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Recenzja Rozprawy doktorskiej mgr Pauliny Pietrow p.t. ,Synteza podwadjnie
funkcjonalizowanych dinukleotydowych analogoéw korica 5° mRNA (tzw.
kapu)”

Rozprawa doktorska mgr Pauliny Pietrow zosiala wykonana w Pracowni Syntezy Organicznych
Nanomateriatow i Biomolekul na Wydziale Chemii Uniwersytetu Warszawskiego, pod kierunkiem dr
hab. Marzeny Jankowskiej-Anyszki (promotor rozprawy). Wyniki badann wchodzacych w skiad
rozprawy byly uzyskane w ramach dwdch grantéw OPUS finansowanych przez Narodowe Cenirum
Nauki. Przedmiotem rozprawy jest synteza analogow ,czapeczki” {lub spolszczonej angielskiej nazwy
cap, a wiec ,kapu”) - 5’-terminalnego fragmentu informacyjnego (matrycowego) RNA (mRNA) i ich
charakterystyka fizyko-chemiczna i biologiczna. Tematyka ta od kilkunastu lat uprawiana jest przez
naukowcéw wywodzacych sie ze Szkoly profesora Edwarda Darzynkiewicza, kiéry w latach
osiemdziesigtych ubieglego wieku byl Swiatowym pionierem badai nad synieza, strukiurg i
zastosowaniem analogoéw kapu w biologii komérkowej i sirukturalnej, a od kilku lat takze nad
zastosowaniem terapeutycznym tych zwigzkéw. Przedmiotem przedkladanej recenzji jest moja ocena
ogolnej wiedzy teoreiycznej Kandydatki w uprawianej dyscyplinie naukowej, umiejetnosci
prowadzenia badan naukowych oraz oryginalnosci rozwigzanego problemu naukowego.

Rozprawa Dokiorska zawiera streszczenie w jezyku polskim oraz w jezyku angielskim, czes¢
teoretyczng przedstawiajacy aktualny stan wiedzy zwigzanej z tematyka rozprawy (47 stron), opis
celu pracy, opis wynikdw badan wiasnych (52 sirony), krétkie podsumowanie oraz czesé
eksperymentalng. Uzupetnieniem opisu jest spis literatury liczaey 131 pozycji oraz wykaz
stosowanych skrétow.

Ogding wiedze Dokiorantki ocenilam zaréwno na podsiawie literaturowego opracowania
zagadnienia przedmiotu, jak i dyskusji uzyskanych wynikéw w Swietle juz opublikowanych danych.
We wstepie teoretycznym Dokiorantka szczegéfowo scharakteryzowala stan wiedzy na temat
biosyntezy czasteczki kapu i jej funkcji w procesie potranskrypcyjnej obrobki mRNA, w transporcie
mRNA do cytoplazmy i w inicjacji procesu translacji. Zanalizowata strukture i funkcje eukariotycznego
czynnika inicjacji translacji 4E w rozpoznaniu natadowanej resziy 7-metyloguanozyny w czagsteczce
mRNA. Nasiepnie w zwiezly sposéb omowita synteze analagow kapu i ich akiywno$¢ inhibitorowa w
procesie translacji in vitro i odpornosé na degradacje enzymatyczng. Podkreslita znaczenie analogéw
kapu w syntezie modyfikowanych iranskryptow mRNA, uzytecznych w badaniach biologicznych i
medycznych. Dobrze zapoznata czytelnika z metedami wprowadzania nowych funkcji chemicznych w
strategiczne pozycje piericienia guaniny, resziy rybozy i w mostek polifosforanowy. Najbardziej
cieckawym dla mnie okazalo sic oméwienie dorobku zespolu Promotora rozprawy w zakresie
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modyfikacji drugiego nukleotydu w strukturze kapu, a mianowicie wprowadzenie reszty kwasu
lewulinowego w pozycje 2’,3’-reszty rybozy oraz modyfikacje grupy NH, guanozyny. Obydwie tak
modyfikowane czasteczki po przylaczeniu np. resziy biotyny czy krétkiego peptydu CPP
(wspomagajacego transport dokomérkowy) stanowig wazne narzedzia w badaniach biologicznych.
Drugim zagadnieniem, w ktorym Dokiorantka wykazala sie pogiebiong wiedza jest chemia tioli i
disulfidéw, oraz wykorzystanie ugrupowania disiarczkowego do wprowadzania dodatkowych grup
funkcyjnych do zwigzkéw organicznych. Rozdziat ten swiadczy o dobrej znajomosci literatury i dobrze
wprowadza czytelnika w aktualny stan wiedzy dotyczacej ocenianej rozprawy.

Do tej czesci rozprawy ma jedynie kilka uwag krytycznych, a mianowicie: (1) Rysunek 2 przedstawia
preferowang konformacje m7G, a nie kapu, jesli jako kap rozumiemy strukture
dinukleozydotrifosforanu; (2) nie powinno sie stosowad okreslenia ,wyciecie” intronu w procesie
sktadania (tutaj tez 2argonowo: splicingu), ale trudno znalei¢ inne dobre i poprawne po polsku stowo
(iak chociazby ,usunigcie” intronu); (3) warunki ,kwasowe” a nie ,kwasne”; (4) Schemat 1:
niepoprawnie narysowana strukiura nukleotydu {odbicie lustrzane); (5) na str. 25 nieskiadne zdanie
zaczynajgce sig od slow ,Pierwsza praca..”; {6) czy ,fosforotionian” to poprawna nazwa (z
angielskiego ,phosphorothioate”? Tioniany, to sole kwaséw politionowych, np. tetrationian sodu
(Na;S40¢), zatem termin ,fosforotionian” sugerowalby jakis analog anionu kwasu politionowego z
~podigczonym” gdzies atomem fosforu. Czy nie powinno byé tiofosforan”?; (7) stezenie uM a nie
uM; (8) wigzanie ,disiarczkowe” a nie ,disulfidowe”, aczkolwiek nazwa Jdisulfidy” jest juz dzisiaj
powszechnie akceptowana dla zwigzkéw zawierajacych wigzanie -S-S-; (9) ,perhydrol” to nazwa
zwyczajowa dotyczaca 30-35% roztworu nadilenku wodoru w wodzie, a prawidlowo powinno sie
nazwac ,nadtlenek wodoru” i okresli¢ stezenie czystej substancji w roztworze. Uwagi te nie
dyskredytujg wiedzy Doktorantki, natomiast s3 wskaz6wka o potrzebie stosowania precyzyjnego
iezyka w tekstach naukowych.

Przechodzac do oméwienia wartoéci merytorycznej rozprawy pragne podkreslié, ze cel pracy zostat
sformutowany precyzyjnie i odnosi sie gléwnie do wyzwan syntetycznych, a mianowicie opracowania
syntezy trzech podwdjnie sfunkcjonalizowanych analogéw kapu modyfikowanych w obrebie drugiego
nukleotydu (pierwszego transkrybowanego). Doktorantka zaplanowata tez zbadanie zwigzkéw w
kontekscie utatwionego transporiu do komérki i okreslenia lokalizacji czasteczki modyfikowanego
kapu. Nawiasem méwiac, wyrazenie, ze <znacznik fluorescencyjny ,,umozliwi” lokalizacje komérkowa
zwigzku> jest niepoprawne, poniewaz sugeruje, ze znacznik wplywa na znalezienie sie zwigzku w
koméree (chociaz to tez moze sie zdarzy(), ale tutaj jednak chodzi o to, ze znacznik pozwoli
zlokalizowa¢ (okresli¢ miejsce), gdzie zwigzek znajduje sie w komérce.

W badaniach wiasnych Doktorantka stangla przed trudnym zadaniem eksperymentalnego
zweryfikowania procedur opisanych w literaturze dla realizacji wiasnych celéw syntetycznych,
wyboru najbardziej obiecujagcego podejécia i jego optymalizacji, badz opracowania wiasnych
procedur, dla uzyskania danego zwigzku. Niebagatelnym wyzwaniem bylo takze opracowanie
procedur wyodrebniania, oczyszczania i identyfikacji otrzymanych zwigzkéw. W pierwszym etapie
badari wiasnych Doktorantka opracowata synteze trzech podwdjnie sfunkcjonalizowanych analogow
5'-fosforanu guanozyny. Ten etap badari okazat sie stosunkowo prosty, mozna bylo zastosowaé
wezesniej opracowane podejécia, po minimalnej optymalizacji warunkéw reakcji. Trudnosci nie
nastreczata réwniez klasyczna fosforylacja grupy 5’-OH reszty G metodg Yoshikawy. Produkty reakcji
na poziomie nukleozydu byly wydzielane poprzez siracanie eterem etylowym, a nukleotydy
oczyszczano metody chromatografii jonowymiennej (DEAE/Sephadex). Finalnie, Doktorantka
przeprowadzita synteze analogéw kapu w warunkach dobrze rozpracowanych w Zespole dr hab.



Jankowskiej-Anyszki, poprzez kondensacje zaktywowanego imidazolem difosforanu  7-
metyloguanozyny z difosforanem podwéjnie modyfikowanej reszty guanozyny, przy czym szczegdlng
uwage zwrdcifa na uirzymanie rezimu warunkéw reakcji aktywacji m7GDP, aby zapobiec
dekompozycji pozgdanego pélproduktu im{m7GDP). Doktorantka wykazata, ze grupa propargilowa
na funkcji NH, guanozyny ma negatywny wplyw na wydajnosé reakgji kondensacji (tutaj nazwanej
reakejg sprzegania). Nie odniosta sie przy tym do poprzednich wynikéw, opisanych w publikacji nr. 68,
a wiec efektywnosci syntezy zwigzku 5 w reakeji opisanej w schemacie 8, gdzie atom wodoru grupy
aminowej jest podstawiony reszig n-pentynylu.

Za najcickawszg czeé¢ badari wiasnych uwaiam te, w kidrej Doktorantka ,dekorowala”
przygotowane wczesniej, podwdjnie modyfikowane analogi kapu resztami wnoszacymi okreélona
funkcje biologiczng czy biofizyczng. | tak np. zoptymalizowata alternatywne drogi syntezy analogu
kapu dekorowanego krétkim 3-aa peptydem i reszig dansylowa. W oméwieniu zabrakio informacji,
ktéra z tych dwéch drég (przedstawionych na Schematach 24 i 25) jest bardziej wydajna i
eksperymentalnie fatwiejsza, zwazywszy na fakt, ze podejécie wediug schematu 25 jest o jeden etap
diuzsze. Ponadto, w wyniku dwuetapowej reakeji, wediug schematu 27, analogicznej do podejécia ze
schematu 24, otrzymala podwdjnie sfunkcjonalizowany, fluorescencyjnie wyznakowany analog kapu,
zawierajacy 11-aa peptyd ulatwiajgcy transport dokomérkowy. Doktorantka wykazala, ze zwigzek ten
tatwo przechodzi przez blone komoérkowa i kumuluje si¢ w cytozolu. Ponadto, wykazuje zdolnoéé
skutecznego hamowania kap-zaleznej translacji w systemie in vitro tj. w lizacie z retikulocytéw
kréliczych i w komorkach MCF-7. Tutaj zaznacze, ze niewlasciwie zdefiniowano eksperymenty w
systemie komoérkowym jako eksperymenty in vivo, gdy:z za takie uwaza sie eksperymenty
prowadzone w organizmach Zywych. Eksperymenty ,w szkle” poprawniej jest nazwac
eksperymentami in vitro, lub, jak w tym przypadku, uscidli¢, ze chodzi o eksperymenty w hodowlach
komorkowych.

Najwigcej probleméw eksperymentalnych Doktorantka napotkala podczas "dekorowania” analogéw
kapu w miejscu funkcji tiolowej, poprzez synteze odpowiednich disiarczkéw. Po licznych prébach
wykorzystania podej$¢ opisanych w literaturze i cytowanych w czeéci teoretycznej rozprawy, udato
sig rozwigzac ten syntetyczny problem - wykazano bowiem, na poziomie GMPS, ze mozliwa jest
wydajna i selektywna wymiana pomiedzy disulfidem (tj. jednym tiolem zaktywowanym za pomoca
tiomocznika) a drugim tiolem, prowadzaca do asymetrycznych disulfidéw GMPS. Jedynym
ograniczeniem tej metody jest fakt, ze reakcja byla selektywna dla alifatycznych tioli o krétkim
farficuchu.  Podejécie to otworzylo droge do wprowadzania do czasteczki nukleotydu/kapu
dodatkowych grup funkcyjnych (OH, N3, czy COOH), umotzliwiajacych dalszg rozbudowe czasteczki o
podstawniki fluorescencyjne lub umozliwiajace transport dokomérkowy. Przydatnoéé opracowanej
metody wykazana zostala réwniez na poziomie dinukleozydotrifosforanu, a nastepnie na poziomie
kapu (z m7G). W ten sposdb otrzymano wysoce sfunkcjonalizowane analogi kapu (zwigzki 4 i 5,
schemat 44), uzyteczne jako fluorescencyjne sondy o roznej diugosci linkera. Finalnie, wykorzystujac
zdobytg wiedze i doSwiadczenie, udato si¢ otrzymaé podwdjnie sfunkcjonalizowany analog 5’-korica
mRNA zawierajgcy ugrupowanie disiarczkowe i reszte etylenodiamino-dansylowa. Szkoda, ze nie
udafo sig otrzymac podwdijnie sfunkcjonalizowanego analogu kapu zawierajgcego ugrupowanie C6-
disiarczkowe i znacznik fluorescencyjny w pozycji N2 guanozyny, albowiem niepowodzeniem
skoticzyla si¢ proba przeprowadzenia reakcji katalizowanej jonami miedzi Cufl) reakcji click w
obecnosci ugrupowania tiolowego, bad? disiarczkowego. Oczywiscie, istnieje metoda 1,3-dipolarnej
cykloaddycji Huisgena prowadzona bez udziatu jonéw miedzi (1), z naprezonymi cyklooktynami, ale w
tym przypadku wymagatoby to zmiany strategii modyfikacji pozycji C2 w reszcie guanozyny. Ta czeé¢



rozprawy, prezentujgca wyniki i ich dyskusje, napisana zostala klarownie, starannie i w sposéb
logiczny. Pokazano strategie wyboru podejs¢ syntetycznych i opracowano efektywne metody
funkcjonalizacji reszty kapu do celéw biologicznych. O wysitkach Doktorantki w osiggnieciu celéw
rozprawy niech swiadczy fakt, ze w opisie badan wilasnych 14-krotnie uzyla stwierdzenia ,nie dalo
sig”, co jednak nie zniechecito jej do dalszych poszukiwar efektywnych rozwiazari syntetycznych.

Do tej czesci rozprawy mam kilka uwag, a mianowicie:

1. Na stronie 77 jest nastepujgce zdanie: ,W syntezie wigzania amidowego istotne jest pH
mieszaniny reakcyjnej, kiére musi by¢ stale monitorowane réwnolegle z postepem reakcji,
ktéry kontrolowatam z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).”
Jak korygowane bylo pH w tych reakcjach? Tej informacji zabrakto w powyzszym opisie.

2. Na schemacie 26 narysowany jest peptyd penetrujacy blone komérkows, a w tekscie uzyte
jest sformulowanie ,kationowy peptyd...”. Jak powinna wyglada¢ struktura tego peptydu,
aby zapewnione bylo efekiywne oddzialywanie z ujemnie naladowanymi grupami
karboksylowymi biatek btony komérkowej?

3. Nalezy unika¢ sformutowari typu ,podstawienie fluoru”, ,podstawienie siarki” itd.,
(podstawienie ,,atomu” fluoru, czy ,,atomu” siarki)

4. Schemat 22 ma nieprawidtowo zaznaczony kierunek reakeji etapéw iviv

5. Prosz¢ o wytlumaczenie, co Doktorantka rozumie poprzez sformulowanie ,cennoéé
dofaczanej struktury” str. 74

6. Niepoprawnie uzyte jest sformutowanie ,,substrat wyjsciowy”

7. Co dokiadnie Doktorantka ma na mysli piszac ,synteza wigzania amidowego” czy ,wiazania
disiarczkowego”? Moim zdaniem poprawnie powinno byé ,synteza zwigzku”, a wiec synteza
amidu lub synteza disiarczku, a zawigzywanie/utworzenie wigzania amidowego,

disiarczkowego
8. Poprawnie ,trietyloamina” a nie ,tréjetyloamina”

Czeé¢ eksperymentalna zawierajaca opisy przeprowadzonych syntez i charakterystyke otrzymanych
zwigzkow zostala opracowana starannie i przejrzyscie. Jednakie tylko nieliczne z otrzymanych
nowych zwigzkéw zostaly w pelni scharakteryzowane (*H, C, 3P NMR). Nie podano réwniez rodzaju
jonizacji dla widm masowych. Dziwi réwniez brak opisu badan biologicznych, kiérych wyniki s3
przedmiotem prac opublikowanych ze wspdlautorstwem Doktorantki. Prosze o komentarz w tej
sprawie w czasie publicznej obrony.

Wszystkie przytoczone powyzej uwagi krytyczne nie dyskredytujg wiedzy Doktorantki i jej osiagnied,
nie wplywaja negatywnie na merytoryczng ocene rozprawy, a s raczej wskazéwka dla miodego
badacza jak unika¢ niedociagnie¢ przy redagowaniu tekstow naukowych.

Podsumowujac, pragne stwierdzi¢, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska dotyczy
nowoczesnych i aktualnych zagadniet zwigzanych z wytwarzaniem analogéw fragmentéw
naturalnych kwaséw nukleinowych, kidre stanowig doskonale narzedzia molekularne do badan
biologicznych i ewentualnych zastosowan terapeutycznych. Mozliwe zastosowania wytworzonych
analogéw kapu sy zacheta do syntezy dalszych analogéw naturalnych bioczasteczek 2z
wykorzystaniem procedur syntetycznych opracowanych przez Doktorantke.



Whieosek koricowy

Dokiorantka jest specjalisika w zakresie chemii polifosforanéw nukleozydow, analogéw 5’-koiica
informacyjnego RNA. Wykazata sie ogélng wiedzg w uprawianej dziedzinie nauki. Profesjonalnie
przeprowadzifa powierzone jej zadania badawcze. Wykazata sie umiejetnoscia prowadzenia badan
naukowych w zakresie syntetycznej chemii organicznej i rozwigzata oryginalny problem naukowy, a
mianowicie opracowala synteze kilkudziesieciu nowych, biologicznie waznych zwiazkow. Udowodnila
zdohycie wiedzy i doswiadczenia na tym etapie rozwoju miodego badacza. Warto tutaj podkreslic, ze
wyniki jej badart wigczone zostaly do czterech publikacji w czasopismach z listy ICR, co dwiadczy o jej
umiejetnosci  profesjonalnego prowadzenia badaid naukowych i potwierdza jej osobiste
zaangazowanie w ie badania.

Na podstawie wyZej oméwionych osiggnieé stwierdzam, ze przedstawiony do oceny materiat spetnia
wymagania stawiane rozprawom dokiorskim.

Whioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny przy Wydziale Chemii Uniwersyietu Warszawskiego o
dopuszczenie mgr Pauliny Pietrow do dalszych etap6w przewodu dokiorskiego.
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