czy byty stosowane metody bezposredniego pomiaru stezen, czy tylko ograniczono si¢
do pomiarow enzymatycznych? Jesli to drugie, to jakie byty stosowane kontrole w celu precyzyjnego
okreslenia/oszacowania wydajnosci biosyntezy biatka?

W opisie badan Doktoranta szczeg6lnie ciekawe jest zastosowanie analogdw kapu z grupa azydkowa w
celach transfekcyjnych mRNA. Tak stransfekowane komoérki HeLa byly nastgpnie inkubowane pochodng
dibenzocyklooktanowsg sprzezong z cyjaning 5 w celu ominigcia koniecznos$ci stosowania katalizatorow
miedziowych i mozliwos$ci zastosowan komorkowych. Postep koniugacji azydkowo-alkinowej w komorkach
prowadzono w sposob mikroskopowy. Mimo odptukania nadmiarowego substratu mam watpliwosci co do
detekcji postepu reakcji w komorce. Jak rozrdzniano fluorescencje pochodzaca od skoniugowanego mRNA
od nieprzereagowanego substratu cyjanowego?

Rownie ciekawy i przeprowadzony w bardzo rzetelny sposob, jest opis pomiaréw powinowactwa
uzyskanych analogow kapu z biatkiem EiF4E. W celu szerszego podejscia do tematu Doktorant zastosowat
az trzy metody biofizyczne, prowadzace do uzyskania statej Kg, tj.: metode fluorymetryczng FQT,
izotermalng kalorymetri¢ ITC oraz termoforez¢ mikroskalowa. Tabela 6 prezentuje uzyskane wyniki, ktore
w zaleznosci od analogow 1 metody badawczej sg mniej lub bardziej zbiezne. Z tresci rozprawy widac, ze
Doktorant sktonny jest zaufa¢ danym uzyskanym metoda FQT 1 MST mimo, ze wartos$ci Kq roznig si¢ dla
tych metod najwyrazniej. Najbardziej zbiezne sg jednak wyniki uzyskane metodg FQT i ITC i nie jest dla
mnie jasny wybor odrzucenia metody ITC. Metoda ta w wydaniu Doktoranta, miata stuzy¢ jedynie
wyznaczeniu stalej powinowactwa a nie wszystkich parametrow termodynamicznych, a sama w sobie bardzo
dobrze oddaje proces oddziatywania biatko-ligand. W pracy brak jest jednak cho¢ jednego termogramu ITC,
wiec trudno mi jednoznacznie podejs¢ do opisywanych rezultatow i ich dyskusji. Prosz¢ zatem Doktoranta
by podczas prezentacji mogt przedstawi¢ przykltadowe termogramy 1 ustosunkowac si¢ do ufnosSci

poszczegbdlnych metod w wyznaczaniu statych Kq analogéw kapu 1 biatka EiF4E.



Ostatnia cze$¢ badan stanowigca kwintesencj¢ realizowanego projektu dotyczy krystalizacji,
rozwigzywania struktur i opisu uzyskanych struktur pod katem dotychczasowej wiedzy oraz mechanizmow
dziatania biatek zaleznych od kapu. Na wstgpie Doktorant w bardzo przejrzysty sposéb podszedt do
problemu wyboru analogow kapu do krystalizacji. Z lektury pracy wida¢, co zresztg podkresla sam Autor,
proces charakterystyki strukturalnej i wyboru poszczegodlnych analogdéw byt iteracyjny. Aby podkresli¢
wysitek prowadzonych badan wystarczy wspomnie¢, ze poddano krystalizacji az 50 kompleksow biatko-
ligand, czego rezultatem byto uzyskanie krysztatow dla 27 z nich. Ostatecznie 20 z nich dawato zadowalajaca
dyfrakcje prowadzaca do rozwigzania struktur krystalicznych. Opis rezultatow polaczony z obszerng
dyskusja bazuje zaréwno na uzyskanych wynikach jak i wczes$niej przeprowadzonych badaniach. Autor stara
si¢ bardzo skrupulatnie na podstawie ulozenia analogéw kapu w kieszeni biatka wyjasni¢ jak dany element
strukturalny, czy modyfikacja kapu wptywa na powinowactwo kompleksu biatko-ligand i jego funkcje. Mgj
komentarz do przeprowadzonych badan i mechanistycznego opisu dziatania enzymu dotyczy tego, ze pelen
obraz dzialania mozna uzyska¢ nie tylko manipulujac niskoczasteczkowym ligandem, a takze samym
biatkiem. Zastosowanie pewnych mutacji reszt aminokwasowych zaangazowanych w rozpoznawanie lub
stabilizacj¢ analogdbw kapu mogloby zdecydowanie rzuci¢ wigcej $wiatta na badany mechanizm
funkcjonowania biatek, a takze pomdc w planowaniu przysztych analogow. Nie mniej jednak
przeprowadzone badania i uzyskane rezultaty sa imponujace. Na moje szczegdlne uznanie zastuguje
odkrycie dotyczace roznicy w oddzialywaniu diastereoziomerdw. Z opisu przeprowadzonych badan widac
dobrze, ze mimo licznych niepowodzen Doktorant uzyskat struktury oraz odpowiednie rozdzielczosci by
moc zaproponowacé wlasciwy mechanizm.

Rozprawa doktorska pana mgra Marcina Warminskiego nie posiada osobnego rozdziatu dotyczacego
dyskusji. Obszerna dyskusja wynikow zostata przeprowadzona w cz¢sci rezultatowej i mysle, ze rozdzielenie
dyskusji od rezultatow moglto doprowadzi¢ do zwigkszania i tak bogatej w tres¢ rozprawy. Najwazniejsze
konkluzje 1 rezultaty zostaly bardzo przystgpnie opisane w rozdziale pt. ,,Podsumowanie”. Rozprawe
wienczy czgs¢ eksperymentalna, gdzie Autor syntetycznie zawart gldwnie informacje zwigzane z synteza

chemiczng 1 charakterystyka strukturalng.



Nie mam zasadniczych zastrzezen do recenzowanej rozprawy. Prace czyta si¢ dobrze mimo, ze opisuje
ona nielatwe w realizacji i prezentacji badania chemiczne, biochemiczne i strukturalne. Praca zdecydowanie
mogtaby by¢ krotsza, gdyz miejscami Autor z wielkg skrupulatno$cig opisuje wyniki jak i podstawy
teoretyczne, w innych miejscach natomiast powtarza si¢. Wiem z wlasnego doswiadczenia, ze nie tatwo jest
rozsta¢ si¢ ze wszystkimi wynikami oraz opisac i przedyskutowac rezultaty zbyt powierzchownie, niemnie;j
jednak krotsza rozprawe czyta i recenzuje si¢ fatwiej. Z drugiej strony, dzieki licznym informacjom, praca
zyskuje i staje si¢ przydatniejsza dla szerszego grona czytelnikow. Sam znalaztem w niej szereg przydatnych
mi informacji za co oczywiscie dzigkuj¢ Doktorantowi. Z lektury rozprawy wida¢, ze Autor poswiecit ogrom
pracy w realizacje zatozonego celu, wykorzystujac szereg strategii chemicznych, metod strukturalnych i
biochemicznych. Cata rozprawa napisana jest bardzo poprawnym jezykiem. Znalaztem w niej nieliczne
btedy interpunkcyjne, jezykowe i tylko jeden drobny btad ortograficzny (strona 38). W pracy znajduje si¢
rowniez kilka drobnych btedoéw rzeczowych (np. w Rycinie 114 czy na stronie 144). Na szczegdlng uwage i
podziw zashuguje 139 rycin oraz niepoliczalna wrecz ilo$¢ schematdéw reakeji. Wszystkie one wykonane sg
z wielkg staranno$cia.

Z obowigzku recenzenta chciatbym aby Doktorant poza wyzej wymienionymi uwagami ustosunkowat
si¢ do nastepujacych zagadnien stanowigcych raczej cieckawos¢ recenzenta:

1) Dlaczego analogi boranowe kapu sg hydrolizowne przez biatko DcpS podczas, gdy inne nie?

2) Jakie nalezy poczyni¢ kroki by moc efektywnie przebada¢ enzym DcpS?

3) W Tabeli 7 przedstawione sg wartosci stalych dysocjacji kompleksow elF4E z analogami
tetrafosforanowymi kapu. Dlaczego analog zawierajacy atom tlenu pomigdzy parami reszt
fosforanowych charakteryzuje si¢ najmniejszg wartoscig Kg?

4) Czy zastosowanie metody HDX MS pomogloby w analizie mechanizmoéw reakcji biatko-ligand

oraz przy optymalizacji reakcji syntezy transkryptow z kapem (patrz Rycina 94)?

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pana mgra Marcina
Warminskiego spelnia wymogi ustawy o stopniach i tytule naukowym, stanowi oryginalne rozwigzanie

naukowe, wykazuje wiedze teoretyczng Autora jak 1 umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy



naukowej. W zwigzku z powyzszym wnosze do Rady Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego o
dopuszczenie Pana mgra Marcina Warminskiego do dalszych etapéw postepowania doktorskiego. Biorgc
pod uwage fakt, ze praca Doktoranta stanowi wazny wktad w zrozumienie mechanizmow dziatania biatek
zaleznych od kapu oraz to, ze wyniki zawarte w pracy doktorskiej zostaty opublikowane w siedmiu
artykutach w liczacych si¢ czasopismach, z czego w czterech Doktorant jest pierwszym wspotautorem,

wnosze do Rady Wydziatu o wyrdznienie rozprawy doktorskiej pana mgra Marcina Warminskiego.

Z wyrazami szacunku

Artur Krezel
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