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Recenzja pracy doktorskiej Pana mgr Matusza KOZARSKIEGO
»Modyfikowane nukleotydy jako narzedzia do badania biatek zaangazowanych
w metabolizm korica 5’ mRNA”

Praca doktorska Pana mgr Mateusza Kozarskiego zostata wykonana pod opieka Pani
prof. Joanny Kowalskiej w Instytucie Fizyki Doswiadczalnej i w Centrum Nowych
Technologii na Uniwersytecie Warszawskim. Praca jest realizacjg oryginalnego
pomystu a zarazem fragmentem wiekszego projektu badawczego. Widac¢ to wyraznie
z licznych odniesien Doktoranta do prac kolegéw z zespotu i korzystanie z wynikow
ich badan, jak i otrzymanych przez nich zwigzkow.

Celem badan podjetych przez Pana dr Mateusza Kozarskiego byta synteza nowych
analogow kapu 1, modyfikowanego przez N-metylowanie i O-metylowanie nukleotydu,
wigzacego sie na koncu 5 mRNA. Analogi te postuzyty w badaniu jego nie do kornca
poznanej roli, szczegolnie w procesach translacji mRNA i procesie degradacji mRNA
od N-konca. W tym drugim przypadku Doktorant skoncentrowat sie na poszukiwaniu
nowych substratow i inhibitorow jednej z ludzkich nukleaz — nukleazy cN-11I1B. Niejako
przy okazji Pan dr Mateusz Kozarski zbadat oddziatywanie tych inhibitoréow z
eukariotycznym czynnikiem inicjujgcym translacje 4E, jednym z biatek, koniecznych do
rozpoczecia zaleznej od kapu translacji, uzyskujac bardzo interesujgce wyniki. Jak
wida¢ badania zostaty zaplanowane z rozmachem. Jako recenzent mam pewien
problem, ktorym jest wlaczenie do doktoratu badan przeprowadzonych przed
rozpoczeciem studiow doktoranckich i opublikowanych w roku 2018, ktére Autor
nazywa ,badaniami wstepnymi’. Wtaczenie to ma sens o tyle, ze badania te stanowity
punkt wyjscia i uzasadnienie tematyki doktoratu.

W pierwszym etapie Doktorant zbadat wilasciwosci inhibitorowe 33 zwigzkow
otrzymanych przez niego samego i Panig dr Dorote Kubacka, uzupetnionych przez 7
naturalnych nukleotydéw. Autor dysertacji nazywa ten zbiér pierwsza biblioteka. Jest
to zestaw trzech typdw strukturalnych analogébw kapu 1, gdzie modyfikacje
wprowadzono w obrebie grupy fosforanowej, adeniny jak i rybozy. Mozna powiedzie¢,
ze biblioteka ta sktada sie z czterech zbioréw (jesli policzyé naturalne nukleotydy). Trzy
zwigzki wykazaty obiecujaca aktywnosé — jednym z nich byt zwigzek opisany w pracy
bedgcej wynikiem badan prowadzonych przed doktoratem, a dwa to analogi, w kt6rych
reszta N-metylowa kapu zostata zastgpiona benzylowg. Te ostatnie staly sie



substancjami wiodgcymi w dalszych badaniach. Sukcesywnie modyfikujac strukiure
N-benzylowego analogu kapu i traktujgc najsilniejsze inhibitory jako wzorce, Doktorant
otrzymywat nowe biblioteki inhibitoréw nukleazy cN-llIB: drugg liczacg 9 nowych
zwiazkéw i trzecig ztozong z 7 zwiazkow. Wérdd tych zwigzkéw zidentyfikowano dwa
silne, submikromolowe, inhibitory badanego enzymu zawierajgce w podstawniku
benzylowym obecnym na azocie 7, grupe benzylowg podstawiong jednym lub dwoma
atomami fluoru. Czwarta biblioteka, ztozona z 5 zwigzkdw, jest jakosciowo rdzna i
zawiera reaktywna grupe fluorosulfonowa. Zwiazki z tej biblioteki okazaly sie
kowalencyjnymi inhibitorami badanego enzymu, co Doktorant zrecznie udowodnit
stosujac spektrometric mas. Niewatpliwie waznym osiagnigciem doktoratu jest
zdefiniowanie struktury przestrzennej ludzkiego biatka cN-1IIB w kompleksie z jednym
z najsilniejszych inhibitoréw oraz z prostszym inhibitorem jakim jest analogiczna
dipodstawiona guanina. Ten ostatni zwigzek réwniez zostat otrzymany przez
Doktoranta i synteza ta okazaia sie catkiem nietrywialna.

Druga cze$é dysertacji poéwiecona jest zastosowaniu analogéw kapu 1 jako narzedzia
do badania procesu translacji. Aby przeprowadzi¢ te badania Doktorant otrzymat
dwanascie tri- i tetra- nukleotydowych analogow kornica 5 mRNA stosujgc tzw. reakcje
click”. To trudne, wieloetapowe syntezy i odnosze wrazenie, ze synteza substratow
byla duzo trudnigjsza niz sama koricowa reakcja. Nastepnie uzyto te analogi do
syntezy oligonukleotydow zawierajacych je w miejsce kapu. Syntezy te wykonata Pani
dr Karolina Drazkowska. Analogi te wbudowano ko-franskrypcyjnie do RNA
kodujacego lucyferaze z widlonoga Gaussia. Diugie fragmenty RNA, juz zawierajace
te lucyferaze, otrzymat doktorant osobiscie. Zostaty one wykorzystane w badaniach
translacji, a wiec do otrzymywania tego biatka, w lizatach komérkowych retikulocytow
kréliczych oraz w komérkach dendrytycznych JAWS Il. Te serig badan wykonata Pani
dr Karolina Drazkowska. Trzeba stwierdzi¢, ze wyniki drugiej czesci doktoratu sa
obiecujgce i otwierajg nowe pola badawcze, z zatem zapewnie beda kontynuowane.

Prace doktorskg Pana mgra Mateusza Kozarskiego recenzuje si¢ nietatwo. Gtéwna
przyczyna jest niezwykta jak na dysertacje doktorskie wielowgtkowos¢ badan, duza
liczba danych numerycznych w tekscie oraz naktadanie sig wynikoéw badan Doktoranta
z rezultatami uzyskanymi przez innych czionkow zespotu badawczego w jakim mu
przyszto pracowaé. Jak duzy to zespdt mogg $wiadczy¢ chociazby podzigkowania
zamieszczone na poczatku manuskryptu. Zakres badan i ich rozmach budzi szacunek.
Szczegolnie wartym podkreslenia jest niezwykle bogata czeSC pracy poswigcona
syntezie nowych grup nukleotydéw. To niefatwe i pracochionne syntezy. Realizacja tej
pracy wymagata od Doktoranta dobrego opanowania catej gamy technik chemii i
fizykochemii organicznej, biochemii i biologii molekularnej. Podsumowujac, jest to
bardzo dobra praca doktorska. W tym kontekscie pewne zdziwienie budzi fakt, ze jej
wyniki zostaty opisane w trzech publikacjach o (liczac prace sprzed doktoratu) bardzo
dobrym, ale nie najwyzszym standardzie. Czwarta z obiecanych prac nie pojawita sig
jeszcze w internecie.



Praca doktorska Pana mgra Mateusza Kozarskiego ma ukiad klasyczny i zaczyna sie
od wprowadzenia czytelnika w tematyke prowadzonych badan. Ten wstep napisany
jest bardzo dobrze i czytelnie, tadng polszczyzng. Nastepujace po czesci literaturowej
rozdziaty opisujace badania wilasne oraz cze$¢ eksperymentalng sa bardzo
szczegotowe | dobrze pokazuja zaréwno sposoéb realizacji badan, jak i ogrom pracy
witozony w ich realizacje. Nieco gorzej ma sie wyrazne rozgraniczenie tych fragmentow
badan, bez opisu ktérych nie udafoby sie skonstruowac rozprawy, a ktére wykonali
wspotpracownicy Doktoranta. Dobrg opinie o pracy silnie nadwyreza niefrasobliwa
edycja tekstu. Liczba biedoéw edytorskich, nieprecyzyjnych sformutowan czy poziom
zargonu naukowego jest ponad normatywna. Takim ztym przyktadem jest tu fragment
paragrafu ll.IV.1. za stronie 82, gdzie znalazlem az 8 takich btedéw. Pierwsze biedy
pojawiaja sie juz w spisie tresci, a mozna je znalez¢ nawet w tytutach paragraféw (np.
11.2.1.2.).

W trakcie czytania pracy zanotowatem kilka pytan i uwag, ktére przedstawiam w
porzgdku chronologicznym:

o W rozdziale 111.5.1. ciekawym bytoby zestawienie wartosci ICso z podatnoscia
badanych zwiazkéw na hydrolize. Spekulacja ma temat zaleznosci struktura-
aktywno$¢ biorac pod uwage jedynie aktywnosé inhibitorowg jest obarczona
duzg niepewnoscig;

s W dyskusji zamykajacej paragraf 111.5.1. mogtoby troche poméc dokonanie
kiasycznej analizy SAR korzystajgc z dowolnego i dostepnego niekomercyjnie
programu komputerowego. Zdaje sobie sprawe, ze prébka do takich badan jest
mata, ale oméwienie wynikow zaprezentowane w tym fragmencie pracy
doktorskiej opiera sie gtéwnie na intuicji Doktoranta;

e Troche szkoda, ze omodwienie sposobu wigzania inhibitorow uzytych do
okreslenia struktury krystalicznej (a nie krystalograficznej!) nukleazy cN-IIIB nie
zostato omowione nieco szerzej, gdyz wyraznie widaé, ze fragment
guanidynowy obu inhibitorow wiazany jest w rézny sposaéb;

» Obserwowane rdéznice aktywnosci zwigzkdéw sufonylowych i sulfinylowych,
omowione na stronach 122 i 123, sg intrygujgce. Czy znana jest rdznica
szybkosci i zdolnoéci reakcji tego typu pochodnych z nukleofilami?

e Rozwazania na koncu paragrafu 9.111.1. dobrze bytoby wesprze¢ za pomoca
modelowania molekularnego;

s Czy Doktorant ma jaki$ poglad, dlaczego zwigzek 4-SOF2Bn’GMP wigze sie z
enzymem kowalencyjnie, a zwigzek 3-SOsFBn’GMPchyba nie?

e Zaciekawito mnie widmo NMR pokazane na rysunku 97 (str. 135), a wtasciwie
produkty uboczne jakie powstaja w wyniku opisanej tam reakgji. Analiza tego
widma zdecydowanie jednak wykracza poza zakres doktoratu;

o Czy wiadomo, jak wigza jony magnezowe (lub manganowe) triazolowe analogi
nukleotyddw? To dosyé wazne z punktu widzenia ich aktywnosci biclogiczne;.



Przywilejem, a nawet obowigzkiem recenzenta jest wskazanie tych fragmentéw pracy,
ktére budza jego watpliwosci. | nie chodzi tu bynajmniej o usterki edytorskie. Nie
zamierzam zatem uchylaé sie od podania kitku uwag krytycznych. 1 tak:

» Na sir. 32, chyba chodzi o grupe aminowa, ktéra tworzy fosforamid;

e Na str. 47, chyba lepiej uzy¢ nazwy fosforyn difenylu, lub H-fosfonian difenyiu;

s Str. 56 — to sg nanoczastki, a nie nanoczgsteczki,

s Str. 58: fluorek sulfonylu posiada dwa fluory w strukturze;

o Str. 64: ,Jednym z badanych enzyméw, byt ludzki enzym cN-1lIB, ktory byt
tematem badan przeprowadzonych...” to typowe ,masfo maslane”;

e Z grubsza wiem o co chodzito Autorowi w zdaniu ,Pomimo fenomenu
trinukleotydowych analogéw kapu, dinukleotydowe analogi kapu sg weigz
powszechnie eksplorowane.” (str. 70), ale nie brzmi ono dobrze po polsku;

e Zato nie bardzo rozumiem zdanie ,Przebieg reakcji enzymatycznej byt mozliwy
dzieki réznicy w polarnosci substratu (5’-monofosforanu nukileozydu) i produktu
(nukleozydu) powstalego w czasie trwania reakcji” Czy to znaczy, ze silg
napedows reakcji enzymatyczne] byta zmiana polarnosci? (str. 82);

e Str. 93: przy opisie podstawnikéw dla zwigzkéw 36, 37 i 38 lepiej byto
zastosowaé notacje np. 3-CF3-CsHaCHz-, gorzej wyglada 3-CFs-Bn, a z
pewnoscig nie powinno tam by¢ 3CF3-BnBr;

« Zawady sterycznej sig nie fworzy — mozna ewentualnie ja wprowadzi¢ do
struktury czgsteczki albo ona tam po prostu jest;

o Jak rozumiem w dyskusji pod Tabelg 4 (str. 97) racze] chodzi o to, ze
podstawnik w nieodpowiednim miejscu niekorzystnie oddziatuje z enzymem nie
pozwalajgc na optymalne dla reakcji utozenie czgsteczki w centrum aktywnym;

e Str. 104, sformutowanie ,czynnik mikroptytek” ma swoj urok;

e Str. 109. Ma rysunku 76C z pewnoscig nie wida¢ ruchu, tylko sposdb
dopasowania sie enzymu do inhibitora;

e Str. 118: inhibitory samobéjcze enzymu (czasami nazywane substratami
samobojczymi) to nie to samo co inhibitory kowalencyjne;

e Sir.119; chodzi chyba o rozpietos¢ wynikéw a nie rozbieznosg;

e Str. 122: wyniki ICso podane w Tabeli 7 i w tekscie dla 4-SO2FBn7GMP
minimalnie, ale jednak sie réznia (to chyba btgd edytorski);

e Stowny opis reakcji na stronie 123 jest chyba nie do kornca prawidiowy.
Hydroliza daje kwas siarkowy (ktéry od biedy mozna zapisa¢ jako H20xSOg);

e Hydroliza POCIs raczej daje w efekcie kwas fosforowy a nie fosforany. Jakie jest
pH roztworu w tej reakcii?

e Nie ma powodu, aby nazwy zwigzkéw chemicznych pisa¢ duzg literg, a to
niekiedy zdarza sie w tej pracy.

Powyzsze uwagi nie majg zadnego wplywu na mojg wysokg ocene wartosci rozprawy
Pana mgr Mateusza Kozarskiego. Majg one zwréci¢ uwage Doktoranta na to, ze opis
badan jest rownie wazny jak ich wykonanie, a przy okazji majg pokazac, ze prace
staratem sie przeczytaé starannie.



Reasumujac, przyszto mi recenzowaé solidng i ciekawg prace opisujaca realizacje
innowacyjnego i waznego pomystu badawczego, ktory stanowi warto§¢ dodang w
badaniach prowadzonych w macierzystym zespole. Niestety, warto$¢ tej dysertaciji
obniza jednak sposob w jaki jest ona napisana. Praca doktorska Pana mgr Mateusza
Kozarskiego w petni spetnia warunki zarowno ustawowe jak i zwyczajowe jakie stawia
sie dysertacjom doktorskim. Zatem, wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny
Nauki Fizyczne Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie tego Doktoranta do
dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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