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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Pauliny Pietrow
»Synteza podwadjnie funkcjonalizowanych dinukleotydowych analogbw kofica 5° mRNA
(tzw. kapu)”
wykonanej w Pracowni Syntezy Organicmych' Nanomateriatéw i Biomolekut Wydzialu

Chemii Uniwersytetu Warszawskiego

Przedstawiona do recenzji praca dokiorska mgr Pauliny Pietrow zostala wykonana w
zespole Pani dr hab. Marzeny Jankowskiej-Anyszki na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego.

Rozprawa wydana jest w formie ksigzkowej i liczy 166 stron. Uklad pracy jest
typowy dla eksperymentalnych prac doktorskich.
| Praca poprzedzona jest wstepem teoretycznym, liczacym 47 stron, stanowi to okolo
30% objetosci pracy, co jest typowe dla prac doktorskich. W tej czescei Doktorantka
przedstawila strukiurg kofica 5”mRNA tzw. kapu, i jego wielorakie funkcje pelnione w
komérkach. Dokiorantka opracowala ten fragment bardzo starannie i bogato ilustrowata.
Ponadto oméwila metody syntezy réznych modyfikowanych struktur kapu i wpltywu tych
modyfikacji na wlasciwosci biologiczne. Modyfikacje dotychezas wykonane dotyczyly:
wprowadzenia zmian w jednym lub obu nukleotydach kapu. Ponadto po wbudowaniu -
zmodyﬁkowango kapu do transkryptu mRNA zauwazono jego wplyw na efektywnosé
translacji. Lektura czgsci teoretycznej daje mi podstawe do stwierdzenia, ze przeprowadzone
przeglad literaturowy byt solidaym fundamentem do realizacji badan.

Podstawowym celem jaki postawila sobie Doktorantka bylo opracowanie metod
syntezy podwdjnie funkcjonalizowanych, w obrebie drugiego nukleotydu, dinukleotydowych
analogéw kapu. Celem tych modyfikacji byle dolgczenie czgsteczki peptydu, poprawiajgeej
transport analogu pizez blong komdrkowa, a takze znacznika fluorescencyjnego, w celu
umozliwienia lokalizacji tak zmodyfikowanego kapu w obrgbie komérki. Nie byt to jedyny
cel tej pracy. Dokiorantka postanowita tez sprawdzi¢ mozliwos¢ dotychczasowo



niestosowanej w syntezie nukleozyd6w metody wykorzystujacej wiazanie disiarczkowe do
syntezy modyfikowanego w pozycji C6 drugiego nukleotydu kapu.

Rozdziat zatytutlowany ,,Badania wlasne™ liczacy 53 stron to najwazniejsza i
jednoczeénie najcickawsza czedé rozprawy doktorskiej. _

- Doktorantka rozpoczeta badania od syntezy trzech réznie podwéjnie modyfikowanych
monofosforanéw gauanozyny, wykorzystujac i modyfikujac znane metody. Najwigcej
trudnofci sprawila synteza 5°-monofosforanu N2-propargilo-6-tiogananozyny, ale i tu
Doktorantce udalo si¢ dopracowaé odpowiednie procedury.

Kolejnym etapem badad bylo sprzeganie monofosforanéw z P-imidazolidem 5°-difosforanu
7- metyloguaﬁozyny'wedlug wezesniej opracowanych metod. |
Nastgpnie Dokiorantka zbadata mozliwo$¢ zastosowania innych meodyfikacji kapu poprzez
dolgczenie tiolu, znacznika fluorescenycjnego lub peptydu.
Dolaczanie peptydu N3~(Ala); i znacznika fluorescencyjnego doktorantka przeprowadzita
dwomé metodami a) stosujac jako subsirat 5’,5’~trifosfqran P1-7-metyloP3-N2-propargilo-
{2’,3’-0—[l'-(2—karboksyetylo)etylideno]}guanozyng oraz b) funcjonalizujac podwéjnie
modyfikowany monofosforan a nastgpnie sprzegajac go z P-imidazolidem 5-difosforanu-
7MeGua. Zabraklo mi jednak por6wnania wydajnosci catkowitej obu metod.
Wykorzystujge doswiadczenie Zdobyte w tym etapie badat Doktorantka przeprowadzila
syntezg podwéjnie funkcjonalizowanego analogn kapu z dolaczonym peptydem N3-TAT ,
kiéry byl nasigpnie zastosowany do badania zdolnosci penetracji przez blone komérkows jak
rowniez do zdolnosci hamowania kap zaleznej translacji w lizacie z retikulocytéw kréliczych.
Najwigkszym wyzwaniem okazato si¢ opracowanie metody syntezy modyfikowanego kapu
zawierajacego 6-tioguanozng o czy moze $wiadczyé opis tych préb zawarty na 35 stronach
rozdziatu Badania wiasne. Dzigki przeprowadzaniu wielu eksperymentéw zar6wno na
poziomie nukleozydu jak i nukleotydéw Doktorantka otrzymala szereg modyﬁkowanych
tiolami poprzez mostek disiar_czkowy w obrebie drugiego nukleotydu, analogéw kapu. Na
tym tez nie poprzestata wytrwale realizujac zalozenia swej pracy doktorskiej w celu
otrzymania podwdjnie modyfikowanego analogu kapu zawierajacego znacznik
ﬂuoréscencyjny potaczony z ryboza drugiego nukleozydu poprzez wigzanie amidowe kwasu ‘
lewulinowego. -

Rozprawe koficza podsumowanie i wnioski. Oméwienie i opis wynik6w jest bardzo
éiiﬂq strong recenzowanej pracy doktorskiej .

Bardzo dobre wrazenie robi tez logiczny i zwigzly opis eksperymentéw — dzisiaj
rzadko sig zdarza tak szczegblowy i konkretny opis wykonanych do§wiadczen. Szczegblnie
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za$ cheiatbym pochwali¢ wnikliwo$é dokonanych obserwacji, kiore dotycza zaréwno danych
literaturowych jak i tych podezas badah wasnych.

Strong redakeyjng i estetyczna pracy réwniez nalezy ocenié bardzo wysoko,
jakkolwiek z obowigzku recenzenta pozwole sobie na zwrbcenie uwagi na niektére
niedociagniccia:

Str 69- uzycie zwrotu przeacetylowanie nalezy zaliczy¢ do zargonu laboratoryjnego

Str 69 zmiany poprawily wyglad widma masowego- raczej zmiany przyczynily sie do
poprawy wynik6w syntezy co znalazto odzwierciedlenie w sygnalach widma MS

Sir 70 podpis; po schematem 21 — biedne warunki reakeji etapu 4, oraz odnosnik do sir 92,
powinien by¢ raczej do str 92 — 92-93

Sir 72 schemat 22 strzatki dla etap6w 4 i 5 powinny by¢ skierowane w przeciwnym kierunku

Podsumowujgc uwazam, ze Dokiorantka wykazata bieglosé w zastosowanych
technikach badawezych i umiejetnosé odpowiedniej interpretacji wynik6w. Rozprawa jest
jasno napisana i Autorka podkreélila w niej znaczenie przeprowadzonych badan.

Doktorantka nie podata informacji czy wyniki jej badan zostaty opublikowane, Iub
czy byly prezentowane na konferencjach, natomiast po przeszukaniu bazy Skopusa okazato
sig, ze jest wspblautorkg w3 puslikacjach z listy filadelfijskiej o doéé wysokich
wspbiczynnikach oddziatywania : ACS Omega, 2019, 4(17), 17576-17580 (IF 2,58) ;
Bioorganic Chémistry, 2020, 96,103583 (3,92) i Bioconjugaic Chemistry, 2020, 31(4),
1156-1166 (IF 4,38)

St’Wlerdzam Zze przedtozona do oceny praca doktorska Pani mgr Pauliny Pietrow
spehna wszystkie ustawowe i Zwyczajowe wymogi stawiane pracom doktorskim i wnioskuje
o przyjecie rozprawy i dopuszczenie do publicznej dyskusji nad rozpraws.
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Whniosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr Pauliny Pietrow
»Synteza podwéjnie funkcjonalizowanych dinukleotydowych analogéw kofica 5° mRNA
(tzw. kapu)”
wykonanej w Pracowni Syniezy Organiéznych Nanomaterialéw i Biomolekut Wydzialu

Chemii Uniwersytetu Warszawskiego

Czgéé teoretyczna rozprawy doktorskiej daje podstawe do stwierdzenia, ze przeprowadzony przegiad
literaturowy byt solidnym fundamentem do realizacji badad.

Cele pracy doktorskiej zostaly preedstawione w sposéb uzasadniajacy podjecie badah w kierunku
syntezy nowych analogéw kapu jak réwniez potrzeby opracowania owych metod syntezy.

Dzieki przeprowadzaniu wielu eksperyment6w zaréwno na poziomie nukieozydu jak i nukleotydéw
Doktorantka otrzymala szereg podwéjnie funkcjonalizowanych, w obrebie drugiego nukleotydu,
dinukleotydowych analogéw kapu .

Biorgc pod uwage uzyskane wyniki, wielkosé przedstawionego materiatu do$wiadezalnego i bardzo
. dobry spos6b jego prezentacji co zdecydowanie wyréznia na korzy$é niniejsza rozprawe na tle innych
_ prac dokiorskich, wnoszg do Rady Naukowej Dyscypliny o przyznanie wyréznienia jej Autorce, Pani

mgr Paunlinie Pietrov.



