DZIEKANAT

SEKCJA ds. DOKTORANCKICH

G Univ\{ers_gtet e 0]
Gdanski plynelo dnia

Prof. dr hab. Gdansk, 15.09.2021 r.
Sylwia Rodziewicz-Motowidto

Wydziat Chemii

Uniwersytet Gdariski

RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Anny Wojtczak

pt.: ,Wykorzystanie zmian polaryzacji fluorescencji oraz innych metod
spektrofluorymetrycznych do badania aktywnosci oraz inhibicji biatek oddziatujacych z
koricem 5 mRNA”

wykonanej w Zaktadzie Biofizyki Instytutu Fizyki Doswiadczalnej Wydziatu Fizyki Uniwersytetu
Warszawskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Jacka Jemielitego i dr hab. Joanny Kowalskiej

»Bez interdyscyplinarnoéci nie powstanie dzi§ zaden zaawansowany produkt, ktéry bytby
sprzedawalny, generowat sukces rynkowy, tworzyt miejsca pracy czy istotne wptywy budzetowe.
W tej chwili rzadko kiedy wypetnienie luki rynkowej czy rozwigzanie problemu gospodarczego lub
cywilizacyjnego opiera sie na jednej dziedzinie” — méwit w 2018 roku prof. Aleksander Nawrat.
Interdyscyplinarno$¢  przejawia si¢ w réznorodnosci stosowanych podejsc badawczych,
umiejetnosci identyfikowania probleméw i poszukiwania rozwigzan z pogranicza dyscyplin
naukowych. Bez interdyscyplinarnosci, czyli rozwigzania postawionego problemu badawczego z
wykorzystaniem wiedzy i technik kilku dyscyplin naukowych, nie powstataby praca doktorska mgr
Wojtczak. Postawiony w niej problem badawczy dotyczy opracowania wysokoprzepustowej
metody, opartej na fluorescencji, do badania bibliotek zwigzkéw oddziatujacych z biatkami
wigzacymi strukture korica 5° mRNA (tzw. kapu). Do rozwigzania tego problemu Doktorantka
wykorzystata wiedze kilku dyscyplin naukowych takich jak fotochemia, enzymologia, biologia
molekularna, biologia strukturalna, biochemia, chemia organiczna i analityczna, statystyka oraz
chemia lekéw. W mojej opinii interdyscyplinarno$é recenzowanej pracy doktorskiej nie polega
tylko na prostej sumie wiedzy wymienionych dyscyplin, lecz na ich wzajemnym inspirowaniu sie.
Interdyscyplinarnos¢ tej pracy to réwniez propozycja nowej perspektywy badawczej oraz szansa na
wykorzystanie opracowanych metod do znalezienia nowych zwigzkéw o potencjalnie duzym
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zastosowaniu w diagnostyce molekularnej oraz w profilaktyce i leczeniu wielu chordb
cywilizacyjnych takich jak choroby nowotworowe, genetyczne czy wirusowe. Przedstawiona mi do
recenzji praca doktorska odpowiada wigc na ogromne potrzeby ludzkosci w zakresie nowych
lekdw i szczepionek, co w mojej opinii w petni uzasadnia celowos¢ jej realizacji

Rozprawa doktorska zostata wykonana w ramach projektu LIDER finansowanego ze
srodkéw Narodowego Centrum Badar i Rozwoju i projektu PRELUDIUM, finansowanego ze
srodkéw Narodowego Centrum Nauki, ktorych kierownikiem byta Doktorantka. Cato$¢ rozprawy
obejmuje 177 stron maszynopisu. Praca doktorska podzielona jest na 6 gléwnych rozdziatéw (tj.
cel pracy, czes¢ literaturowa, badania wifasne, podsumowanie, cze$¢ eksperymentalna oraz
bibliografia). Rozdziaty te poprzedza wykaz uzywanych skrétéw oraz wykaz dorobku naukowego
mgr Wojtczak. Spis pismiennictwa obejmuje 217 pozycji uwzgledniajacych petne dane
bibliograficzne. Warto podkresli¢ ze wsréd cytowanych prac 47 to prace opublikowane przez
zespét prof. Jemielitego i/lub dr hab. Kowalskiej. Recenzowana praca doktorska to kontynuacja
wieloletnich badan i dokonan oraz gwarancja ich dalszej realizacji. W pracy znajduje sie kilkanascie
tabel, kolorowych rysunkéw oraz schematoéw, ktére znacznie utatwity zrozumienie
przedstawionych wynikéw. Praca ma uktad typowy dla prac z zakresu nauk S$cistych i
przyrodniczych. Dodatkowo, jest bardzo estetyczna i napisana jest w sposéb zrozumiaty oraz
przystepny. Moje watpliwosci budzg jedynie dwa sformutowania zapoiyczone z jezyka
angielskiego tj. ,screening” zamiast badania przesiewowe oraz ze ,eksperymenty byty
wykonywane w duplikatach”. Na pochwate zastuguje réwniez oktadka pracy, nawigzujaca swoja
grafika do tematyki pracy doktorskiej. Wida¢ na niej biatka, ligandy oraz absorbcje
promieniowania. Tylko gdzie jest emisja (fluorescencja)?

Na poczatku lektury pracy doktorskiej uwage przyciggaja podziekowania. Po ich lekturze,
widac, ze Doktorantka jest swiadoma, iz jej praca powstata dzieki wspétpracy, pomocy oraz
wsparciu innych cztonkéw zespotu. Z reszt wspdtpraca o ktérej mowa zapewnita
interdyscyplinarnosé jej pracy i rozwdj naukowy Doktorantki w réznych dziedzinach nauki, co sama
zauwazyta dziekujac za to swojemu Promotorowi.

W rozdziale pierwszym zatytutowanym ,Cele pracy” mgr Anna Wojtczak przedstawita cel
gtowny swojej pracy, ktérym byto opracowanie wysokoprzepustowych metod opartych na
fluorescencji do poszukiwania i badania ligandéw biatek wigzgcych strukture korica 5° mRNA,
czyli strukture tzw. kapu. Dodatkowym celem pracy byto wykorzystanie opracowanych metod do
poszukiwania nowozsyntetyzowanych analogéw kapu jako ligandéw biatek wigzacych kap oraz
przeprowadzenie dla nich analizy SAR.

Katedra Chemii tel. +48 58 523 50 37 ul. Wita Stwosza 63 www.chemia.ug.edu.pl
Biomedycznej e-mail: s.rodziewicz-motowidlo@ug.edu.pl 80-308 Gdarisk



G Uniwersytet
G Gdanski

W nastgpnym rozdziale zatytutowanym ,Czes¢ literaturowa” Doktorantka wprowadzita
czytelnika we wszystkie zagadnienia ujete w rozprawie doktorskiej. Na poczatku wyjasnita role
kwasu mRNA w procesie ekspresji genow, opisata budowg, wtasciwosci i proces biosyntezy korca
5" mRNA tzw. kapu, ktérego struktura i budowa znaczgco wptywa na czas zycia mRNA w komérce.
Nastepnie omowita proces inicjacji translacji biatek zachodzacy na matrycy mRNA ze szczegdlnym
uwzglednieniem roli kapu w tym procesie. Duzo miejsca poswiecita jednemu z najwazniejszych
obiektéw swoich badan czyli biatku elF4E. Biatko to jest czynnikiem inicjujacym translacje a jego
stezenie jest podwyzszone w komoérkach nowotworowych przez co jest doskonatym celem
molekularnym w poszukiwaniu nowych lekéw, ktérych dziatanie polegatoby na ograniczeniu
dostepnosci biatka dla transkryptéw. To wtasnie biatko jest jednym z czterech biatek dla ktérego
Doktorantka poszukiwata nowych ligandéw z wykorzystaniem metod fluorescencyjnych. W
kolejnym podrozdziale opisata w jaki sposob dochodzi do degradacji mRNA oraz szczegdtowo
opisata dziatanie i strukture trzech enzymoéw bioracych udziat w tym procesie tj. DcpS, Nudtl6
oraz cN-IlIB. Enzym DcpS zostat zidentyfikowany jako cel terapeutyczny w leczeniu rdzeniowej
atrofii miesniowej. Nudtl6 moze odgrywac¢ kluczowa role w procesie nowotworzenia. W
przypadku enzymu cN-llIB znaczenie biologiczne nie jest znane, a znalezienie inhibitorow tego
enzymu pozwolitoby poznac blizej jego komdrkowa funkcje. Enzymy te, podobnie jak biatko elF4E
byty réwniez obiektem badari Doktorantki i réwniez stanowia cel molekularny w poszukiwaniu
nowych terapii choréb nowotworowych lub genetycznych badz w ich diagnozowaniu. W dalszych
podrozdziatach Kandydatka szczegétowo opisata modyfikacje chemiczne jakim mogg podlegaé
struktury kapu. Dokonata w tym temacie solidnego przegladu literaturowego. Nastepnie doktadnie
wyjasnita, na przykfadzie biatek elF4E i DcpS, w jaki sposéb chemicznie zmodyfikowane czgsteczki
kapu umozliwiajg poznanie mechanizméw w ktérych struktura kapu bierze udziat na poziomie
molekularnym. Najbardziej obiecujagcym, w mojej opinii, zastosowaniem modyfikowanych
chemicznie kapdéw jest terapia genowa i opracowanie szczepionek przeciwnowotworowych.
Trzymam mocno kciuki za sukces tych badan, realizowanych przez zespot prof. Jemielitego i juz
teraz zgtaszam sie jako ochotnik do testowania tej terapii. Zastanawiam sie tylko czy w dziataniu
»wyuczonych” (dzieki szczepionce) limfocytow T nie przeszkodzg systemy obronne komodrek
nowotworowych, na przyktad receptory hamujace odpowiedZ immunologiczng organizmu?
Kolejny duzy podrozdziat Doktorantka poswiecita opisowi metod badania oddziatywan ligand-
biatko ze szczegdlnym uwzglednieniem metod fluorescencyjnych takich jak: metoda
miareczkowania fluorescencyjnego zsynchronizowanego czasowo, anizotropia fluorescencji oraz
fluorescencja z zastosowaniem molekularnych rotoréw jako sondy fluorescencyjne. Techniki
wykorzystujace zjawiska fluorescencji charakteryzujg sie wysoka czutoscig, w zwigzku z tym nie
zuzywa sie duzych ilosci reagentéw. Nie bez znaczenia jest rowniez duza dostepnosc do aparatury
badawczej. W badaniach tych mozna wykorzystac zarowno czgsteczki, ktére posiadajg naturalne
wtasciwosci  fluorescencyjne jak roéwniez zwigzki chemiczne znakowane odpowiednimi
fluoroforami. Nic wiec dziwnego, ze w swojej pracy Doktorantka zdecydowata sie wykorzystaé
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wtasnie ta technike spektroskopowg w swoich badaniach wysokoprzepustowych. Uwazam, ze
Doktorantka doskonale przeprowadzita czytelnika przez trudne tematy spektroskopowe z
jednoczesnym wskazaniem zastosowan tych metod w szeroko pojetej biologii molekularnej.
Uwazam, ze podrozdziat ten powinien znalez¢ swoj finat w postaci rozdziatu w skrypcie dla
studentow lub doktorantéw.

Kolejny gtéwny rozdziat rozprawy doktorskiej zatytutowany zostat ,Badania wiasne”.
Rozdziat ten zostat przez Doktorantke podzielony na cztery zasadnicze podrozdziaty. Kazdy z nich
dotyczyt innej metody badawczej, ale zawsze opartej o technike fluorescencji. W pierwszym
podrozdziale Doktorantka badata aktywnos$¢ enzymatyczng biatka DcpS poprzez pomiar stezenia
jonéw fluorkowych uwalnianych w trakcie reakcji enzymatycznej z jednoczesnym ich
»wychwytem” przez sonde fluorogeniczng. W metodzie tej Doktorantka wykorzystata nienaturalny
substrat enzymu DcpS — analog m’GMPF. Detekcja wysokoprzepustowa polegata na braku lub
niskiej fluorescencji sondy po zwigzaniu inhibitora z enzymem. Opracowana metoda zostata
wykorzystana przez p. Wojtczak do wysokoprzepustowego poszukiwania i selekcji inhibitoréw
enzymu DcpS. Doktorantka przetestowata dzieki opracowanej przez siebie metodzie 1346
zwigzkéw. Wsrdd nich zidentyfikowata inhibitor silnie oddziatujgcy z enzymem DcpS (m?GSppspSG
D2), dla ktérego wyznaczana zostata struktura krystalograficzna, potwierdzajgca jego S$ciste
oddziatywania z biatkiem DcpS. Cho¢ opisany powyzej eksperyment wydaje sie prosty do
wykonania to do zoptymalizowania tej metody Doktorantka wykonata wiele dodatkowych
eksperymentoéw walidujacych. Przetestowata rézne klasy analogéw kapu, dokonujac dla nich
analizy SAR. Jest to méj ulubiony podrozdziat w recenzowanej przez mnie pracy doktorskiej.
Jedynym nasuwajgcym sie moim pytaniem jest czy enzym DcpS dziata specyficznie jedynie wobec
wigzania F-P? Czy sprawdzane byty inne podstawniki niz fluor w czgsteczce m’GMP?

Kolejny podrozdziat rozprawy dotyczyt opracowania i zastosowania techniki anizotropii
fluorescencji do identyfikacji oddziatywan réznych analogéw kapdéw z biatkami cN-11IB, elF4E i
DcpS. Metoda ta jest szybka ale wymaga obecnosci fluofora w badanym ligandzie, co z punktu
widzenia syntetycznego moie byc ktopotliwe oraz drogie a czgsteczka tak zmodyfikowana moze
sig nie rozpuszcza¢ w roztworze wodnym. Czy w trakcie prowadzonych przez Doktorantke
eksperymentéw mozna byto zauwazy¢ problemy z rozpuszczalnoscig badanych analogéw kapéw?
W podrozdziale tym Doktorantka przetestowata (wysokoprzepustowo) kilkadziesiat liganddéw i z
powodzeniem zastosowata metode anizotropii fluorescencji do badania biatek DcpS i elF4E.
Dodatkowo w badaniach z biatkiem elF4E, rozszerzyta aplikacyjnoé¢ metody do badania
dostepnych komercyjnie liganddw allosterycznych biatka elF4E, a takze do oceny powinowactwa
krotkich oligonukleotydéw. W tym miejscu pracy doktorskiej pogubitam sie nieco w oznaczeniach
badanych czasteczek. W przypadku enzymu cN-111B mgr Wojtczak nie udato sie opracowaé metody
anizotropii fluorescencji ze wzgledu na zbyt stabe wigzanie sie sond fluorescencyjnych do biatka.
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Nastepny podrozdziat dotyczyt testowania analogéw kapu modyfikowanych w pozycji C8
czasteczki m’Guo lub Guo. Modyfikacje wprowadzone do badanych czasteczek polegaty na
wprowadzeniu tzw. fluorescencyjnych molekularnych rotoréw, ktérych fluorescencja zalezy od
mikrootoczenia i lepkosci $rodowiska (w tej pracy $rodowisko lepkie rozumiane jest jako ligand
zwigzany z biatkiem). Doktorantka scharakteryzowata 14 tego typu czasteczek pod katem ich
uzytecznosci jako sond do badania oddziatywania z biatkami elF4E i DcpS oraz jako sond
enzymatycznych dla enzyméw DcpS i Nudtle. Przeprowadzita analize wiasciwosci
spektroskopowych tych czasteczek, ich stabilnosci, a takze przebadata je pod katem oddziatywania
z biatkami elFAE i DcpS. Wytypowata szes¢ analogdw kapu — molekularnych rotoréw,
charakteryzujacych sie wysoka wydajnoscig i ktére zmieniaty swoje wtaéciwosci emisyjne pod
wptywem wigzania z biatkiem lub w wyniku zachodzacej reakcji enzymatycznej. Ciekawa jestem jak
na tle widm intensywnosci emisji fluorescencji badanych ligandéw (Rys. 63) wyglada widmo
czagsteczki tioflawiny?

Ostatni podrozdziat dotyczyt zastosowania metody miareczkowania fluorescencyjnego do
badania nowych analogéw kapu jako ligandow biatka elF4E. W wyniku tych prac Doktorantka
zidentyfikowata i scharakteryzowata kilkadziesiat réznych czasteczek rdznigcych sie modyfikacjami
chemicznymi i przeprowadzita petng analize SAR.

Przedostatni rozdziat dysertacji zostat zatytutowany ,Podsumowanie” , w ktérym na trzech
stronach Doktorantka podsumowata wyniki swojej pracy podkresdlajgc jednoczesnie, ze jej
najwazniejszym osiggnieciem jest zidentyfikowanie inhibitora silnie oddziatujgcego z enzymem
DcpS (m’GSppspSG D2) o powinowactwie zblizonym do znanej, z badari klinicznych w leczeniu
rdzeniowego zaniku migsni, czgsteczki RG3039. W mojej opinii osiggniec tych jest znacznie wiecej,
chociazby opracowanie i zoptymalizowanie wysokoprzepustowych metod opartych na
fluorescencji i anizotropii fluorescencji do badania analogéw kapu wobec biatek oraz mozliwosé
zaadaptowania tych metod do badania innych biatek wigzacych kapy.

Ostatni rozdziat pracy poswiecony zostat czesci eksperymentalnej i zawiera opis metod oraz
procedur stosowanych przez Doktorantke. Zostat on podzielony przez Doktorantke na 25(!) czesci,
ktore w petni oddajg olbrzymiag ilo$¢ i réznorodnos¢ technik badawczych zastosowanych w
recenzowanej dysertacji. Tak szeroka gama metod po raz kolejny udowadnia interdyscyplinarnos¢
pracy doktorskiej p. Wojtczak. Pani mgr Wojtczak zastosowata w mojej opinii wtasciwe metody i
procedury do ktérych nalezaty, w duizym uproszczeniu: (i) metody chromatograficzne, (ii)
spektroskopowe (absorbcyjne i fluorescencyjne), (iii) biochemiczne (wyznaczanie 1Cso i ECso), (iv)
enzymatyczne (wyznaczanie statych asocjacji i inhibicji) oraz (vi) statystyczne i (v) konformacyjne.
Wszystkie czynnosci zostaty doktadnie opisane i na pewno bedg stuzyly mtodszym kolezankom i
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kolegom jako Zrédto ,gotowych przepisow” w ich badaniach. Pewien niedosyt budzi jedynie brak
informacji na temat ogdlnej procedury otrzymywania biatek, krystalizacji i syntezy chemicznej
analogéw kapow, choc zdaje sobie sprawe ze prace te wykonaty inne osoby, o czym Doktorantka
napisata w swojej dysertacji.

Opisane eksperymenty, ich analiza i ptyngce z badan wnioski zostaty czesciowo poddane
ocenom recenzentdw w czasopismach w ktorych zostaty opublikowane. Stad moja rola jako
recenzenta jest znacznie utatwiona. Uwazam, ze cze$¢ doswiadczalna pracy doktorskiej zostata
dobrze zaplanowana a prezentacja i omowienie wynikow s3 przeprowadzone poprawnie i
logicznie. Ponizej, z obowigzku recenzenta, wymienitam pytania ktére mi sie nasunety podczas
lektury:

1. Str. 28. Struktura enzymu DspS to homodimer z wymienionymi domenami. Biatka z
wymienionymi domenami majg tendencje do ogligomeryzacji. Czy biatko to byto
stabilne w formie dimeru? Czy przed prowadzonymi eksperymentami zostato to
sprawdzone?

2. Str. 37 i dalej. Czy sprawdzana byta konfiguracja bezwzgledna izomerow D1 i D2
badanych przez Doktorantke diasterecizomerow? Czy trudnos¢ w przechodzeniu
jednego z nich przez btone komérkowa mozna powigza¢ z innym utozeniem
konformacyjnym czasteczki i powstajacych z tego tytutu zawad sterycznych? Czy
badane przez Doktorantke biatka ,preferujg” ktoras z form diastereoizomeru D1 lub D2
w badanych analogach?

3. Str. 38. Czy dla analogéw kapu modyfikowanych na zasadzie azotowej (w pozycji N7
guaniny) sprawdzane byty podstawniki indolowe? Czy istnieje szansa, ze podstawnik
taki zmiesci sie w kieszeni hydrofobowej biatka a ligand utworzy na wzér motywu
zamka tryptofanowego w biatkach stabilny kompleks z biatkiem?

4. Str. 45. Czy terapia genowa z wykorzystaniem analogéw kapu posiada dziatanie
terapeutyczne, jak napisata Doktorantka czy raczej profilaktyczne?

5. Prosze Doktorantke o wybdr jednego najlepszego liganda dla kazdego z badanych
biatek. Jakie eksperymenty biologiczne lub biochemiczne mozna by zaplanowa¢ dla tych
najlepszych ligandéw, celem potwierdzenia ich dziatania jako terapeutyki lub sondy
molekularne?

Na zakonczenie mojej recenzji chciatabym kolejny raz podkresli¢ o interdyscyplinarnosci
badan prowadzonych przez p. Anne Wojtczak, ktdrych istota doskonale wpisuja sie w definicje
zaproponowang przez Allena F. Repko: , Badania interdyscyplinarne s procesem odpowiadania na
pytanie, rozwigzywania problemu lub zajmowania sie pewnym tematem, ktory jest zbyt szeroki lub
zfozony, aby mogt by¢ adekwatnie podjety przez pojedynczg dyscypline. Wykorzystujg one

Katedra Chemii tel. +48 58 523 50 37 ul. Wita Stwosza 63 www.chemia.ug.edu.pl
Biomedycznej e-mail: s.rodziewicz-motowidlo@ug.edu.pl 80-308 Gdarisk



Rl

G Uniwersytet
G Gdanski

dyscyplinarne perspektywy i integrujg ich osiggniecia, aby wytworzy¢ petniejsze rozumienie lub
postep poznawczy”. Tak wiasnie rozumiem i oceniam przedstawiong mi do recenzji prace
doktorska.

Reasumujac, uwazam, ze tematyka pracy doktorskiej p. Anny Wojtczak jest niezwykle
interesujaca, czes¢ doswiadczalna zostata dobrze zaplanowana, wyniki zinterpretowane poprawnie
a cele pracy w petni zrealizowane. Na podkreslenie zastuguje fakt, iz uzyskane wyniki badan
opublikowane zostaty w pieciu publikacjach w prestizowych czasopismach z listy JCR (Sci. Rep, J.
Am. Chem. Soc., Chem. Sci., Org. & Biomol. Sci. oraz J. Org. Chem.). Na ogdlny opublikowany
dorobek mgr Wojtczak tacznie sktada sie szes¢ artykutéw opublikowanych w czasopismach
indeksowanych w JCR oraz dwa patenty (jeden PCT i jeden URP). Jest to ponadprzecietny dorobek
publikacyjny jak na tak mtodego adepta nauki. Swoje wyniki badann Doktorantka prezentowata
réwniez podczas 4 konferencji miedzynarodowych oraz 7 konferencji krajowych. Byta rowniez
kierownikiem dwdch grantéw naukowych. Biorgc pod uwage powyisze fakty stwierdzam, ze
przedfozona do oceny rozprawa spetnia ustawowe i zwyczajowe kryteria stawiane rozprawom
doktorskim zgodnie z artykutem 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595; z 2005 r. Nr
164, poz. 1365, z 2010 r. Nr 96, poz. 620, Nr 182, poz. 1228, z 2011r. Nr 84, poz. 455). W tym
odniesieniu wnosze do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Fizyczne Uniwersytetu Warszawskiego o
dopuszczenie mgr Anny Wojtczak do dalszych etapdw postepowania o nadanie stopnia doktora w
dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki fizyczne.

Ponadto, majac na wzgledzie wktad pracy Doktorantki w prace nad optymalizacjg
wysokoprzepustowych metod spektrofluorymetrycznych do badania aktywnosci oraz inhibicji
biatek oddziatujgcych z koricem 5" mRNA, nad odkryciem wielu nowych ligandéw tych biatek oraz
nad identyfikacjg kluczowych modyfikacji chemicznych dla wysokiej aktywnosci biologicznej
analogéw tzw. kapow zwracam sie jednoczeénie do Wysokiej Rady z wnioskiem o wyrdznienie tej
rozprawy.
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