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paechuiatsied  RECENZJA ~ ROZPRAWY  DOKTORSKIEJ  PANI MGR  AGNIESZKI
MEYNARSKIEJ-CIESLAK PT. ,,Nowe analogi kofaktoréw adeninowych jako narzg¢dzia
do badania proceséw biologicznych — synteza, badanie wtasciwosci i zastosowania ™

Pani mgr Agnieszka Miynarska-Cieslak wykonala prace doktorska pod opieka dr hab.
Joanny Kowalskiej w Zaktadzie Biofizyki Instytutu Fizyki Doswiadczalnej, Wydzialu
Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego.

Zasadno$¢ podjetej tematyki

Gléwnymi bohaterami recenzowanej pracy doktorskiej sa czasteczki oparte na
nukleotydach adeninowych, a dokladnie kofaktory adeninowe. Mnogo$¢ funkcji tych
analogéw, w tym duzy obszar niezbadanych jeszcze zastosowan sprawia, Ze poszukiwane
sa narzedzia do badan strukturalnych i funkcjonalnych enzyméw rozpoznajacych analogi
adeniny. W przedstawionej mi do recenzji pracy, Autorka skupita si¢ na zaprojektowaniu,
syntezie i  biologicznej  ewaluacji  analogéw  kofaktora  dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego (NAD) i kofaktora 5’-fosfosiarczanu 3’-fosfoadenozyny
(PAPS). O znaczeniu podjetych badan $wiadczy pigé publikacji, w bardzo dobrych
czasopismach, ktére poprzedzily napisanie tej rozprawy. W trzech z nich Doktorantka
jest pierwszg Autorka.

Charakterystyka i uwagi do pracy

Praca liczy 142 strony, zawiera 127 odno$nikéw literaturowych i sklada si¢ z siedmiu
rozdzialéw, przy czym Przeglad literaturowy, Metodyka Badan, Badania wlasne, Czgs¢
Eksperymentalna stanowig gtéwne elementy rozprawy.

W przegladzie literaturowym Autorka wylicza szereg funkcji/proceséw w jakie
zaangazowane s czasteczki wybranych kofaktorow adeninowych, w tym zaznacza ich
role i znaczenie w prawidlowym funkcjonowaniu organizmu. Doktorantka krétko
charakteryzuje wybrane metody badania ST, takie jak znakowanie radioizotopowe,
fluorescencyjne, spektrometria mas.
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Rozdzial Metodyka badar jest dla mnie nieco zagadkowy. Cenie sobie informacje na
temat wybranych aspektéw syntezy (rozdzial 4.1. Synteza chemiczna), lecz moim
zdaniem bardziej pasujg one do rozdzialu Badania wlasne. Zabraklo mi tu schematu
obrazujgcego metody otrzymywania PAPS. Drugg czg$é tego rozdziahu stanowi opis
podstaw teoretycznych techniki NMR. Uwazam, ze z korzysécig dla pracy byloby
zastgpienie tego opisu aspektami NMR bezposrednio zwigzanymi z pracg syntetyka, np.
zastosowaniem techniki NMR w celu oceny postepu reakeji i identyfikacji produktéw
reakcji. Przesunigcia chemiczne w 3P NMR zwiazkéw fosforu, tak réznie
modyfikowanych, stanowig niesamowicie bogate Zrédto informacji. Z pracy mozna
wnioskowa¢, ze Autorka swobodnie z tej wiedzy korzysta, o czym $wiadczyé moze
klarowna tabela przesunie¢ chemicznych *'P NMR zawarta w jednej z publikacji Autorki.
Chciatabym jednoczesnie zaznaczy¢, ze choé odnoszenie si¢ do podstaw techniki NMR
uwazam za zbedne, z drugiej strony trzecia cz¢$é tego podrozdzialu, wprowadzajaca
informacje nt. termoforezy mikroskalowej jest dla mnie cenna, bo nie jest to rutynowa
technika chemika syntetyka.

Przechodzac do Badari wlasnych: na poczatku chee podkreslié, ze Autorka bardzo
pieczotowicie informuje czytelnika, ktéra cze$¢ badan zostala wykonana przez Nia, a
ktéra przez wspolpracownikéw, co sobie bardzo cenie.

Pierwsza  czg$¢ badan wiasnych dotyczyla analogéw kofaktora dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego (NAD), ktére bylyby odporne na enzymy odpowiedzialne
za odcigcie NAD. W zwigzku z powyzszym w dalszej czesci badan okreslano stabilnosé
tych zwigzkéw wobec egzonukleazy DXO i pirofosfataz, Nudtl2 i NudC, ktére
rozpoznaja ten motyw strukturalny na koncu 5°-RNA.

Autorka zsyntezowala sze$¢ analogéw, w tym dwa w postaci pary diastereoizomerow.
Opierajgc si¢ na wezesniejszych badaniach, Autorka zamierzala zwiekszy¢ stabilnoéé
analogéw NAD przez zastgpienie atomu tlenu w mostkach fosforanowych atomem siarki.
Dodatkowo, dwa analogi zostaly sfunkcjonalizowane w pozycji 2’ grupg metylows, co
zwigkszylo ich odporno$¢ na dziatanie fosfodiesterazy DXO. Podjeto tez prébe
wbudowania otrzymanych analogéw NAD na koncu 5° RNA (we wspélpracy z Panig
Ewg Grudzien-Nogalskg) metodg transkrypcji in vitro (IVT), przy czym okazalo sie, ze
trinukleotydowe analogi NAD dawaly produkty kapingu z wyZszymi wydajnosciami.
Kolejno, zwigzki NAD-RNA badano pod katem stabilnosci wzgledem wybranych
enzyméw. Rysunek 21, ktéry wydaje si¢ by¢ kopia rysunku z oryginalnej publikacji (Org.
Lert. 2018, 7650, Fig. 4) i powiela znajdujacy si¢ tam blad, tj. opisy zeli w czesci A
rysunku 4 zostaly blednie podpisane skrétami analogéw trinukleotydowych, zamiast
dinukleotydowych, co nieco utrudnia analize tych danych. Na podstawie badan, Autorka
wytypowala analogi NAD, ktére zmieniaja stabilno$é pochodnych NAD-RNA na
dzialanie DXO, na dzialanie pirofosfataz lub na dziatanie obu typ6w enzymow.

Druga czg$¢ pracy dotyczyla syntezy analogéw kofaktora 5°-fosfosiarczanu 3’-
fosfoadenozyny (PAPS) i ewaluacji ich jako narzedzi molekularnych do badania
sulfotransferaz (ST). Ponadto, otrzymano analogi PAPS o potencjalnym dzialaniu
inhibitorowym ' wzgledem ST. Jako modelowych sulfotransferaz uzyto roslinnej
AtSOT18 i ludzkiej SULT1A3, a ich dobér zostat jasno uzasadniony. Autorka w sposéb
systematyczny badala wplyw modyfikacji PAPS/PAP w trzech gléwnych elementach
strukturalnych na ich aktywno$é, proponujac modyfikacje na podstawie struktur
krystalograficznych i analizy mozliwosci syntetycznych

W pierwszej kolejnosci (str. 57-69) Autorka zsyntezowala 18 analogéw PAPS/PAP
(zgodnie z rys. 25; Autorka pisze na str. 69, ze bylo ich 19?) spoéréd planowanych 21



zwigzkéw. Autorka otrzymala zwigzki modyfikowane w czgéci zasady heteroczyklicznej
w pozycjach C2, C8, N6, na rybozie (2°) i w czgsci fosfosiarczanowej. Poszczegolne
pozycje modyfikowano grupami zawierajacymi atom fluoru (by umozliwi¢ ich detekcje
za pomocg NMR) lub grupami bioortogonalnymi (by umozliwi¢ pézniejsze znakowanie
barwnikiem fluorescencyjnym lub biotyna), lub wprowadzajac takie zmiany strukturalne,
kt6re mialy zmienia¢ trwato$¢ i rozmiar reszty fosfosiarczanowej. Czgé¢ syntetyczna jest
napisana zwiczle i ciekawie. Zestawienie widm zwigzkéw i diagnostycznych sygnalow
w widmach 'H NMR (rys. 28 i 29, str. 61) jest bardzo czytelne, natomiast widmo 3!P
NMR (rys. 29) zyskatoby na czytelnosci, gdyby sygnaly zostaly przypisane do atoméw
fosforu (patrz uwaga wyzej).

Autorka poszukiwata metod na wyznaczenie powinowactwa, wlasciwosci substratowych
badZ inhibitorowych otrzymywanych zwigzkéw. W pierwszej kolejnosci Autorka uzyla
uzupelniajagcych sie metod, HPLC i YF NMR, do $ledzenia postepu reakcji z
modelowymi ST. Autorka mogla obserwowaé zar6wno zanik substratu jak i pojawianie
si¢ produktu reakcji (zaleznie od uzytego enzymu byla to albo sinigrina albo siarczan
dopaminy) jak réwniez ubytek analogu PAPS i tworzenie si¢ analogu PAP. W ramach
optymalizacji metody z uzyciem '°F NMR, Autorka badata, czy sygnaly pochodzace od
fluorowanych analogéw PAPS i PAP umozliwig detekcje ich zmian za pomocg widm °F
NMR. Autorka wykazala, ze separacje pikéw mozna poprawié zmieniajac pH roztworu
i/lub denaturujgc biatko. Autorka wykazata, ze trzy fluorowane analogi mogg by¢
narzedziami do badania ST, choé¢ wykazujg r6zng selektywno$¢ wzgledem badanych
enzymow oraz 16zng ,,wrazliwos$¢” sygnaléw w 1°F NMR na warunki pomiaru.

Warto zaznaczy¢, ze opracowang metode Autorka wykorzystala do wykonania testow
 przesiewowych aktywnosci. wzgledem SULT1A3. Do tego celu wykorzystala
zsyntezowany analog 8-CF3-PAPS i komercyjnie dostepng biblioteke LOPAC®1280,
selekcjonujac do samego eksperymentu 59 zwigzkow o podobienistwie strukturalnym do
adenozyny i dopaminy. Autorka zidentyfikowata 3 inhibitory, przy czym jeden
potwierdzony juz wczesniej w literaturze, co dodatkowo waliduje opracowang metode.
Narzuca si¢ pytanie, z mojej ciekawosci, na ktére Doktorantka z racji ukonczenia juz
 badain nie musi zna¢ odpowiedzi: czy dwa nowe potencjalne inhibitory stanowity
zaczatek do dalszych prac w zespole Pani Promotor?

Podsumowujgc te cze$¢ badan, Autorka opracowala pierwszg metode oparta na
wykorzystaniu '°F NMR do okre$lania aktywnosci enzymoéw z grupy ST. Tabela 4
stanowi bardzo pomocne kompendium nt. mozliwosci wykorzystania trzech
fluorowanych analogéw do tego celu. W pracy zabraklo mi analogicznego poréwnania z
‘konkurencyjnymi metodami, np. radioizotopows, z uwzglednieniem stgzefi biatek.
Prosze Autorke o pokazanie tego w trakcie obrony.

W kolejnej czesci Autorka wykorzystata metode termoforezy mikroskalowej (MST) do
okreslenia powinowactwa maloczgsteczkowych ligandéw do ST, prébujac okresli¢ jaki
wklad do powinowactwa do ST majg poszczegélne elementy strukturalne PAPS. Autorka
w pierwszej czesci skupila si¢ na optymalizacji warunkéw pomiarowych. Nastepnie
badala powinowactwo 29 lub 21 zwigzkéw (w zaleznosci od enzymu) technikg MST,
okreslajgc wartos¢ Kp. Autorka zauwazyla, ze warto§¢ Kp zmienia si¢ w zaleznoéci od
tego, czy w eksperymencie uzyto substratu enzymu, co uzasadnila mozliwa zmiana
konformacji enzymu. '

Na podstawie badari technikag MST dla enzymu AtSOT18, z wykorzystaniem analogéw
posiadajacych roézne ilosci grup fosforanowych w pozycjach 5’ i 3°, Autorka postawila



hipoteze, ze grupa fosforanowa w pozycji 3’ jest niezbedna w strukturze kofaktora,
zwiekszajac konkurencyjnos¢ tego substratu wzgledem ADP, czgsteczki wystepujacej w
komorce w dos¢ wysokim stezeniu. Natomiast sama grupa siarczanowa ma niewielki
wklad w stabilizacje kompleksu, a jej zastgpienie grupg fosforanowg lub pirofosforanowg
daje analogi o zblizonej wartosci Kp wzgledem AtSOT18. Natomiast wprowadzenie
stabilnego ugrupowania metylenobisfosfonianu w pozycje 5° skutkowalo znaczacym
obnizeniem powinowactwa. Dalsze modyfikacje ugrupowania w pozycji 5° (wlaczenie
atomu F lub wprowadzenie grup bioortogonalnych) skutkowaly obnizeniem
powinowactwa w poréwnaniu z PAPS. Autorka zsyntezowala r6wniez analogi innych
zasad, guaniny i cytozyny, stwierdzajac, ze optymalnym substratem dla AtSOT18 jest
adenina. Najmniej korzystng pozycja do wprowadzenia modyfikacji byla pozycja C2 i
okazala sie tez takg dla ludzkiej ST, SULT1A3.

Nastepnie Autorka zajela sie badaniem powinowactwa otrzymanych analogéw do
ludzkiej sulfotransferazy, SULT1A3. Modyfikacje w obrebie reszty fosfosiarczanowej
mialy podobny efekt jak dla AtSOT18. Analog 2°-F-PAP wykazywal znaczne obnizenie
powinowactwa wzgledem SULT1A3 w poréwnaniu z do$é wysokim powinowactwem
do AtSOT18. Natomiast wprowadzenie w tej pozycji piecioweglowej, liniowej grupy
bioortogonalnej dawato podobne wartosci Kp wzgledem obydwu badanych ST.

Przyznam, ze ostatnig cze$¢ pracy odbieram jako najmniej uporzagdkowang. Nie mam
jasnosci, ile zwigzkéw Autorka zsyntezowala, jak te zwigzki zostaly podzielone na rézne
grupy i na ile si¢ te grupy na siebie naktadajg (na stronie 69 czytam o 19 zwigzk6éw, na
stroniec 98 Autorka wspomina o 28 zwigzkach). Zabraklo mi tutaj przedstawienia
wynikéw w sposéb bardziej systematyczny, czasem z wykorzystaniem tak prostego
narzedzia jak podsumowanie rysunkowe, np. w celu pokazania swego rodzaju SAR
wzgledem kazdego z enzyméw. Chee zaznaczyé, ze prezentacja wynikéw w publikacjach
Autorki jest bardzo czytelna i szkoda, ze Autorka zastosowanej tam strategii i wloZonej
pracy nie wykorzystata w pelni w doktoracie.

W trakcie obrony, poza uwagami, ktére zawartam w powyzszym tekscie, cheialam prosi¢
Doktorantke o skomentowanie nastepujgcych punktow:

1) Autorka wprowadza reakcje Yoshikawy jako metode fosforylacji nukleozydu.
Nasuwa si¢ pytanie: czemu stuzy selektywna fosforylacja najpierw pozycji 5°-O-
nukleozydu, a potem dopiero 3°/2°?

2) Str. 58: 8-fluoroadenozyna jest podatna na depurynacje. Ciekawi mnie opinia
Doktorantki, dlaczego do depurynacji dochodzi i ktéry etap syntezy (a moze
biologicznej ewaluacji?) najbardziej na ten proces naraza.

3) Str. 49: jaka role petni NaClOq przy stracaniu soli sodowej?

4) Odnoszac sie¢ do podsumowan ze str. 55 i 99 dotyczacych potencjalnych
zastosowan opracowanych narzedzi: czy Doktorantka moglaby nieco bardziej
szczegblowo odnie$¢ sie¢ do wybranych punktéw? Przykladowo, jak mozna
zastosowaé otrzymane analogi NAD do identyfikacji bialek efektorowych, ktdre
rozpoznajg 5’-koniec NAD-RNA.

5) Czy wyniki Kp, dla ktérych nie ma wskazanej wartoéci bledu lub gdy blad
doréwnuje wartosci Kp sg materiatem publikacyjnym? Tutaj rodzi si¢ tez pytanie:
jakiego rzedu wartosci Kp Autorka uznalaby za satysfakcjonujagce do
zakwalifikowania zwigzku jako narzedzia do dalszych badan ST?

Z powinnosci recenzenta ponizej przytaczam kilka uwag og6lnych i edytorskich:



1) Zabraklto mi numerycznego opisu zwigzkow. Np. w czgéci eksperymentalne;
tatwiej byloby sie odnosi¢ do substratéw reakcji po numerze, a nie po nazwie,
nawet jesli w wielu przypadkach (ale nie wszystkich, patrz str. 120) detyczy to
nazwy zwigzku syntezowanego w poprzednim etapie reakcji. Sposéb
przedstawienia zwigzkéw w jednej z publikacji (numer plus skrét) bylby

2) W skrotowym zapisie pojawily si¢ drobne btedy, np. NppApG (w skrécie brak S,
na rysunku jest S), NppsAmpG (rys. 19B, str. 51 w skrocie jest S przy Npp,
podczas gdy na rysunku jest to przy fosforanie 3°); rys. 37, skrét 2-O-pen-PsAPs.

3) Str. 43: sformulowania ,,16 niezaleznych roztworéw bedacych seryjnymi
rozcienczeniami liganda (stezenie wzrasta logarytmicznie)” czy tez na str. 72:
wyrazenie ,,reakcja nie biegnie” sg zbyt duzym skrétem myslowym.

4) Str. 53: Intryguje mnie, co Autorka rozumie przez zdanie ,,Analog posiadajgcy
atom siarki w pozycji 5° (Npp-5’S-A) réwniez byl podatny na dziatanie DXO i
wykazywal wlasciwosci zblizone do naturalnego NAD-RNA pomimo
zauwazalnej niejednorodnosci RNA w punkcie czasowym 0.”

5) Str. 68: uzyto 0.6 M roztworu. Czego? TEAB? Narys. 41 jest 50% TEAB.

6) Str. 75, rys. 46: sposéb nalozenia widm utrudnia stwierdzenie zmian
intensywnoséci pikéw (rys. 1, 2-F-PAPS).

7) Str. 84: numer podrozdziatu 5.4.3 jest bledny.

8) Str. 90: w tekscie napisano, ze powinowactwo wieksze dla ATP wzgledem AMP
3.5 razy, podczas gdy porownujgc wartosci z rys 55: ta r6Znica jest znacznie
wicksza, 28 razy.

Chce podkresli¢, ze moje uwagi i komentarze nie podwazajg wysokiej oceny warto$ci
naukowej przedstawionej mi do recenzji pracy.

Podsumowanie

Podsumowujac, przedstawiona mi do recenzji praca jest projektem interdyscyplinarnym,
zawierajagcym niezwykle bogaty material eksperymentalny, w ktérym Autorka
zajmowala si¢ nie tylko synteza odpowiednio zaprojektowanych analogéw NAD, PAP,
PAPS, ale réwniez ich charakterystyka z wykorzystaniem testow biofizyczno-
biochemicznych i biologicznych. Wyniki tych badan sg bardzo wartosciowe. Na
szczegblng uwage zastuguje fakt, ze wyniki zostaly opublikowane w pieciu wysoko
punktowanych w rankingach miedzynarodowych czasopismach, a Autorka w trzech z
tych publikacji pelni rol¢ wiodacg. Stwierdzam, ze Doktorantka trafnie wybrata tematyke
bada, jasno sformulowala cel pracy, dobrze zaplanowata i wykonala do$wiadczenia,
wykazala si¢ umiej¢tnoscig interpretacji i dyskusji wynikéw, a takze umiejetnie
sformulowala podsumowanie pracy, ktére wzbogacila pytaniami, na ktére chcialaby
jeszcze odpowiedzie¢. Bardzo sobie cenie te¢ cze$¢ pracy, bo pokazuje nie tylko wage
podjetych badan, ale rowniez zaangazowanie i pasje Doktorantki do nauki.

Przedlozona do recenzji praca doktorska jest kompleksowym opracowaniem
stanowigcym wartosciowy przyczynek do istniejgcego stanu wiedzy, zawiera réwniez
elementy nowatorskie i spelnia warunki ustawowe stawiane rozprawom doktorskim.
Wnosze wniosek do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu
Warszawskiego o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego

oraz o wyréznienie rozprawy. _
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