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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Malgorzaty Prokopowicz pt.

., Spectroscopic studies of interactions of molecular targets in chemotherapy:
Purine Nucleoside Phosphorylase, Thymidylate Synthase and their mutants with
specific ligands”.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Malgorzaty
Prokopowicz zostala wykonana w Zaktadzie Optyki Instytutu Fizyki
Doswiadczalne; na Wydziale Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego oraz w
Instytucie Biologii Doswiadczalne; im. Marcelego Nenckiego PAN. Z tego
powodu Doktorantka, obok promotora dr hab. Piotr Fity (UW) opiekowat sig,
jako promotor pomocniczy, prof. Wojciech Rode (IBD). Ze wzgledu na
specjalizacje opiekundéw Doktorantki metody optyczne i spektroskopowe (dr
hab. Piotr Fita) oraz biochemia, enzymologia farmaceutyczna, biologia
molekularna 1 biologia komorkowa (prof. dr hab. Wojciech Rode), taki dobor
promotorow jest ze wszech miar uzasadniony. Co wigcej, Doktorantka jest
(byta?) uczestnikiem Miedzywydzialowego Interdyscyplinarnego Studium

Doktoranckiego w zakresie Nauk Matematyczno-Przyrodniczych prowadzonego
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przez Uniwersytet Warszawski. Podwdjnos¢ opieki jest wigc, przynajmniej w

opinii recenzenta, w petni uzasadniona.
Formalna ocena rozprawy

Zgodnie z deklaracja Doktorantki (strona iv ocenianej Rozprawy) ,,The results

presented in this dissertation are partially the subject of (éhe) following

publications:”

1. Prokopowicz M., Gren B., Ciesla J., Kierdaszuk B. Towards
understanding the E. coli PNP binding mechanism and FRET absence between

E. coli PNP and formycin A. Biophys. Chem., 230:98-108, 2017.

2. Prokopowicz M., Ciesla J., Kierdaszuk B. A synergistic effect of
phosphate, pH and Phel59 substitution on the formycin A association to the E.
coli purine nucleoside phosphorylase. Biochimie, 148:80-86, 2018

3. Sobich J., ProkopowiczM.,Maj P.,Wilk P., Zielinski Z., Fraczyk T., Rode
W. Thymidylate synthase-catalyzed, tetrahydrofolate-dependent  self-
inactivation by 5-FAUMP. Arch. Biochem. Biophys., 674:108106, 2019.

4, Prokopowicz M., Jarmuta A. Casamayou-Boucau, Y., Gordon, F., Ryder,
A., Sobich, J., Maj, P., Ciesla, J., Zielinski, Z., Fita, P., Rode W. Advanced
Spectroscopy and APBS Modeling for Determination of the Role of His190 and
Trp103 in Mouse Thymidylate Synthase Interaction with Selected dUMP
Analogues. Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 2661

5. Maj P, Jarmula A.,Wilk P., Prokopowicz M., Rypniewski W., Zielinski
Z., Dowierciat A., Bzowska A., Rode W. Molecular Mechanism of Thymidylate
Synthase Inhibition by N4-Hydroxy-dCMP in View of Spectrophotometric and

Crystallographic ~ Studies. Int. J.  Mol. Sci. 2021, 22, 4758.
https://doi.org/10.3390/ijms22094758
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Tre$¢ rozprawy opiera si¢ wiec na wynikach zawartych w pigciu
wieloautorskich artykutach opublikowanych w recenzowanych czasopismach.
W publikacjach 1, 2 1 4 Doktorantka jest Autorem Korespondencyjnym, a w
publikacji 3 jest pierwsza na liScie autorow. Bez watpienia jej udziat w
prowadzonych badaniach byt znaczacy. Laczny czynnik oddzialywania tych
pieciu prac przekracza 24, jednak prace te byly cytowane jedynie 3 razy (0 bez

autocytowan, stan na dzien 30.10.2022).

Forma ponad dwustustronicowej Rozprawy Doktorskiej jest z grubsza
zgodna z kanonem. W sktad Rozprawy wchodza kolejno: wykaz publikacji
stanowigcych podstawe Rozprawy, streszczenia w jezyku polskim oraz
angielskim, podzigkowania, spis tresci. Rol¢ klasycznego wstepu petnig Chapter
1 (Introduction, 2 strony), Chapter 2 (Metabolism of purines and pyrimidines, 2
strony + 2 stronicowy rysunek skopiowany z pracy [9]), Chapter 3 (Purine
Nucleoside Phosphorylase, 13 stron) oraz Chapter 4 (Thymidylate synthase, 13
stron). Cele pracy sg jasno przedstawione w Chapter 5, po ktorym nastepuje opis
uzytych materiatow 1 stosowanych metod (Chapter 6, 22 strony). Kolejne dwa
rozdzialy przedstawiajg uzyskane wyniki: ,,Purine Nucleoside Phosphorylase,
results and discussion” (Chapter 7, 33 strony) oraz ,,Thymidylate synthase,
results and discussion” (Chapter 8, 56 stron). W kolejnym pigciostronicowym
rozdziale zawarte jest podsumowanie wynikow (Chapter 9). Rozprawa zostata
uzupetniona o 10-o stronicowy dodatek demonstrujacych szczegdty niezawarte
w Rozprawie, liste skrotow oraz liste uzytych symboli. Spis schematow,
rysunkOw oraz tabel stanowi pomoc w poruszaniu si¢ po tekscie. Rozprawe

wienczy lista 331 pozycji literaturowych.

Rozprawa zostata napisana w jezyku angielskim. Recenzent nie czuje si¢
kompetentny do oceny jezykowej, ale mozna przyjac, ze od tej strony Rozprawe
mozna uzna¢ za poprawng. Niestety odnosz¢ wrazenie, graniczace z pewnoscia,

ze Doktorantka dziatala pod silng presja czasu. Skoro Rozprawa oparta si¢ na
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pieciu recenzowanych artykutach, to nie powinno dziwi¢, ze zawarto$¢
merytoryczna w zasadzie nie budzi wigkszych zastrzezen (konkretne uwagi
przedstawiam pod koniec recenzji). Jednakze na polu edytorskim Rozprawa
pozostawia bardzo duzo do zyczenia. Juz lista publikacji ze strony iv zawiera
liczne btedy redakcyjne, ktore przedstawiajac powyze] wyrdznitem zottym
kolorem. Takie btedy redakcyjne zdarzaja si¢ niemal zawsze. Jednak
powazniejszy zarzut dotyczy samej organizacji tekstu. W moim odczuciu
Rozprawa zawiera w sobie dwa niezalezne nurty badan, dotyczace badan
spektroskopowych nad fosforylazg nukleozydow purynowych (PNP) oraz
syntazg tymidylanowa (TS). Sam sposob organizacji teksu dodatkowo podkresla
ich roztaczno$¢, potegujac wrazenie, ze Rozprawa stanowi nienaturalne
polaczenie dwoch roznych watkow. W moim odczuciu kazdy z nich mogiby
stanowi¢ podstawe ,,przyzwoitego” doktoratu. Poza osobg Doktorantki, jedynym
aspektem laczagcym oba watki jest zastosowanie podobnych metod
spektroskopowych, co jednak w zZaden sposob nie zostato podkreslone w
Rozprawie. Aby nie by¢ gotostownym, w trzy ,syntetyczne” rozdziaty
(Streszczenie, Cele Pracy 1 Podsumowanie) zostaty formalnie rozdzielone na
dwa niezalezne fragmenty dotyczace obu nurtow badan. Zas Wstep oraz opis
wynikow zostaty wprost podzielone na pary niezaleznych rozdzialow. W
odczuciu recenzenta taka forma Rozprawy jest trudna do zaakceptowania. Co
wiece], wigkszos¢ materiatu ilustracyjnego (Rysunki, Schematy, Tabele) zostata
wprowadzona do Rozprawy metoda ,,copy-paste”. Oczywiscie takie
postepowanie nie jest to zakazane (dopoki autor podaje odpowiednie zrédto), ale
stalo si¢ ono zrédtem powaznych niespdjnosci. W moim odczuciu, biorgc pod
uwage liczbe publikacji, na ktorych opiera si¢ Rozprawa, wydaje si¢, ze
wlasciwszg formg byltaby spinka opatrzona krotkim komentarzem. Pozwolitoby

to Doktorantce na skupieniu si¢ na potaczeniu i1 odpowiedniej prezentacji
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watkdéw badawczych, za§ Recenzentowi ujeloby konieczno$ci merytorycznej

oceny badan, ktore zostaly juz przeciez poddane niezaleznej recenz;ji.

Skoro jednak Rozprawa zostata przedstawiona w formie petlnego teksu, to
Recenzent czuje si¢ w obowigzku podda¢ ocenie wszystkie jej elementy.
Wigkszos$¢ rysunkéw zostata przekopiowana z publikacji. W konsekwencji nie
maja wspolnej szaty graficznej, sa w wigkszosci niedostatecznej jakosci oraz

zawieraja elementy, ktore nie zostaty opisane.

e Fig. 3.1 — Podwojny opis — raz z oryginatu, drugi raz od Doktorantki.

e Fig. 3.2 - Niska jakos$¢. Nie wiadomo, co oznaczaja kolorowe kreski w
panelu a

e Fig. 3.3 - Panele b 1 d przygotowane inaczej niz a i c¢. Btedny opis panelu
C

e Fig. 3.4 — Panel a odbiega od b 1 c. Dotyczy to zaréwno sposobu
prezentacji (pierScien cukrowy), jak i1 konformacji (syn, dwa pozostate
przedstawiajg Gua 1 Ino w konformacji anti). Niepotrzebna wstawka z
numeracja, ktoéra jest juz przedstawiona na tej samej stronie.

e Fig. 3.5. Fatalna jakos$¢, nie rozumiem, dlaczego nie mogt zosta¢ zrobiony
na nowo.

e Tab. 3.1. Ta lista kontaktéw POWINNA zosta¢ pokazana na rysunku.
Inaczej warto$¢ informacyjna jest zerowa.

e Fig. 3.6. Odmienny sposob prezentacji zawartosci w obu panelach,
przekopiowanych zreszta z 2 réznych publikacji. W efekcie, odciaga
uwage od jedynego istotnego elementu, ktorym jest zmiana gestosci
elektronowej na N7 1 C8 oraz przeniesienie grupy fosforanowej z C3’ na
Cr.

e Fig. 4.1. Zawiera kopi¢ tabeli z publikacji [150]. Bezsensowny jest
wyrwany z kontekstu oryginalny podpis.
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e Schem. 4.1-4.4. Proste schematy reakcji uzyskane najprawdopodobnie;j
metodg ,,copy-paste” z roznych prac. W konsekwencji brak spojnosci
graficznej, a 1 chyba przesada w korzystaniu ze zrodet.

e Fig. 4.3. Brak spdjnosci. Nie rozumiem, dlaczego Doktorantka nie mogta
osobiscie porowna¢ dwodch struktur PDB (1100 z 6qya), ale musiata
skopiowa¢ obrazek z innej publikacji.

e Fig.4.414.5. takze powinny zosta¢ wykonane przed Doktorantke

e Fig. 4.7. Z jakiego$ powodu konformacje czasteczek si¢ rdznig: zmiany
kwasu glutaminowego powoduja pozorne zmiany stereochemii na atomie
Ca. Odmienny jest takze rotamer grupy karboksylowej *lancucha
bocznego. Co wigcej, roznica w orientacji pierscienia imidazolinowego
miedzy panelami b i ¢ a panelem a sugeruje, ze transferowi podlega inna
grupa metylenowa!

e Fig. 4.10. W panelu b fluorouracyl zostat przedstawiony w innej orientacji
niz ten sam uklad aromatyczny bedacy skladnikiem FAUMP. Czysta
dezinformacja w stosunku do os6éb mniej obytych w dziedzinie, a
niepotrzebne dla obeznanych z problemem.

e Fig. 4.11a. W moim odczuciu schemat btedny. Teoretycznie, przejscie
migdzy rotamerami N(4)OH jest mozliwe nie tylko przez inng forme
tautomeryczng, ale takze poprzez forme¢ kationowa uprotonowang na
N(4). Bezposrednia rotacja wigzania podwojnego formy syn-imino do
anti-imino (prawa pionowa strzatka) jest niezwykle mato prawdopodobna,

co nie znajduje wyrazu na rysunku.

W przypadku opisu zastosowanych metod mam juz szereg uwag

merytorycznych:
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e Str. 49 ,,Subsequently, each absorption spectrum was corrected for the
background (absorption at the longest registered wavelength).” Zwykle,
pojawienie si¢ nieoczekiwanej absorbancji jest zwigzane z ttem 1 po
korekcie o wyniki pomiaru buforu efekt powinien by¢ pomijalny. W tym
konkretnym przypadku mozna domniemywaé, ze obserwowany efekt
mogl by¢ spowodowany agregacja probki biatka i1 rozpraszaniem §wiatta
na agregatach. Wptyw takiego zjawiska nalezato przedyskutowac.

e Rownanie 6.2 Doktorantka uzywa alternatywnie antiloglO(x) 1 10x (np.
roOwnanie 6.11), co nie powinno mie¢ miejsca.

e TCSPC data analysis. Nie rozumiem idei postugiwania si¢ S$rednim
czasem zaniku fluorescencji. Takie podejscie gubi wigkszos¢ informacji
zawartej w pomiarach TCSPC. Po usrednieniu nie wiadomo, czy
obserwowane zmiany zostaly spowodowane zmianami czaséw zaniku,
czy tez zmianami populacji poszczegolnych stanéw wptywajacych na
zanik fluorescencji.

o Wspolczynnik o2k we wzorze 6.4 nie zostal zdefiniowany. Na moje
wyczucie powinien wynosi¢ albo N(t)k , albo Nc(t)k. Tak, jak jest
napisane, to zupetnie nie wiadomo, jak jest liczona ta wartos¢ (,,02k is the
standard deviation™). Co wiecej, podwoéjne indeksowanie (czasem, t, oraz
numerem kanatu, k) wskazuje, ze ta czgs¢ tekstu jest najprawdopodobnie;j
zwigzana z ,,Multi-channel TCSPC fluorescence spectra”.

e Wzor 6.5 nie ma sensu fizycznego. Pod pierwiastkiem do wartosci
bezwymiarowej jest dodawana warto$¢ mianowana (czas).

e Wzory 6.7-6.9 sg rbwnowazne wzorowi 6.3, a wiec ich podawanie jest
zbedne. Bardzo niejasno zostata opisana procedura wyboru wtasciwego
modelu (,,The best fit was evaluated with the residual plot and value of

¥2). Zwykle do oszacowania ilo$ci sktadnikow wykladniczych stosuje
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si¢ test Fishera albo kryterium Akaike. Ograniczenie do analizy warto$ci
¥2 prowadzi do “przeparametryzowania” modelu.

e Wzor 6.11 Niezdefiniowana wielkos¢ F, ktérej wartoS¢ nie jest
wykorzystywana w okolicznych wzorach.

e 6.1.12 ,Difference absorption spectra” Sposdb wyznaczenia wartosci R
oraz o zalezy od sposobu przeprowadzenia eksperymentu. Takich
informacji nie ma w tekscie. Okreslenie R jako ,.dilution constant” jest
nieinformatywne.

e Wzory 6.12 1 6.14 zostaly wprost przekopiowane z publikacji. Z tego
powodu zostal wprowadzony alternatywny zapis dzielenia (,,+” zamiast
)

o Wzor 6.20 jest absurdalny. Zakladajac fizyczne wartosci parametrow
(Fmix=FD, 0=0.5) otrzymujemy Eo=-1, co zgodnie ze wzorem 6.21
prowadzi do zespolonych wartosci ra. Przeprowadzone dochodzenie
wskazuje, ze Doktorantka bledne przepisata wzor 7 z publikacji 1. Jednak
zakres  stosowalno$ci  oryginalnego  wzoru  powinien  zostaé
przedyskutowany w Rozprawie. Nie jest dla mnie oczywiste, ze wzor z
publikacji gwarantuje, ze Ea>0.

o Wzbr 6.22 zawiera ewidentny btad. Zamiast drugiego znaku ,,+”” powinien
by¢ znak ,,x”. Taki sam btad wystepuje we wzorze 2 w publikacji 2, z
ktorej zostal najprawdopodobniej przekopiowany. Co wigcej, wzor ten nie
uwzglednia stechiometrii wigzania, mimo, ze zostalo to zadeklarowane w
tym samym rozdziale (takze uwaga ponizej).

e Str. 57 “The choice of the best binding stoichiometry was based on the 2,
R-squared and on the residual plots.” Zwykle do oszacowania optymalne;j
iloSci parametrow, alternatywne modele ocenia si¢ stosujgc test Fishera
albo kryterium Akaike. Ograniczenie analizy do wartosci ¥2 , R2 czy

odchylen zwykle prowadzi do “przeparametryzowania” modelu. W
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analizowanym przypadku skuteczna mogtoby si¢ okaza¢ zastosowanie
metody Job’a, ktéra pozwala na zgrubne oszacowanie stechiometrii
uktadu (Job, P. 1928 Ann. Chim., 9, 113-203).

e Wzor 6.25 nie uwzglednia liczby miejsc wigzacych. Z tego powodu
wartos¢ L w tym wzorze nie odpowiada stezeniu wolnego liganda. W
konsekwencji state wigzania wyznaczone za pomocg wzoru 6.23 beda n-
krotnie (n to stechiometria uktadu) zawyzone. Konsekwencjg tego bledu

sg rozbieznosci niektorych wartosci Kd 1 Kapp w tabeli 7.1.

Nie mam za to wigkszych uwag w odniesieniu do samych wynikow.
Wszystkie stanowig powtdérzenie danych przedstawianych w recenzowanych
publikacjach. Do tego stopnia, ze wiele z rysunkéw zawartych w tych dwoéch
rozdziatach jest efektem akcji ,,copy-paste” z odpowiedniej publikacji. Ponizej

lista zastrzezen:

e Tab, 7.1, wartosci Kapp 1 h zostaly wyznaczone przy zastosowaniu
btednego wzoru 6.25. Konsekwencje opisane powyzej.

e Tab 7.2 1 7.3. brak wiarygodnego oszacowania niepewnos$ci wynikow.
Jesli oszacowanie ,,SEM were within 0.1 of calculated values” byloby
poprawne, to podawanie wartosci z doktadnos$cig inng niz dwa miejsca
znaczace jest btedem.

e Fig. 7.20. Nie widz¢ sensu pokazywania identycznej struktury za pomoca
alternatywnych programow. Obraz wytworzony VMD nie dostarcza
zadnej nowej informacji. Mimo, ze utoZenie biatka na obu obrazkach jest
inne, mozna si¢ domyslaé, Ze orientacja zaznaczonych aminokwasow

aromatycznych ro6zna, ale fakt ten nie zostal w zZaden sposob

skomentowany.
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e Tab. 7.4.17.5 brak oszacowania niepewnosci wynikow. Wartosci w tabeli
doskonale obrazuja, w jaki sposoéb usrednianie czaséw zaniku
fluorescencji gubi informacje¢ o uktadzie.

e Fig. 8.9. Naiwnie myslac KRi=-RKi, a wigc potowa widm roéznicowych

na rysunku jest najprawdopodobniej redundantna.

Powyzsza krytyka formalnej strony Rozprawy nie neguje jej wartosci
merytorycznej. Recenzentowi pozostaje jedynie zalowac, ze Doktorantka nie
potrafila sprawnie opisa¢ wynikdéw zawartych w pigciu publikacjach, z ktorych
w czterech byla autorem wiodacym. Zrealizowata jednak wszystkie postawione
cele, badajagc dwa biatka niezwykle wazne z punktu widzenia chemioterapii
przeciwnowotworowej. Pracowata w ztozonym S$rodowisku badawczym, w
ktorym z powodzeniem stosowata precyzyjne metody fizykochemiczne
(gléwnie metody optyczne) do badan wielosktadnikowych ukladow
biologicznych. Przeprowadzila oraz przeanalizowata wyniki wielu serii
eksperymentow prowadzonych na réznych wariantach tych biatek, co pozwolito
powigza¢ wyniki doswiadczalne (gltéwnie spektroskopowe) ze strukturg biatka
oraz efektem wprowadzonych zamian aminokwasowych. Do najwazniejszych
wnioskéw wynikajacych z Jej pracy zaliczylbym potwierdzenie obecnoSci
dwoéch etapow reakcji (1) przeniesienia grupy metylenowej oraz (2) redukeji,
obu katalizowanych przez syntaze tymidylanowg oraz wykazanie, ze etapy te
zostaja rozdzielone w obecnosci N4-OH-dCMP. Tutaj nasuwa si¢ jednak
pytanie o mechanizm dziatania 5F-N4-OH-dCMP, ktéra jak wiadomo jest
znacznie bardziej aktywna niz N4-OH-dCMP. W przypadku kompleksow PNP
najwazniejszym wynikiem bylo okreSlenie istotnej roli oddzialywan
warstwowych z F159 1 Y160 przy wigzaniu substratu (formycyny A). Zabrakto
jednak analizy sekwencji wigkszej liczby homologdéw biatka. Jesli uzyskane

przez Doktorantke wnioski sg ogo6lne, to w pozycji odpowiadajacej F159
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powinny by¢ silnie preferowane aminokwasy aromatyczne, poprzedzajace
tyrozyng¢. Nalezy podkresli¢, ze badania PNY stanowig duze wyzwanie, gtdéwnie
ze wzgledu na quasi symetryczng forme oligomeryczng biatka (trimer dimeréw),

ktora to symetria moze by¢ tamana po zamianie aminokwasowe;j.

Reasumujac, recenzent musi stwierdzi¢, ze mimo istotnych uchybien
redakcyjnych, oceniana rozprawa wnosi istotny wkilad w poznanie
molekularnych mechanizméw dziatania fosforylazy nukleozydéw purynowych
(PNP) oraz syntazy tymidylanowej (TS). Tym samym, spetnia wszystkie
warunki stawiane rozprawom doktorskim okreslone w ustawie Prawo o
szkolnictwie wyzszym 1 nauce z dnia 20.07.2018 r. W zwigzku z powyzszym
wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu
Warszawskiego o dopuszczenie mgr Malgorzaty Prokopowicz do dalszych
etapdw postepowania doktorskiego. RoOwnoczesnie, o ile to mozliwe,

sugerowalbym umozliwienie Doktorantce przeprowadzenia korekty tekstu

Rozprawy.
Signed by /
Podpisano przez:
Jarostaw
Poznanski
Date / Data:
2022-10-30 21:22
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