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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Mtynarskiej-Cieslak pt. ,,Nowe analogi
kofaktoréw adeninowych jako narzedzia do badania proceséw biologicznych -

synteza, badanie wtasciwosci i zastosowania”

Dynamiczny rozw6j badan w dziedzinach chemii biologicznej i bioinzynierii
molekularnej stawia przed naukowcamiwyzwania zwigzane z coraz gtebszym poznawaniem
procesow biochemicznych na poziomie molekularnym. Aby sprosta¢ tym wyzwaniom,
kluczowe staje sie projektowanie nowych narzedzi molekularnych oraz opracowywanie
innowacyjnych technik syntezy zwigzkoéw, ktére umozliwiajg badanie funkcji enzymow,
kofaktoréw oraz ich analogéw. W biologii i medycynie szczegdlne znaczenie majg badania
nad precyzyjnym sledzeniem interakcji miedzy biatkami, kwasami nukleinowymi i innymi
czasteczkami biologicznymi. Zaawansowane techniki biochemiczne, do ktérych przynalezy
spektroskopia NMR, czy tez inna, a réwniez wykorzystana w rozprawie - metoda
fluorescenciji, nie tylko umozliwiajg badanie aktywnos$ci enzymow w warunkach in vitro, ale
takze pozwalajg na analize ich dynamiki oraz oddziatywan z substratami, co ma kluczowe

znaczenie dla zrozumienia mechanizmow regulujgcych funkcjonowanie komaérek.

W te perspektywe badan doskonale wpisuja sie eksperymenty opisane w rozprawie

doktorskiej Pani mgr Agnieszki Mtynarskiej-Cieslak. Gtéwnym celem jej pracy byto
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opracowanie nowych metod syntezy, ktére umozliwiajg wprowadzanie specyficznych
modyfikacji w strukturze kofaktorow adeninowych, takich jak dinukleotyd
nikotynoamidoadeninowy (NAD) i 5’-fosfosiarczan 3’-fosfoadenozyny (PAPS). Otrzymane
zwigzki mogag byé dalej wykorzystywane jako narzedzia do badania aktywnosci
enzymatycznej, na przyktad w kontekscie interakcji z sulfotransferazami oraz enzymami
rozpoznajgcymi korice RNA. Takie podejscie pozwala na doktadniejszg molekularng
charakterystyke kofaktoréw, co z kolei umozliwia formutowanie nowych hipotez
badawczych, ktére mozna testowaé na wybranych uktadach enzymatycznych zaréwno
invitro, jak i in vivo. Tematyka podjeta w pracy doktorskiej jest niezwykle interesujaca i ma
duze znaczenie dla dalszego rozwoju badan nad procesami biochemicznymi na poziomie

molekularnym, co stanowi istotny wktad w nauke.

Rozprawa doktorska powstata pod opieka dr hab. Joanny Kowalskiej, cenionej
specjalistki w badaniach nad biologicznymi wtasciwosciami modyfikowanych nukleotydodw,
w Zaktadzie Biofizyki Instytutu Fizyki Doswiadczalnej na Wydziale Fizyki Uniwersytetu
Warszawskiego. Czes¢ badan eksperymentalnych zostata przeprowadzona we wspotpracy
z Laboratorium Chemii Biologicznej Centrum Nowych Technologii, w ramach partnerskiej

kooperaciji.

Doktorantka rozwijata swoje umiejetnosci badawcze, uczestniczac w projekcie
Sonata Bis (UMO-2015/18/E/ST5/00555), finansowanym przez Narodowe Centrum Nauki.
Wyniki tych badan zostaty opublikowane w licznych prestizowych czasopismach
miedzynarodowych. Prace te wyrdzniajg sie zroznicowanymi wartosciami wspoétczynnika
wptywu (tzw. impact factor), m.in.: czasopismo Plant Physiology and Biochemistry
(IF 2,686), gdzie Doktorantka jest czwartym w kolejnosci autorem; Chemistry - A European
Journal (IF 5,020) oraz Nucleic Acid Research (IF 16,971), gdzie petni odpowiednio role
drugiego i trzeciego w kolejnosci autora. Ponadto, dwie publikacje ukazaty sie w Organic
Letters (IF 6,555) oraz ACS Chemical Biology (IF 4,0), w ktoérych Doktorantka figuruje jako
pierwszy autor. Analiza rozprawy oraz kolejno$é autoréw w publikacjach zrédtowych

wskazuje na kluczowa role Doktorantki w powstanie tych prac.
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Praca doktorska ma forme klasyczng, z podziatem na typowe dla prac
eksperymentalnych rozdziaty i liczy 142 strony. Rozprawe rozpoczyna Spis publikacji,
nastepnie Podziekowania, Spis tresci, Wykaz skrotow, Wprowadzenie oraz Metodyka
badan. Rozdziaty wstepne opisane zostaty w sposdb zwiezty i klarowny zas opisy
metodyczne, na tyle szczegotowo (dodatkowo, uzupetnione o szczegoty przeprowadzonych
syntez w rozdziale 6, w CzesSci eksperymentalnej), iz umozliwiajg odtworzenie
analogicznych eksperymentéw, pomijajagc fakt, iz obszerne opisy procedur
eksperymentalnych dostepne sg réwniez w odpowiednich sekcjach oryginalnych prac
zrodtowych. Rozdziat 5, zatytutowany ,Badania wtasne” zawiera jasno zdefiniowany cel
badan oraz bezposrednie odniesienia do szczegétowych ich wynikéw. Uwazam, ze ta cze$é
rozprawy jest bardzo dobrze napisana, a jej najwiekszg zaletg sg niezwykle interesujace
i wartosciowe wyniki eksperymentalne. Mozna je podzieli¢ na trzy gtdwne grupy, z ktérych

kazda dotyczy syntezy i oceny nowych analogéw kofaktoréw.

W pierwszej czesci skupiono sie na badaniach nad analogami kofaktora NAD oraz ich
interakcjach z wybranymi enzymami, takimijak DXO i Nudt12, ktdre rozpoznajg struktury na
koncu 5'-RNA. W ramach tych badan opracowano trzyetapowy proces syntezy, ktory
obejmowat chemiczna hydrolize dostepnego komercyjnie NAD, aktywacje nukleotydu
nikotynamidowego oraz reakcje sprzegania dwéch jednostek fosforanowych. Dzieki temu
podejsciu udato sie uzyskac¢ szereg réznych analogéw NAD, z ktérych cze$¢ powstato we
wspotpracy z dr Anais Depaix. Ta, i inne nawigzane wspotprace m.in. Ewag Grudzien-
Nogalska, swiadczg o otwartosci Doktorantki na zawieranie kooperacji naukowych,
majacych na celu realizacje postawionych sobie celéw badawczych. W toku badan pani
Mtynarska-Cieslak okreslita, ze analogi NAD mozna skutecznie wbudowacé na koncu 5'-RNA
przy uzyciu procesu transkrypcji in vitro, a co wiecej, trinukleotydowe analogi NAD byty
bardziej efektywnie wtaczane, niz ich dinukleotydowe odpowiedniki. Ponadto, w trakcie
badan zidentyfikowano kilka zwigzkéw o szczegdlnych wtasciwosciach, w tym jeden, ktory
byt oporny na dziatanie enzyméw pirofosfataz Nudt12 i NudC (NppSA), oraz inny
(NppAmpG), ktéry wykazywat opornosé na aktywnosé egzonukleazy DXO. Ostatecznie

odkryto cztery zwigzki o zwiekszonej odpornosci na dziatanie trzech réznych enzymow.
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Druga grupa dotyczyta syntezy analogéw kofaktora PAPS oraz ich oceny jako
potencjalnych narzedzi molekularnych do badan nad sulfotransferazami. W ramach tej
czesci badan opracowano i zoptymalizowano proces syntezy analogéw PAPS
z modyfikacjami w zakresie zasady azotowej, a nastepnie z wykorzystaniem metody HPLC,
oceniono aktywnos¢ tych analogow wobec dwoch modelowych sulfotransferaz: roslinnej
AtSOT18 oraz ludzkiej SULT1A3. Badania wykazaty, ze roslinna sulfotransferaza byta
aktywna wobec dwoch analogdéw, natomiast trzeci nie wykazywat zadnych wtasciwosci
substratowych. Ludzka sulfotransferaza byta aktywna wobec wszystkich badanych
zwigzkow, cho¢ w niektdrych przypadkach analiza kinetyki byta utrudniona ze wzgledu na
naktadanie sie sygnatéw substratu i produktu. Najwazniejszym osiggnieciem w tej grupie
badan byto opracowanie metody stuzacej do bezposredniego pomiaru aktywnosci
sulfotransferaz przy uzyciu techniki NMR. Dodatkowe testy potwierdzity stabilnosé¢

badanych analogéw przez co najmniej 19 godzin.

W trzeciej grupie badan podjetych przez Doktorantke skupiono sie na opracowaniu
metody wyznaczania statej dysocjacji dla analogéw PAPS oraz modelowych sulfotransferaz,
wykorzystujgc technike termoforezy mikroskalowej. Udato sie okresli¢ powinowactwo
zsyntetyzowanych analogéw do modelowych enzyméw AtSOT18 i SULT1A3. Sposrod
zsyntetyzowanych 28 zwiagzkoéw, kilka wykazato szczegoélnie silne wigzanie do
sulfotransferazy roslinnej, jak i ludzkiej. Inne zwiagzki, jak opatrzone w pracy skrétem PAPPF,
wykazaty selektywnos¢ wobec ludzkiej sulfotransferazy, co sugeruje ich potencjalne

zastosowanie jako narzedzi do badania specyficznych enzymoéw.

Przedtozone opracowanie, jakim jest rozprawa doktorska pani mgr Agnieszki
Mtynarskiej-Cieslak wzbudza zainteresowanie badawcze, czego dowodem sg pytania

sformutowane ponizej:

1. Zauwazytem, ze w tabelach zebrano wartosci Ky dla badanych zwigzkéw, jednak
brakuje wykreséw przedstawiajgcych krzywe wigzania lub wykreséw termoforezy
mikroskalowej. Niektére zbadane zwigzki byty analizowane tylko w jednym

powtdrzeniu — czy mogtaby Pani wyjasnié, dlaczego podjeto taka decyzje?
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2. Gdyby miata pani mozliwosé powtdrzenia badan, jakie inne techniki lub podejscia
uwzglednitaby Pani w badaniu wptywu modyfikacji na wtasciwosci funkcjonalne

analogow?

2. Jakie zmiany w strukturze fluoroforow mogtyby potencjalnie zwiekszy¢ ich

biozgodnos$é lub specyficznos$é w stosunku do wybranych enzymow?

3. Czy widzi pani mozliwos¢ zastosowania swoich analogéw w badaniach nad
innymi, mniej zbadanymi enzymami niz te, ktére zostaty uwzglednione
w rozprawie?

4. Jakie sg mozliwos$ci zastosowania pani analogéw w diagnostyce lub terapii, np.

jako sond terapeutycznych dla wybranych enzymoéw?

Chciatbym podkresli¢, ze rozprawa jest opracowaniem bardzo starannym zaréwno pod
wzgledem redakcyjnym jak i graficznym, co sprawia, ze prace czyta sie przyjemnie.
W tekscie dostrzegtem jedynie kilka drobnych niedociggnie¢ redakcyjnych, nie

wptywajacych na czytelnosc pracy.

Formutujgc konkluzje chciatbym stwierdzié, iz Pani mgr Agnieszka Mtynarska-Cieslak
przedstawita bardzo wartosciowg rozprawe doktorskg, opartg na licznych oraz waznych
wynikach przeprowadzonych przez siebie badan naukowych. Badan, wymagajacych od
eksperymentatora duzych umiejetnosci praktycznych z zakresu preparatyki chemicznej, ale
rowniez wiedzy z zakresu spektroskopii. Rozprawa doktorska przedtozona przez panig
Mtynarska-Cieslak swiadczy o zaawansowanej umiejetnosci samodzielnego prowadzenia
pracy naukowej. Zawarte w pracy doktorskiej wyniki oraz inne aktywnosci badawcze
Doktorantki staty sie juz podstawg pieciu oryginalnych artykutow naukowych
opublikowanych w czasopismach specjalistycznych (z czego trzy sg Scisle zwigzane z
tematyka doktoratu). W moim odczuciu, przedstawiona rozprawa doktorska spetnia
wszelkie ustawowe oraz zwyczajowe wymagania. Co wiecej, zaréwno wysoki poziom
naukowy przeprowadzonych badan jak i waga uzyskanych wynikdw, ktdre stanowig
podstawe rozprawy, czyni ja, w moim odczuciu, godng wyrdznienia. Za oryginalne

i najwazniejsze w mojej opinii rozwigzanie problemu naukowego uwazam stworzenie



uniwersalnych narzedzi molekularnych w postaci analogéw NAD i PAPS, ktére nie tylko
umozliwiajg badania enzymatyczne, ale réwniez otwierajg nowe kierunki w badaniach
biologicznych i chemicznych zwigzanych z modyfikacjami RNA i aktywnoscia

sulfotransferaz.

Uprzejmie prosze o przyjecie mojej pozytywnej rekomendacji oraz stawiam wniosek
o dopuszczenie pani mgr Agnieszki Mtynarskiej-Cieslak do dalszych etapow przewodu

doktorskiego. Gratuluje Doktorantce oraz Pani Promotor uzyskania tak cennych rezultatéw.
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