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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Agnieszki Mtynarskiej-Cieslak
pt. ,,Nowe analogi kofaktorow adeninowych jako narzedzia do badania procesow

biologicznych — synteza, badanie wlasciwosci i zastosowania”

Recenzja zostala sporzadzona w odpowiedzi na pismo Przewodniczacego Rady Naukowej
Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu Warszawskiego (prof. dr hab. Wojciecha Satuly) z
dnia 17.09.2024. Przedlozona do oceny praca doktorska zostala wykonana w Zaktadzie Biofizyki
Instytutu Fizyki Doswiadczalnej, Wydzialu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego pod opieka
naukowg dr hab. Joanny Kowalskiej i w ramach kierowanego przez nig projektu NCN Sonata Bis
pt. ,Synteza i ewaluacja nowego zestawu narzedzi dla biologii i biotechnologii opartego na
analogach nukleotydow adeninowych” (nr. 2015/18/E/ST5/00555). Przedstawiona rozprawa,
oprocz wspdlpracy z Promotorka, posiadajaca szerokie kompetencje i duze doswiadczenie w
zakresie badan biofizycznych, chemicznych i biologicznych nukleozydéw, nukleotydow oraz
przede wszystkim nowych potaczen RNA, zostata takze wsparta niezwyklym doswiadczeniem
prof. Jacka Jemielitego — uznanego eksperta migdzynarodowego na polu badan zastosowan RNA
i jego modyfikowanych sktadnikéw w terapiach przeciwnowotworowych. Rozprawa doktorska
powstata formalnie w obszarze dyscypliny - nauki fizyczne (biofizyka) ale ze wzgledu na to, ze
niezbedna do jej realizacji byta: synteza chemiczna, analiza biofizyczna (spektroskopowa i MST
- chemia/fizyka), oraz biologiczna to posiada ona charakter interdyscyplinarny. W recenzji

zostaly zaznaczone pytania kolorem czarnym i pogrubiong czcionksy.
Ogdlny dorobek doktorantki i ocena organizacji rozprawy doktorskiej

Jako dokumentacja niezbgdna do przygotowania recenzji dostarczona zostala dysertacja
przygotowana w formie klasycznej, z wyszczegolnieniem publikacji i aktywnosci konferencyjnej
doktorantki na pierwszych stronach. Na wstepie nalezy zaznaczyé, ze doktorantka jest

wspolautorka 5-ciu publikacji wydanych w prestizowych i rozpoznawanych czasopismach
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migdzynarodowych z listy JCR takich jak: ACS Chem. Biol. 2022, 17, 661-669; Chem. Eur. J.
2021, 27, 12190-12197; Plant Physiol. Biochem. 2020, 147, 125-132, Nucleic Acid Res. 2020, 48,
6136-6148; Org. Lett. 2018, 20, 7650-7655. Mgr. A. Mtynarska-Cieslak w pierwszej (Org. Lett.)
i w ostatniej (ACS Chem. Biol.) swojej pracy jest eksperymentalnie wiodaca Autorka (pierwszg
autorka), podczas gdy w pozostalych znajduje si¢ na drugim, trzecim lub dalszym miejscu w
sktadzie wspétautorow. Zatem tym samym doktorantka spelnita wymogi wspdtautorstwa
przynajmniej jednego artykulu z listy czasopism punktowanych przez MNiSW. Doktorantka
przedstawita takze 7 posteréw i 2 wystapienia ustne na krajowych i miedzynarodowych
konferencjach w latach 2017-2021 a wigc brata czynny udzial w rozpowszechnianiu wynikéw
prac badawczych, ktére migdzy innymi prowadzita. Dysertacja rozpoczyna sie Spisem skr6tow a
dalej zawarte w niej sa: Wprowadzenie; Przeglad literaturowy (razem ok. 25 stron) - obejmujacy
omdéwienie roli nukleotydow NAD™ i PAPS w komérce z uwzglednieniem enzyméw dla ktdérych
wspomniane nukleotydy sa koenzymami lub grupami prostetycznymi, omdéwienie teoretyczne
metodyki badan z podzialem na wykorzystane metody syntetyczne i te dotyczace charakterystyki
otrzymanych zwiazkéw (HPLC, NMR, MST); Cel projektu doktorskiego; dyskusje wynikow
(okolo 50 stron) obejmujaca: Syntez¢ analogéw nukleotydow =z podziatem na typ
przeprowadzonej modyfikacji; Badanie wtasciwosci analogéw PAP i PAPS z udziatem HPLC,
F NMR oraz MST (mikroskalowe]j termoforezy) z podsumowaniem (razem 8 stron); oraz
bogata czgs¢ Eksperymentalng (okoto 30 stron) i Literature (127 pozycji). Uktad pracy jest
logiczny i1 nie budzi zastrzezen - wyraznie dominuje cze$¢ eksperymentalna i dyskusja
otrzymanych wynikéw nad czescia literaturowa w pracy. Rysunki i tabele sg generalnie czytelne i
bardzo dobrze przygotowane w atrakcyjnej, kolorowej formie, chociaz niektére z nich, kluczowe
dla rozprawy, takie jak np. Rys. 17 czy Rys 25 moglyby by¢ znacznie powigckszone... Inng
uwagg ogolng jest widoczny brak klarownej numeracji zwiazkéw (w zamian dlugie nazwy

pochodnych) co nieco utrudnia analiz¢ bogatego materialu doswiadczalnego.
Ocena znaczenia podjetej tematyki i celu badan

Tematem podjetych badan sa nukleotydy adeninowe, ktore spetniajg istotng role w
funkcjonowaniu organizméw zywych na Ziemi w kontekscie nie tylko przeptywu informacji

genetycznej, przekazywania sygnatléw w komorce, dostarczenia energii czy wplywaniu na




stabilnos¢ struktury biomolekut ale takze z perspektywy przeksztalcen metabolicznych. Dzigki
koenzymom/grupom prostetycznym zbudowanym na bazie nukleotydow adeninowych przebiega
wiele procesow metabolicznych fazy 1 i II zachodzacych z transferem fragmentow
strukturalnych/grup funkcyjnych (np. PAPS wspdlpracujacy z sulfotransferazami w reakcjach np.
O- czy N-siarczanowania) lub tez z wykorzystaniem proceséw oksydo-redukcyjnych (np.
NADPH wspoéltpracujace z cytochromami w reakcjach red-oks). Zatem pojedyncze czasteczki
nukleotydow adeninowych, zmodyfikowane w racjonalny sposob, moga sta¢ si¢ doskonatym
narzedziem do monitorowania reakcji katalizowanych przez enzymy (sondy molekularne — cele
bioanalityczne), moga by¢ rozwazane jako inhibitory kluczowych enzyméw a zatem tez jako
potencjalne czasteczki lekow (chemia medyczna i farmacja) oraz mogg peti¢ rolg stabilizacyjna
w odniesieniu do struktury biomolekut takich jak np. RNA czy innych kwaséw nukleinowych.
Wybranymi przez doktorantke obiektami modyfikacji byly nukleotydy adeninowe: NAD*
(dinukleotyd nikotynoamido-adeninowy) i FAD (dinukleotyd flawinowo-adeninowy) oraz PAPS
(5’-fosfosiarczan 3’-fosfoadenozyny), ktére dalej miaty byé potaczone z RNA w celu
zwiegkszenia odpornosci na degradacje wobec enzymow NudC /Nudix hydrolase homolog C) i
pirofosfatazy Nudt12 (NAD*-RNA) oraz DXO /Decapping and exoribonuclease protein/ (NAD™-
RNA i FAD-RNA) albo mialy sta¢ si¢ ,,sondami” aktywnosci lub inhibitorami sulfotransferaz
(modyfikowane analogi PAPS). Temat rozprawy jest wiec bardzo wazny w konteks$cie wyzwan
takich jak ochrona czy monitorowanie zdrowia naszego spoteczenstwa i lepszego zrozumienia
reakcji  katalizowanych enzymatycznie (np. proceséw  detoksykacji) oraz  funkcji
modyfikowanych RNA w ukladach zywych. Przedmiot modyfikacji — nukleotydy to tylko
pozornie ,,proste” czasteczki (jezeli chodzi o np. wielkos¢ molekut) bowiem ze wzgledu na ich
wilasciwosci fizyczne i chemiczne oraz problemy ze stabilnoscia chemiczng sa one bardzo
wymagajgcym obiektem badan - chemia przeksztalcen nukleozydéow i nukleotydow jest
specyficzna i ,rzadzi sie swoimi prawami...” A zatem rozprawa miata bardzo ambitnie
zarysowane i uzasadnione cele badawcze przy jednoczesnie duzej wadze naukowej podjetego

tematu.

Ocena rozprawy w odniesieniu do przedstawionego ta literaturowego




Zgodnie z § 21 pkt. 2-4 Zalacznika nr. 1 do Uchwaty nr. 157 Senatu UW z dnia 29 czerwca
2022 w mysl wymogoéw formalnych stawianych rozprawom doktorskim cyt. ,,Rozprawa
doktorska prezentuje 0gdlng wiedze teoretyczng kandydata w dyscyplinie albo dyscyplinach oraz
umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej”. Autorka pracy w ramach tla
literaturowego ciekawie wprowadza w zagadnienia odnosnie roli nukleotydéw w komorce
wymieniajac kilka z nich: ATP, NAD, SAM, PAPS i FAD i podajac wzory na Rys. 1. Niestety
na tym rysunku wzor FAD jest nieprawidlowy (fosforan w pozycji 3’), natomiast o ile w
ogolnym odniesieniu do dinukleotydu nitotynoamidoadeninowego skrot NAD jest
akceptowalny o tyle polaczenie tego skrotu z wzorem pokazanym na Rys. 1 i 2 jest
nieprawidlowe (na Rys. 1 i 2 pokazana jest zredukowana forma tego koenzymu - NADH a
w formie utlenionej zapisujemy skrot jako NAD"). Autorka wprawdzie wspomina na Rys. 3 o
dwoch formach tego koenzymu ale nie uzywa opisu NAD*/NADH dla podkreslenia z ktdra
formg mamy do czynienia. W pracy kompetentnie zostaty opisane znakowania NAD™ i jego
strukturalnych analogéw w celach przeprowadzenia badan fluorescencyjnych (Rys. 5).
Doktorantka poprawnie opisuje rézne typy enzymoéw dla ktorych wybrane nukleotydy stanowia
kofaktory niezbedne dla katalizowanej reakcji — tj. dla oksydoreduktaz, deacetylaz, ADP-
rybozylotransferaz etc. W teoretycznym wstepie ciekawie zostala zarysowana réznica w roli
stabilizujgcej/destabilizujagcej 5’-NAD kapu dla RNA w kontekécie organizméw
prokariotycznych i eukariotycznych. W odniesieniu do PAPS wprowadzone zostajg informacje
dotyczace jego biosyntezy z udzialem sulfurylazy i kinazy oraz ciekawie zostat przedstawiony
podzial sulfotransferaz z uwzglednieniem pochodzenia (organizmy zwierzece /SULT/ czy
roslinne /SOT/), podobienstwa w sekwencji aminokwaséw i specyficznosci substratowej oraz
mechanizm dziatania /fenolowe SULT 1/steroidowe SULT2/. Pojawia si¢ tez zdanie odno$nie
»hiestabilnosci” PAPS ze wzgledu na wysokoenergetyczne wiazanie fosfosiarczanowe o
charakterze mieszanego bezwodnika, gdzie Autorka wspomina, ze energia uwalniana podczas
hydrolizy jest tego samego ,;rzedu wielkosci” co dla ATP (str. 24) — czy Autorka moze podaé
wartos$¢ energii [kJ/mol] uwalnianej przy hydrolizie PAPS w zestawieniu z ATP? Autorka
stusznie zwrdcita réwniez uwage na miejsce operowania sulfotransferaz (cytozol, blony aparatu
Golgiego) i podkreslita, ze te cytozolowe sa jej gléwnym obiektem zainteresowania. Dalej

zostala przedstawiona i oméwiona przyktadowa struktura centrum aktywnego sulfotransferazy




AtSOTI18 ze zwiazang czasteczka PAP (oddziatywania miedzyczasteczkowe) — tutaj mam
uwage, ze poza cytowaniem przydalby si¢ numer PDB dla tej struktury z Rys. 9. W
mechanizmie dzialania sulfotransferazy (Rys. 10) brakuje natomiast ladunku czastkowego
na atomie siarki. Cieckawym spostrzezeniem jest, ze przesuniecie gr. fosforanowej z pozycji 3’
do 2> w PAPS powoduje obnizenie powinowactwa SULT1A1 do nukleotydu (1Km) — z
przedstawionego modelu (projekcji) wigzania liganda trudno wywnioskowa¢ dlaczego taka
zalezno$¢ wystepuje? Na bazie danych literaturowych Doktorantka stusznie zauwazyta, ze
PAPS moze petni¢ rolg regulatora allosterycznego kontrolujacego formowanie si¢ centrum
aktywnego ST na potrzeby zwigzania matych biomolekut. Dyskusja przeprowadzona przez
doktorantke¢ odnosnie rozpowszechnienia ST w roéznych organach a w szczegoélnosci w nerkach i
watrobie prowadzi do znanego wniosku odnosnie kluczowej roli tych enzyméw w procesach
neutralizacji ksenobiotykéw (procesach detoksykacji organizmu). Dalej autorka trafnie
konkluduje, ze poziom aktywnosci ST w organizmie (zaburzenie aktywnosci enzymatycznej) jest
skorelowany z wystepowaniem réznych choréb poczawszy od nowotworowych,
neurodegeneracyjnych, ginekologicznych i hemofilii co w polaczeniu z informacjami
przedstawionymi w innym miejscu, ze sulfuryzacja z udzialem PAPS jest takze istotna w
procesach wnikania wiruséw do komorek gospodarza, podkresla wage podjetego problemu
naukowego w pracy doktorantki. We wstepie literaturowym doktorantka krytycznie i wlasciwie
opisuje takze podstawy metodyczne i problemy zwigzane z analizg poziomu stgzenia
nukleotydéw lub struktur hybrydowych z ich udzialem (aktywnosci ST) z uwzglednieniem
znakowania fluorescencyjnego, radioizotopowego w odniesieniu do metod spektrometrii mas,
testow Western Blot, PCR czy tez gotowych ,kitoéw” typu ,,Universal Sulfotransferase Activity”.
Przeprowadzona zostata takze ciekawa dyskusja odnosnie wykorzystywania modyfikacji PAPS
do inhibicji SULT i SOT (Rys. 11) zakonczona informacjami dotyczacymi tych konkretnie
badanych w rozprawie, tj. SULT1A3 i ArSOT18 gdzie substratami sg odpowiednio dopamina i
desulfosinigrina. Dobrym tlem do czesci eksperymentalnej i dyskusji w ramach rozprawy sa
takze informacje przedstawione w podrozdziatach 4.1 (problemy syntetyczne) i 4.2
(wprowadzenie do metod biofizycznych NMR i MST), ktore ukazuja szeroka wiedze doktorantki
w zakresie operowania wlasciwymi metodami analitycznymi w stosunku do podjetego problemu

badawczego. Mam tylko uwage w tym miejscu, w podrozdziale 4.1 na Rys. 14 w reakcji nr. 3




struktura imidazolu jest niepoprawna a w podrozdziale 4.1.3 przydalyby si¢ schematy
reakeji chemicznych ulatwiajacych podazanie za tokiem rozumowania doktorantkKi...
Podsumowujac, przeprowadzona krytyczna dyskusja w ramach tla literaturowego i
wykorzystywanych metod biofizycznych dowodzi dobrego przygotowania metodologicznego

doktorantki i jej dobrej orientacji na nietatwym polu badawczym.
Ocena rozprawy — czesci eksperymentalnej i dyskusji wynikow

Podstawowym celem rozprawy byta ocena wplywu modyfikacji chemicznych wybranych
nukleotydéw na stabilno$¢ strukturalng korica 5°-RNA (m’GpppN-RNA i GpppN-RNA). W tym
celu doktorantka podjeta si¢ nietrywialnych modyfikacji chemicznych trzech nukleotydow
adeninowych: NAD*, FAD i PAPS. Badania odnosnie nowych modyfikacji NAD" zostaty
zrealizowane przez trzyetapowe podejscie syntetyczne rozpoczynajace si¢ od hydrolizy handlowo
dostgpnego NAD* z wudzialem ZrCls do 5’-monofosforanu nikotynoamidu (NMP),
monitorowanego z udziatem HPLC, gdzie mieszanina AMP z NMP byla dalej rozdzielana na
kolumnie jonowymiennej. Otrzymany NMP byt aktywowany imidazolem (Im) w obecnosci PPh;
w DMSO, wytracony z NaClO4 i uzyty dalej jako NMP-Im do sprzegania w dinukleotydy z 5°-
tiofosforanem adenozyny (AMPS). W wyniku tego typu reakcji musialy zosta¢ otrzymane
diastereomery (odnotowane w stosunku ~1:1). Analogiczne reakcje sprzegania z NMN-Im do
trinukleotydéw rowniez zostaly przeprowadzone ale czas reakcji byl wyraznie diuzszy.
Doktorantka zatem opracowala calkiem wydajng jak na ten typ zwiazkéw metode syntezy
(wydajnosci siggajace 30 %). Podobna strategia syntetyczng zostato otrzymanych w sumie 8
zwigzkéow (modyfikowanych nukleotydéw adeninowych) sposréd ktérych trzy z nich,
zawierajace atom siarki, zostaty otrzymane w postaci P-diastereomer6éw i rozdzielone do formy
bardziej optycznie czynnej z udziatem RP-HPLC. Analiza spektroskopowa 3!P i 'H NMR ukazata
ich czystos¢ na poziome >90 %. Zastanawia mnie jedynie Rys. 17, gdzie doktorantka
przedstawila syntezowane nukleotydy adeninowe i ich diastereomery w formie
zredukowanej a w opisie dalej pojawia si¢ informacja, ze byly one izolowane gléwnie w
formie utlenionej (>95%, str. 50)... Dalej otrzymane nukleotydy zostaty wbudowane na koncu
5’-RNA (kaping zostat przeprowadzony z 60% wydajnosciag) gdzie do procesu transkrypcji

wykorzystano polimerazg T7 RNA. Ciekawym bylo, ze umiejscowienie atomu siarki w




ugrupowaniu tiofosforanowym (albo przy wigzaniu podwojnym albo jako atom mostkujacy z
czescig nukleozydowa A) miato wptyw na wydajnosé tego procesu — czy mozna to wytlumaczyé
dokladniej dlaczego? Zastosowane trinukleotydowych analogéw NAD-kapu odznaczaly sig¢
wyzsza wydajnoscig podczas kapingu niz odpowiednie dinukleotydy — a zatem doktorantka
wskazata doskonaly wariant otrzymywania hybryd NAD-RNA, co ma istotne znaczenie w
szerszym kontekscie badan biochemicznych modyfikowanych RNA. Dalej otrzymane potaczenia
analog NAD-RNA zostaly przetestowane pod katem stabilnosci wobec pirofosfataz NUDIX
(mysiej-Nudt12 i bakteryjnej - NudC) oraz egzonukleazy DXO, gdzie rekombinowane biatka
inkubowano ze znakowanym 3?P RNA a powstale produkty rozdzielano z udziatem
chromatografii zelowej w celu ilosciowej ewaluacji pozostatosci hybryd NAD-kapowanego
RNA. RNA zawierajace od konca 5’ nukleotydy na bazie NAD z tiofosforanem (NppsA D1 i D2)
ulegaty hydrolizie prowadzonej przez DXO ale nie z utworzeniem 5’-monofosforanu RNA.
Trinukleotydy réwniez byly podatne na proces ,,deNADingu” zaré6wno niemodyfikowany
NADpG-RNA jak i NAD-RNA. Z kolei RNA z inkorporowanymi diastereomeryczymi D1 i D2
NppAspG, RNA z nukleotydem zmodyfikowanym w czesci cukrowej (2°-OMe) i fosforanowej
(aPs) (NppsAmpG) czy tez wreszcie wiodgca struktura - NppAmpG byly juz znacznie bardziej
odporne na ,,deNADing” prowadzony przez egzonukleaze DXO i degradacje (nawet przy ¢ = 50
nM). Podobne badania stabilno$ci NAD-RNA z udziatem pirofosfataz Nudt12 i NudC pozwolity
wytoni¢ jedng modyfikacje RNA (NppsA) odporng na dzialanie wymienionych enzyméw— co

jest sukcesem doktorantki.

W drugiej czgsci pracy doktorantka zajeta si¢ analogami fluorowanymi PAPS w celu
wykorzystania ich jako narzedzie do monitorowania aktywnosci sulfotransferaz cytozolowych
ro$linnej (AtSOT18) i ludzkiej (SULT1A3). W tym celu doktorantka zalozyla otrzymanie
szeregu pochodnych zaréwno w obrebie zasady purynowej, czesci cukrowej czy grupy
siarczanowej. Wprowadzone atomy fluoru, w pozycjach C2 adeniny, z grupy —CF3 w C2 lub C8
adeniny oraz w C2’ rybozy miaty ,,wiaczy¢” 1°F NMR jako narzedzie analityczne do gtéwnego
nurtu badan i to jest zrozumiate. Z zatozonych pochodnych nie udato si¢ otrzymacé pochodnej
fluorowej w czesSci cukrowej (rozpad podczas oczyszczania z udzialem chromatografii
jonowymiennej) i fluorowanej w pozycji C8 adeniny (wigksza podatno$¢ na depurynacje).

Autorka pracy wspomniata, ze przy projektowaniu struktury fluorowanych analogéw PAPS




wykorzystata analiz¢ centréw sulfotransferaz w kompleksie z PAP (AtSOT18 - PDB SMEK) i w
kompleksie z dopaming i PAP (SULT1A3 - PDB 2A3R). W strukturach tych komplekséw grupa
2’-OH rybozy uczestniczy w stabilizacji kofaktora w miejscu wigzania przez tworzenie
miedzyczasteczkowych wigzan wodorowych z R313 (mato widoczne na Rys. 9 dla AtSOT18)
lub z M256 (i nie pokazano dla SULTI1A3, tutaj dochodzi rola wewnatrzczasteczkowej

stabilizacji fosforanu w pozycji 3°).

Dopamina-PAP-SULT1A3 (PDB 2A3R); Biochem Biophys Res Commun 2005, 335, 417-423.

Czy w zalozeniach atom fluoru w miejscu 2’-rybozy nukleotydu mial zastapié grupe
hydroksylowa (pochodna 2’-F-PAPS nie zostala ostatecznie otrzymana) w oddzialywaniach
z SULT1A3? Z kolei grupa —CF3 nadaje hydrofobowo$¢ purynie co jest pozagdane w pozycji
C8-adeniny (zawada czy miedzyczasteczkowa stabilizacja z M256 i F255 - SULT1A3?) ale
juz niekoniecznie w pozycji C2 puryny...? Na wstepie nalezy zaznaczy¢, ze doktorantka
staneta przed niematym wyzwaniem syntetycznym, ktéremu sprostata poprzez wytworzenie na
etapie przejsciowym 2’,3’-cyklofosforanu, gdzie dalej ta cykliczna struktura zostata ,rozcieta”
przez zastosowanie enzymu - RNAzy T2 (ta strategia utatwila proces syntetyczny ze wzgledu na
nieseparowalnos¢ odpowiednich fosforanéw w pozycjach 2’ lub 3°). W syntezie analogéw PAPS
doktorantka wykorzystata reaktywnos¢ grup 5°-OH i 3’- lub 2’-OH rybozy z POCIs/imidazol,
siarczanowanie w obecnosci MgCl/DMF i rozciecie enzymatyczne cyklicznego fosforanu.
Otrzymane F-analogi PAPS, otrzymane m.in. metodg fosforylacji Yoshikawy, byly oczyszczane

na zlozu DEAE-Sephadex, gdzie wydajnosci miescily si¢ w zakresie 42-73% i dalej RP HPLC




(wyd. 27-52%). Struktury F-analogéw PAPS byty dowiedzione za pomoca analizy widm 'H, 3'P i
%F NMR. Analiza spektroskopowa pochodnych byta przeprowadzona prawidtowo ale mam w
tym miejscu pytanie — dlaczego w widmie "H NMR zwigzku 8CF3-cPAPS/8CF3-PAPS sygnal
od protonu w pozycji H2’ jest, po rozcigciu RNAza T2, definiowany jako ,,tryplet” z 3J = 6,1
Hz - uproszczenie sygnalu H2’ jest zrozumiale natomiast dyskusyjny jest opis
multipletowos$ci? Ktora z 3J w ddd dla H2’ odpowiada sprzezeniu jader 'H-3'P (Rys. 28)? W
podobny sposéb otrzymano tez inne analogi PAPS w pozycjach C8, N6 zawierajace grupy
azydkowe. W ramach analogéw PAPS w obrebie grupy siarczanowej doktorantka otrzymata
poprzez zmodyfikowane procedury 6 kolejnych zwiazkéw: PAPP, PAPPP, PAPPF, PAPPCCH,
PAPPprop i niehydrolizowalny PAPCH,P. Na podkreslenie zastuguje, ze wykorzystane
modyfikowane nukleozydy zostaly otrzymane samodzielnie przez autorke pracy. W dalszym
etapie przygotowano 6 pochodnych PAP w celu analizy wlasciwosci substratowych wobec
badanych sulfotransferaz (2’-F-PAP; PsAPs, 2-O-pen-PsAPs — powinno chyba by¢ 2’-O-pen-
PsAP; ...; C2-PEG-PAP; PCP, PGP). Przy syntezie tych zwigzkéw kluczowym bylo dobranie
zasady sprzyjajacej cyklizacji do 2°,3’ cyklofosforanu i odczynnika hydrolizujacego wigzania P-
N. Doktorantka wykazata swoje umiej¢tnosci eksperymentalne i zoptymalizowata te etapy
syntezy poprzez wybranie 1,2,4-triazolu, ktéry umozliwit otrzymanie 5’-fosforanu 2°,3’-
cyklofosforanu z wydajnoscig 20%. Mam natomiast pytanie odnosnie syntezy pochodnej 2’-O-
pentynowej A (Rys. 40) — jak doktorantka po aktywacji z NaH wprowadzila
regioselektywnie lancuch z funkcjg alkinowg w pozycje 2’ nie dotykajac pozycji S — mamy

w tym miejscu konkurencj¢ alkohol 1° vs alkohol 2°?

Po analizie struktury wprowadzonych powyzszych podstawnikow (niewgtpliwie
przydatnych w chemii click) nasuwa si¢ pytanie czy dobor tych podstawnikow w analogach
PAPS i PAP mial rzeczywiscie na celu poprawienie rozpozmania molekularnego z

sulfotransferazami? Jezeli tak to w jaki sposéb?

Analogi PAP i PAPS (19 zwiazkow) przebadano pod katem okreslenia cech substratowych
wobec sulfotransferaz SULT1A3 (ludzkiej) i AtSOT18 (roslinnej). W tym miejscu doktorantka
zaproponowala metode RP HPLC do oszacowania zdolnosci substratowych wobec

sulfotransferaz. ST AtSOT18 wykazala aktywnos¢ wobec dwoch fluorowych analogéw PAPS —




2-F-PAPS i 2-CF3-PAPS natomiast SULT1A3 wykazata zdoIlnos¢ do rozpoznania molekularnego
z wszystkimi fluorowanymi analogami PAPS (niestety dla analogéw 2- i 8-CF3-PAPS sygnaly
substratu i produktu posiadaly identyczne czasy retencji). Majac wstepne informacje odnosnie
zdolnosci substratowych dalej doktorantka opracowala metode okreslania aktywnosci ST bez
znakowania izotopowego z udziatem '°F NMR (w zaleznosci od pH). Uwazam to za istotne
osiagnigcie w ramach pracy — opracowanie catej metody. Wyniki otrzymane metodg RP HPLC i
F NMR byty zbiezne szczegdlnie dla: 2-F-PAPS i 2-CF3-PAPS - najciekawszych analogéw z
perspektywy biologicznej w kontekscie uzycia ich jako sondy aktywnosci ST.

W trzeciej czgsci pracy doktorantka otrzymane 28 analogéw PAPS, posiadajacych
zmodyfikowane reszty fosforanowe, cukrowe i adening. W tej czesci analizowata Ona (wspdlnie
ze studentem Ryszardem Kobiera) pochodne pod katem inhibicji dziatania ST za pomocg metody
MST (wyznaczenie Kp). Istotnym tutaj bylo ustalenie przez doktorantke warunkow przy ktérych
ST operujaca jako homodimer bedzie wigzata jedng czasteczke liganda w jednej podjednostce,
eksperymenty z odpowiednio znakowanym biatkiem (RED-tris-NTA Dye — metoda skaningowe;j
fluorymetrii réznicowej DSF) i w réznych buforach (rézne pH i sita jonowa roztworu). Dla
uktadéw odniesienia (modelowych) otrzymano podobne wartosci Kp jak w literaturze z metody
miareczkowania dwuwymiarowego czy metody fluorescencji (odchylenie Kp rzedu kilku pM)
stad uznano, ze opracowana metoda moze by¢ uzyta w kontekscie badanych nukleotydéw i ST.
Mam pytanie czy istnieja odpowiednie dane literaturowe odno$nie wartosci Kp ukladu
odniesienia wyznaczone z metody mikrokalorymetrii roznicowej (DSC)? Zwiazki PAPP
(bioizosteryczna zmiana - Kpatsorisy= 12+2 pM; Kpsurtiaz= 343 pM) oraz PAPPP (Kpatsoris)
= 7,8+1,2 pM; Kpsurtiasz= 28+12 uM) wykazaly silne wigzanie wzgledem dwodch typéw ST,
przy czym wzgledem ST roslinnej oba byty raczej bardziej aktywne od PAP i PAPS. Troche w
tym miejscu zastanawia warto$¢ Kp 3+3 pM... Cickawym réwniez bylto, ze niehydrolizowalny
PAPCH:P posiadat podobny potencjal wigzania jak referencyjny PAPS (Kb (surtia3-papciop) =
40£30 pM vs. Kp (surtiaspapsy = 30+£16 uM). Wyraznie widocznym réwniez bylo, ze
wprowadzenie w obrebie reszt fosforanowych w pozycji 5’ wiekszych podstawnikéw
(PAPPCCH 1 PAPPprop) skutkowato znaczacym wzrostem statlej Kp — czyli obnizeniem
powinowactwa liganda do analizowanej ST. Zatem raczej pozgdanymi modyfikacjami

nukleotydéw bylo wstawianie mniejszych lub izosterycznych podstawnikéw lepiej tolerowanych
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przez centra wigzania ST. Innym istotnym w mojej opinii istotnym wnioskiem doktorantki byto
ustalenie pewnej selektywnosci zwigzku PAPPF, zawierajacego ugrupowanie F-PP(5°), wobec
SULTI1A3 (Kpgurtiazn= 1411 pM) kosztem powinowactwa do AtSOT18 (Kpawsorisy = 462
uM). Czy analizujac oczekiwany model wigzania z centrami obu ST (ktére s3 znane z

literatury) mozna uzasadnic te réznice w Kp na poziomie molekularnym dla PAPPF?
Konkluzja

Podsumowujac, w $§wietle stawianego formalnie wymogu (§ 21 pkt. 2-4 Zatgcznika nr. 1 do
Uchwaty nr. 157 Senatu UW z dnia 29 czerwca 2022) ,,Rozprawa doktorska prezentuje ogdlng
wiedzg teoretyczng kandydata w dyscyplinie albo dyscyplinach oraz umiejetnosé samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej” stwierdzi¢ mozna, ze doktorantka wykazata si¢ bardzo dobra
znajomoscia literatury i umiejetnosciami planowania i samodzielnej pracy eksperymentalnej oraz
formutowania wnioskow, posiada dorobek naukowy opublikowany w czasopismach z listy JCR

(5 w/w publikacji) stad w mojej opinii dysertacja w zupelnosci spetnia ustawowe i zwyczajowe

wymogi stawiane rozprawom doktorskim. Zatem wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Fizyczne

Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie mgr Agnieszki Mlynarskiej-Cie§lak do

dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk S$cistych w

dyscyplinie nauki fizyczne (biofizyka).
Biorac pod uwage ponizsze punkty:

1) wyniki opisane w pracy doktorskiej byty bezposrednio zwiazane z opublikowanymi pracami:
“Nicotinamide-Containing Di- and Trinucleotides as Chemical Tools for Studies of NAD-Capped
RNAs™ Org. Lett. 2018, 20, 7650-7655 i ,,Fluorinated Phosphoadenosine 5'-Phosphosulfate
Analogues for Continuous Sulfotransferase Activity Monitoring and Inhibitor Screening by 19F
NMR Spectroscopy” ACS Chem. Biol. 2022, 17, 661-669, gdzie doktorantka byla pierwsza
autorka (wiodaca eksperymentalnie);

2) stopien trudnosci wykonania pracy doktorskiej (eksperymentalnie) byl bardzo wysoki ze

wzgledu na obiekt badan czyli specyficzng chemie nukleozydéw i nukleotydéw,
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3) wartosciowe wnioski odno$nie badanych nowych ligandoéw sulfotransferaz i modyfikowanych
nukleotydami RNA dajace nowe spojrzenie odnosnie stabilnosci takich polaczen lub
konstruowania nowych narzedzi bioanalitycznych do monitorowania aktywnosci analizowanych

w pracy uktadow enzymatycznych;

4) opracowang nowa metodyke majacg na celu ustalenie powinowactwa enzymoéw do

modyfikowanych nukleotydow,

i po odpowiednim ustosunkowaniu si¢ przez doktorantke do podniesionych kwestii dyskusyjnych
w recenzji, wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu Warszawskiego o

wyroznienie pracy doktorskiej pani megr. Agnieszki Mlynarskiej-Cieslak. i

e
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