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mgr Karoliny Piecyk
pt.
»Synteza i badania biologiczne analogéw 5’ konca mRNA) zawierajacych

modyfikowana w pozycji N2 i N7 guanozyne

W Pracowni Biomolekut Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego zespoét
badawczy, kierowany dr hab. Marzenne Jankowskg-Anyszka oraz we wspotpracy z
Zaktadem Biofizyki Instytutu Fizyki Doswiadczalnej Wydziatu Fizyki UW, prowadzi
intensywne badania nad syntezg zaréwno naturalnych, jak tez zmodyfikowanych
chemicznie analogow kapu, czynnika wystepujacego w mRNA komoérek organizmow
eukariotycznych. Kap odgrywa wazna role w zainicjowaniu translacji, zapewnieniu
trwatosci mMRNA, jak tez w transporcie wewnatrzkomorkowym kwaséw nukleinowych.
Wymienione funkcje sg realizowane poprzez oddziatywanie kapu z odpowiednimi
biatkami rozpoznajacymi jego budowe.

W celu poszerzenia wiedzy o powyzszych procesach wprowadza sie
modyfikacie w roéznych czeSciach kapu t. w zasadach nukleotydowych, w
pierscieniach cukrowych czy w tancuchu fosforanowym. Nienaturalne analogi kapu
poddaje sie wszechstronnym badaniom biochemicznym, biologicznym i biofizycznym
w celu uzyskania informacji dotyczgacych mechanizméw ich dziatania, a w
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specyficzne czynniki biatkowe. Uzyskana wiedza moze zosta¢ wykorzystana m.in. do
opracowania nowych terapii w niektérych chorobach, w tym nowotworowych,
zwigzanych z nieprawidtowym poziomem biatek wiazacych kap. W swojej pracy
doktorskiej mgr Karolina Piecyk skupita sig¢ na syntezie analogow kapu
zawierajgcych modyfikowang w pozycach N2 i N’ guanozyne i badaniu ich
wtasciwosci w oddziatywaniu z dwoma biatkami: faktorem elF4E (ang. eukaryotic
Initiation Factor 4E) uczestniczagcym w translacji oraz snurportyng 1, biatkiem
zaangazowanym w transport matych jadrowych RNA bogatych w urydyne, U sRNA,
(ang. Uridine rich small nuclear RNA). Tego typu badania nalezy zaliczy¢ do
waznych i istotnych z punktu widzenia medycyny ze wzgledu na ich potencjalne
wdrozenie w przemysle farmaceutycznym.

Pierwszym etapem pracy doktorskiej mgr Karoliny Piecyk byto otrzymanie
mononukleotydowych analogéw kapu modyfikowanych w pozycjach N? i N’
guanozyny.

Na podstawie danych literaturowych i wielu eksperymentéw wstepnych mgr
Karolina Piecyk przyjeta najbardziej optymalng strategie syntezy N> modyfikowanych
analogéw kapu. Polegata ona na otrzymaniu 2-fluoropochodnej inozyny, a
mianowicie  2-fluoro-2',3',5'-tri-O-acetylo-O°-[2-(4-nitrofenylo)etylolinozyny  jako
prekursora do syntezy N? modyfikowanych pochodnych guanozyny. Ta 2-fluorowana
pochodna w reakcji substytucji nukleofilowej SyAr z aminami doprowadzita do
otrzymania 16 pochodnych guanozyny réznigcych sie charakterem podstawnika przy
atomie N? (podstawniki alifatyczne z taricuchami liniowymi i rozgatezionymi oraz
aromatyczne z grupami bedacymi donorami lub akceptorami elektronow). Te
pochodne byly wykorzystane do syntezy N2 modyfikowanych mononukieotydowych
analogéw kapu, ktére otrzymano w wyniku ich fosforylacji dokonanej metodg
opracowana przez Yoshikawe. Dwie z N? pochodnych guanozyny z podstawnikami
propyn- i pentynowym postuzyty do syntezy 5 mononukleotydowych analogéw kapu
zawierajacych w swej strukturze w pozyciji N? pierécien triazolowy. Po wielu prébach
mgr Karolina Piecyk opracowata optymalng procedure (1,3-dipolarna cykloaddycja
miedzy terminalnymi alkinami z organicznymi azydkami katalizowana jonami Cu®)
pozwalajagcg uzyskac pozadany zwigzek z wydajnoscig od 80 do 90%.

Modyfikowane w pozycji N’ mononukleotydowe analogi kapu byty dwojakiego
rodzaju: z podstawnikiem przy atomie N’ i niezmodyfikowana pozycja N? (analogi

monometyloguanozyno kapu, MMG) oraz z podstawnikiem przy N7 i z dwoma
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podstawnikami metylowymi w grupie aminowej przy N? (analogi trimetyloguanozyno
kapu ,TMG).

W wyniku reakcji sprzegania prowadzonej w érodowisku bezwodnym (metoda
Sekine) mgr Karolina Piecyk otrzymata 12 nowych dinukleotydowych analogéw kapu
zmodyfikowanych w pozycji N? oraz 7 analogéw w pozycjach N7 oraz N? z
wydajnoscig od 40 do 65%.

Ofrzymane analogi kapu zostaly poddane badaniom biologicznym
ukierunkowanych na okreslenie ich przydatnosci jako inhibitoréw inicjacji translaciji.
Pomiary inhibicji, wykonane w metoda bioluminescencyjng, w dwéch standardowych
roztworach (lizak z retikulocytéw kroéliczych oraz ekstrakt z nicieni Ascaris suum).
Wyniki badan zmodyfikowanych w pozycji N? triazolowych pochodnych kapu
wykazaly, ze wszystkie te analogi wydajnie inhibitujg translacje w ekstrakcie z
retikulocytow kroliczych, a najsilniej hamuje wigzanie biatka elF4E zwigzek, do
ktorego pierscienia triazolowego jest przytaczony podstawnik 2,6-dimetoksy-
fenoksypropylowy tj. 5'-monofosforan N%{1-[3-(2,6- dimetoksyfenoksy-propylowo]-
1H-1,2,3-triazol-4-ylo}metyleno-7-metyloguanozyna. Natomiast pomiary inhibicji w
ekstrakcie nicieni Ascaris suum wykazaty, ze tylko analogi z pojedynczym
podstawnikiem przy N? wykazuja aktywno$¢ biologiczna. Analogi z podstawnikami
alkilowymi wykazywaty zblizong zdolnos¢ do inhibicji. Sposréd analogéw z
podstawnikami aromatycznymi najbardziej interesujgcy okazat sie zwigzek z
podstawnikiem p-metoksyfenylowym.

Dwunukleotydowe analogi kapu, zmodyfikowane w obrebie pierwszego
nukleotydu w pozycji N?, wykorzystane zostana do badania ich powinowactwa
wzgledem snurportyny tj. biatka uczestniczacego w transporcie molekut RNA do
jadra komoérkowego w celu znalezienia najbardziej efektywnego analogu. W wyniku
wstepnych badan metodg wygaszania fluorescencji biatka wyznaczono state
asocjacji biatko-ligand dla niektérych analogéw kapu, ktére wskazujg zaleznosé
powinowactwa od rodzaju podstawnika w zmodyfikowanym analogu. Prace w
kierunku charakterystyki wszystkich otrzymanych analogéw kapu sg kontynuowane

w ramach miedzynarodowego grantu ERA-NET EuroNanoMed w temacie

,Nanoconstructs for delivery of RNA splice-swiching oligonucleotide therapeutics”

ukierunkowanego na poszukiwanie lekéow przeciwko miesniowej dystrofii
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Ostatnim osiggnieciem mgr Karoliny Piecyk bylo otrzymanie pierwszego
znanego konjugatu kapu z peptydem zdolnym do wnikania do wnetrza komorki
(CPP, ang. Cell Penetrating Peptide). Do tego celu Doktorantka uzyta
standardowego peptydu MPS (Membrane Permeable Sequence), ktéry w swej
sekwencji zawiera reszte lizyny podatng na modyfikacje. Wykorzystujac
doswiadczenie i procedury, nabyte w trakcie syntezy roéznych zmodyfikowanych
analogéw kapu, mgr Karolina Piecyk opracowata metode sprzegania
modyfikowanego dinukleotydowego analogu kapu z peptydem MPS. Ten konjugat
jest obiektem dalszych badan majacych potwierdzi¢ jego zdolno$¢ do przenikania
btony komorkowej.

Nalezy podkresli¢, ze syntetyczna czes¢ badan jest wytacznym dzietem Autorki,
natomiast czes¢ badan biologicznych i pomiaréw fizykochemicznych zostata
wykonana we wspotpracy z Zaktadem Biofizyki Wydziatu Fizyki UW i na
Uniwersytecie Colorado, USA. Wpyniki osiggniete w trakcie wykonywania
przedstawionej pracy doktorskiej sg oryginalne i charakteryzujg sie wysokim
poziomem merytorycznym. Wymagaty one od mgr Karoliny Piecyk duzego wktadu
pracy w badania do$wiadczalne, jak i w interpretacje wynikéw. Doktorantka wykazata
bardzo dobrg znajomo$¢ i umiejetnos¢ stosowania réznych technik syntezy
organicznej. Praca doktorska mgr Karoliny Piecyk ma charakter interdyscyplinarny,
mieszczacy sie¢ na pograniczach biochemii, biologii, chemii organicznej oraz
enzymologii. Taki obszar badarn wymaga od eksperymentatora duzego wkiadu pracy
w opanowaniu réznych technik stosowanych w tych dziedzinach nauki. Autorka
opanowata wiedze z nowoczesnych metod syntetycznych oraz fizykochemicznych,
stuzacych do analizy chemicznej i ustalania struktury badanych zwigzkéw
chemicznych. Rozdziat ztozonych mieszanin poreakcyjnych wymagat opanowania
roznych technik chromatograficznych niezbednych przy tak skomplikowanych
zadaniach. Nalezy podkresli¢, ze wszystkie badania przeprowadzone przez
Doktorantke byty bardzo zmudne i wymagajgce olbrzymiej precyzji. Na koniec trzeba
wyraznie nadmieni¢, ze wyniki uzyskane przez mgr Karoline Piecyk noszg nie tylko
charakter poznawczy, ale potencjalnie mogg znalez¢é zastosowanie praktyczne w
medycynie a w szczegdélnosci w immunoterapii nowotworowej czy chorobach
wywotanych zaburzeniami w metabolizmie i transporcie biatek. Opracowane przez
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analogoéw kapu, ktére moga mie¢ charakter nie tylko poznawczy, ale réwniez istotne
znaczenie medyczne.

Uktad recenzowanej pracy jest klasyczny i klarowny dla czytelnika. Sktada sie z
nastepujgcych czeSci: Wstepu, Celu i zalozen pracy, Badan wiasnych,
Podsumowania, Czesci eksperymentalnej i Literatury. Pierwszy rozdziat,
zatytutowany jako Wstep i obejmujacy 7 tekstu dysertacji, jest wtasciwie przegigdem
literatury zwiazanej z tematem pracy. Mgr Karolina Piecyk szczegétowo omawia tam
zagadnienia zwigzane z budowg kapu, z jego biologicznymi funkcjami, role kapu w
badaniach biofizycznych i biochemicznych i wskazuje, jakie nadzieje wigza sie z jego
potencjalnym zastosowaniem w medycynie. W czesci literaturowej Doktorantka
umiescita rowniez szczegdtowe dane dotyczace metod syntezy analogéw kapu.

Strona formalna rozprawy nie budzi wiekszych zastrzezen. Jednak, jak zwykle

przy tak duzej objetosci tekstu, nie udato sie unikngé pewnych uchybien i
niezrecznosci jezykowych. Do obowigzkéw recenzenta nalezy ich wskazanie.
Wymienie tylko niektdre z nich. [ tak np.

e Autorka czesto omawia dane kwestie przy pomocy bardzo rozbudowanych,
ztozonych zdan, zapominajgc przy tym o zasadach interpunkcji. W tych
zdaniach ztozonych czesto brak Ilub nieprawidlowo umieszcza sie
przecinki, co utrudnia zrozumienie .

e W niektérych partiach dysertacji Doktoranta uzywa czasownikéw w
pierwszej osobie liczby pojedynczej, a w innych stosuje tryb bezosobowy.
Dysertacja jest dzielem wilasnym Autorki, wiec powinna byé pisana w
pierwszej osobie liczby pojedyncze;.

e Str. 11; Ltacinska systematyczna nazwa pierwotniaka jest Leishmania a
nie Leiszmania

e Str. 17: Btad w znanym nazwisku: Winno by¢ van der Waalsa, a nie van
der Vaalsa..

o Str. 18. Winno by¢ aktywna, a nie aktywana

e Sir. 19: W opisie rysunku — zczerpniete zamiast zaczerpniete.

e Str. 23: Jest ,indol tancucha bocznego tryptofanu” zamiast reszty
indolowej. Ta uwaga odnosi sie do dalszych czesci tekstu gdzie Autorka
podaje, ze w danej sekwencji peptydu jest 5 tryptofanéw lub innych

aminokwaséw, zamiast 5 reszt tryptofanowych itd.;
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o Str. 34: proteis zamiast proteins
e 37:Jest. ,pierscien guaniny znajduje sie .....na srodku azotu w pozycji 2" -
nie wiadomo o co tu chodzi.

e Str. 142: Pozycja 11 w spisie literatury; to nie jest cytat

Zaréwno te, jak i wiele innych, nie wymienionych drobnych uwag, wg mojej
opinii, nie majg istotnego wptywu na warto$¢ i jako$¢ pracy zaprezentowanej mi do
recenzji. Wysoko oceniam sposdb przedstawienia aktualnego stanu wiedzy z
dziedzin nauki odnoszacych sie do tematu prowadzonych przez Autorke. Ogdlnie
mozna stwierdzi¢, ze praca doktorska mgr Karoliny Piecyk stanowi wartoSciowy
wktad w dziedzine chemii kwasow nukleinowych, a szczegélnie w chemie kapu —
koricowego odcinka RNA . Badania wykonane w ramach recenzowanej pracy

doktorskiej sg oryginalnymi i stanowig powazne osiggniecie Doktorantki.

Reasumujac stwierdzam, ze dysertacja pt.
Synteza i badania biologiczne analogéw 5’ korica mRNA) zawierajacych
modyfikowana w pozycji N2 i N7 guanozyne
odpowiada w petni wymaganiom stawianym pracom na stopiert doktora i stawiam
wniosek o dopuszczenie mgr Karoliny Piecyk do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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POLSKA AKADEMIA NAUK

Prof. dr hab. Ryszard Kierzek Poznan, 9 wrzesnia 2013 r.

Instytut Chemii Bioorganicznej PAN

Recenzja pracy doktorskiej mgr Karoliny Piecyk zatytulowanej
»Synteza i badania biologiczne analogow 5’ konca mRNA zawierajacych

modyfikowang w pozycji N2 i N7 guanozyneg”

Przedstawiona do oceny praca doktorska mgr Karoliny Piecyk powstala w grupie badawczej
kierowanej przez dr hab. Marzeng Jankowska-Anyszke. Jest to szczegélnie interesujaca rozprawa
doktorska, gdyz pokazuje w sposéb modelowy, jak mozna prowadzi¢ wazne badania naukowe w
interdyscyplinarnej grupie badawczej. W grupie tej oprocz chemikéw bioorganikéw spotykaja sie
biofizycy, biochemicy i biolodzy, a kazdy z nich wnosi do wspdlnych badan swéj wlasny profesjonalizm.

Rozprawa doktorska liczy 150 stron i skfada si¢ z kilku rozdziatow, z ktérych najwazniejsze to:
czes¢ literaturowa, omowienie i dyskusja uzyskanych wynikdow. Ponadto, w rozprawie doktorantka
przedstawita takze: cel badan i ich streszczenie, doktadny opis prowadzonych eksperymentow, wykaz

publikacji.

Mgr Karolina Piecyk rozpoczeta rozprawe od omdwienia w ,czesci literaturowej” zagadnien
zwiazanych z struktura kapu, zwracajac szczeg6lna uwage na jego funkcje biologiczne, biosyntez¢ oraz
oddziatywania z biatkowym czynnikiem inicjujagcym elF4E oraz snurportyna. Te rozdzial pozwala lepiej
zrozumie¢ cel i waznos$¢ badan prowadzonych przez mgr Karoling Piecyk. W szczegélnosei dotyczy to
tego fragmentu, w ktérym omawia funkcje konca 5° mRNA w procesie translacji, w tym jego
oddziatywania z biatkami regulujacymi ten proces. Rozdzial ten, wszystkie zawarte w nim informacje
nabieraja dodatkowej waznosci, jesli zestawi si¢ go celem badan doktorantki. Pozwala lepiej zrozumied
zasadno$¢ modelowych struktur fragmentow kapu, ktoére kandydatka zsyntetyzowala. Modyfikowane
pochodne kapu, ktére przygotowata mgr Piecyk w pierwszym momencie wydaja si¢ dos¢ ,,egzotyczne”,
jakkolwiek lektura tego rozdzialu pozwala zrozumie¢ kryteria wyboru podstawnikéw modyfikujacych
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guanozyne w pozycjach N2 lub N7. Wybér proponowanych przez doktorantke podstawnikéw reszty
guanozynowej staje si¢ szczegdlnie zrozumialy, jesli uwzgledni si¢ to co wiadomo dotychczas o
strukturalnych uwarunkowaniach oddziatywan kapu z elF4E i snurportyna.

W dalszej kolejnosci doktorantka przestawia cel swoich badan. Dla lepszego jego zrozumienia
nalezy doda¢, ze obserwuje si¢ silng zaleznos¢ pomiedzy aktywnoscia biatka elF4E (ktére rozpoznaje
kap, co jest istotne do inicjacji procesu translacji) a procesem nowotworzenia i apoptozy. Wczesniejsze
badania prowadzone w grupie profesora Edwarda Darzynkiewicza skupialy si¢ na poszukiwaniu
zwiazkow o silnym powinowactwie do elF4E, ktore mogtyby selektywnie inhibowa¢ dziatanie czynnika
inicjujgcego 4E w komdrkach ulegajacych niekontrolowanemu wzrostowi. Wyniki badan uzyskanych
przez grupe profesora Darzynkiewicza sugerowaly, ze okreslone typy podstawnikow w pozycjach N2
i/lub N7 guanozyny w fragmencie kap moga wzmocni¢ selektywnos¢ inhibicji translacji mRNA. Wtasnie
chemicznej syntezy tak modyfikowanych pochodnych guanozyny podjeta si¢ mgr Piecyk i jej
promotorka. Celem rozprawy doktorskiej bylo nie tylko przygotowanie samych modyfikowanych
pochodnych guanozyny, ale takze ich 5’-monofosforanow i w dalszej kolejnosci wybranych
dinukleotydowych analogéw kapu. Ponadto, dla kilku z nich mgr Piecyk przygotowata ich biokoniugaty z

biatkiem penetrujgcym MPS.

Najciekawsza czes¢ rozprawy doktorskiej dotyczy badan wilasnych. Celem mgr Piecyk byta
chemiczna synteza kilkudziesigciu strukturalnie dos¢ podobnych pochodnych guanozyny. Bardzo
sensownym wydaje si¢, wigc podejscie, ktore prowadzi do przygotowanie prekursorowej pochodnej, ktora
traktowana specyficznym zwigzkiem chemicznym zostanie przeksztatcona w okre$long N2 podstawiona
pochodng guanozyny. Z kilku mozliwych podejs¢ mgr Piecyk zdecydowata, ze prekursorowa pochodna
bedzie tréjacetylowana pochodna inozyny, z blokada uktadu laktamowego i podstawnikiem fluorowym w
pozycji 2. W literaturze zostalo dobrze opisane, ze tego typu pochodna ulega wydajnej substytucji w
pozycji 2 za pomocg odpowiednich amin. Doktorantka zoptymalizowata warunki syntezy prekursorowe;j
pochodnej inozyny z catkowita wydajnoscia okoto 70%. Na szczegdlng uwage zastuguje kolejny etap
syntezy, w ktorym w pozycje 2 wprowadzony zostanie podstawnik fluorowy. Z posrdd trzech
testowanych wybrala metode polegajaca na traktowaniu substratu azotynem tert-butylu i fluorowodorem
w pirydynie. Szkoda, ze doktorantka zapomniala poda¢ w tym miejscu, kto jest autorem oryginalnej
procedury. Stosujac odpowiednie aminy alifatyczne i aromatyczne, zaréwno pierwszorzedowe, jak i
drugorzedowe, uzyskata N2-podstawione pochodne guanozyny z wydajnosciami rzgdu 41-86%.

W nastgpnym etapie wigkszos¢ z nich zostata metoda Yoshikawy przeksztalcona w odpowiednie
5’-monofosforany. Jedynie informacja doktorantki, ze jest to metoda od wielu lat stosowana w grupie
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badawczej powstrzymuje mnie od krytyki, ze nie probowata uzycia nowszych metod fosforylacji. Na
miejscu doktorantki pokusiliby sie¢ tez o inna, niz uzycie kolumny z DEAE-Sephadex’em, metode
oczyszczania docelowych pochodnych 5’-monofosforanéw guanozyny. Chodzi mi gldwnie o
pracochfonno$¢ tej metody, zwlaszcza, ze kandydatka przygotowata kilkanascie takich pochodnych. Z
wilasnego doswiadczenia wiem, ze podobne pochodne dobrze rozdzielaja si¢ na silikazelowych ptytach
TLC rozwijanych w odpowiednio dobranej mieszaninie wody i acetonitrylu. Ostatni etap tego cyklu
syntezy to metylowanie w pozycji N7 5’-monofosforanéw N2-podstawionych pochodnych guanozyny.
Do tego celu uzyla klasycznego podejscia, polegajacego na traktowaniu substratu jodkiem metylu, co
pozwolito otrzyma¢ pozadane podstawione pochodne guanozyny.

Bardzo interesujgce byly takze dwie pochodne, w ktorych podstawnik w pozycji N2 zawieral
wigzanie potrojne (alkinowe). Pozwolilo to mgr Piecyk uzyska¢ poprzez cykloaddycje Huisgena
odpowiednie pochodne zawierajace w pozycji N2 podstawiony pierscien triazolowy. Chcac zapewni¢
optymalne warunki syntezy tych pochodnych kandydatka sprawdzita kilka alternatywnych metod
decydujac si¢ w koncu na podejscie oparte o N2-alkinowang pochodng guanozyny i odpowiedni azydek.
Podescie takie jest o tyle optymalne, ze uzycie r6znych azydkéw moze prowadzi¢ do powstania réznych
pochodnych i rzeczywiscie doktorantka wychodzac z dwdch pochodnych N2-alkinowanych guanozyny
przygotowala pie¢ pochodnych triazolowych.

Mgr Piecyk przygotowala tez szereg pochodnych 5’-monofosforanéw guanozyny lub jej N2,N2-
dimetylowanych analogéw i zawierajacych w pozycji N7 réznego typu podstawniki. Podobnie, jak dla
pochodnych guanozyny oméwionych wezesniej, wybor podstawnikéw w pozycjach N2 i N7 guanozyny
podyktowany byl uzyskaniem optymalnej inhibicji translacji mRNA. Takze w tym przypadku struktura
podstawnikow guanozyny zostala wybrana w oparciu o badania krystalograficzne komplekséw biatka
elF4E i r6znych analogéw kapu.

Jest rzecza niezwykle cenna, ze mgr Piecyk nie tylko zsyntetyzowala szereg podstawionych
pochodnych 5’-monofosforanu guanozyny, ale takze przeprowadzita badania biologiczne, w ktorych w
uktadach bezkomdrkowych badata ich wplyw na inhibicje translacji mRNA. Dla pieciu z nich mgr Piecyk
wykonata pomiary inhibicji translacji (ICso) w bezkomérkowym ekstrakcie z retikulocytow kréliczych.
Wigkszos¢ z nich wykazata inhibicje na poziomie referencyjnego N7-metyloGTP oraz N7-metylowanego
kapu (m’GpppG). Interesujacym byloby si¢ dowiedzie¢, czemu badania takie ograniczyta jedynie dla
pieciu pochodnych guanozyny (przygotowata ich przeciez 20) oraz czym tlumaczy ich do$¢ ograniczong
aktywnos¢ inhibujaca. Czy znaczy to, ze struktura wybranych podstawnikow alkilowych pochodnych

GMP nie byla optymalnie przewidziana?






Dla wigkszej grupy inhibitorow (dla 14 pochodnych) doktorantka dokonata podobnych pomiaréw
inhibicji translacji w bezkomérkowym ekstrakcie z pasozytniczych nicieni Ascaris suum. Badania te
prowadzone byly podczas kilku pobytéw kandydatki w laboratorium dr Richarda Davisa w Stanach
Zjednoczonych. Obserwowala pewne zaleznosci pomiedzy struktura pochodnych GMP oraz ich
aktywnoscig inhibujaca. Obserwowany poziom inhibicji byl znaczacy, jakkolwiek jedynie dla jednej
pochodnej byt szczegdlnie wyrazny.

Syntezy odpowiednich pochodnych guanozyny dominowaty jednak w badaniach mgr Piecyk.
Bardzo ambitnie wyglada takze kolejny etap jej badan, w ktérym réznego typu N2 i/lub N7 postawione
pochodne  5’-monofosforanow guanozyny byly substratami do przygotowania modelowych
dinukleotydowych pochodnych kapu. Metoda syntezy dinukleotydowych pochodnych kapu jest dobrze
rozwinigta w grupie profesora Darzynkiewicza i zapewne z porad dr hab. Jacka Jemielitego doktorantka
korzystata. W sumie przygotowata kilkanascie w rézny sposob modyfikowanych pochodnych kapu.
Obecnie sg badane ich oddzialywania z snurportyna. Jest to nowy projekt badawczy, w ktérym
uczestniczy grupa promotorki mgr Piecyk i dotyczy regulacji procesu dojrzewania pre-mRNA
zwigzanego z dystrofia miesniowa Duchenne’a. Snurportyna jest biatkiem odpowiedzialnym za transport
do jadra RNA zakonczonych kapem. Stosujac metod¢ pomiaru wygaszania fluorescencji snurportyny
doktorantka okreslita stale wigzania biatka i trzech modelowych pochodnych kapu.

Ostatnim zadaniem badawczym mgr Piecyk byla chemiczna synteza koniugatu zawierajacego
dinukleotydowy analog kapu i peptydu penetrujacego blone¢ komdrkowag (CPP). Doktorantka sama
przygotowata 16 aminokwasowy peptyd MPS. Chcac na pozniejszym etapie pofaczy¢ oba skiadniki,
modelowy kap zaopatrzyla w podstawnik alkinowy a peptyd w grupe azydkowa. Rozumiem, ze peptyd
MPS miat zawiera¢ grupe azydkowa, ale jestem przekonany, ze przygotowanie tak modyfikowanego
peptydu mozna bylo zleci¢ firmie zewnetrznej za rozsadng cene¢ lub nawigza¢ wspolprace z grupa
badawcza w Polsce, ktéra chemiczng synteze peptydéw prowadzi regularnie. Uwazam, ten fragment

badan w wykonaniu doktorantki za zbedny.

Podsumowujac wyniki zebrane przez mgr Karoling Piecyk pragne stwierdzié, ze sg one bardzo
cickawe. Najwyzej ceni¢ w badaniach mgr Piecyk ich réznorodnosé¢, bo oprécz chemicznej syntezy
roznego typu modelowych czasteczek kap prowadzita ona z powodzeniem badania fizykochemiczne i
biologiczne. Chociaz uwazam to za zbegdne, podjgta si¢ takze chemicznej syntezy sporych rozmiarow
peptydu MPS. W tym momencie uzyskane wyniki inhibicji translacji sa umiarkowane, ale optymistyczne,

gdyz wiele zwigzkéw jest w dalszym ciggu badanych przez doktorantke lub wspdtpracujace zespoty






badawcze. Godna pochwaty, oprocz roznorodnosé prowadzonych badan, jest staranno$¢ ich prowadzenia

oraz wyraznie widoczna dociekliwos$¢ naukowa mgr Karoliny Piecyk.

Nie mam wigkszych zastrzezen do prowadzonych przez mgr Piecyk badan. Oczywiscie niektore
syntezy czy przeprowadzone badania mozna byloby zrobi¢ inaczej, ale te, ktore wykonata kandydatka sa
prawidiowe. Prowadzac syntezy testowata ona rézne podejscia, wybieraja to, ktore dawalo najlepsze
wyniki. Jest to bardzo cenna cecha miodego naukowca.

Sama rozprawa doktorska mgr Piecyk jest napisana dobrze, czyta si¢ jg z zaciekawieniem. Jest
szereg starannie wykonanych ilustracji, schematow syntez czy tabel, ktdére sg bardzo przydatne podczas
czytania rozprawy. Z drobnych rzeczy, ktore mozna bytoby zmieni¢ to, na przykiad, nie napisatbym, ze
translacji ulegaja organizmy eukariotyczne tylko ich mRNA (strona 39). Sadze, ze uzycie okreslenia
»struktura” dla nazwania okreslonej pochodnej nie jest najlepsze (strona 40 i w kilku innych miejscach
rozprawy). Ponadto, grupy ochronne z nukleozydow czy nukleotyddw si¢ raczej odblokowuje czy usuwa
a nie ,,odbezpiecza” (strona 51). By¢ moze jest to wynik mojego osobistego uczulenia na réznorodnosé¢
odstepéw pomigdzy poszczegdlnymi wyrazami w zdaniu (chodzi mi o ilo§¢ odbi¢ pomigdzy wyrazami),
ale w pracy doktorskiej bardzo czegsto s3 one rozne, co $wiadczy o pospiechu w pisaniu rozprawy

doktorskiej albo pewnej nieuwadze doktorantki.

Podsumowujac swoja recenzj¢ pragne stwierdzi¢, ze dorobek badawczy mgr Karoliny Piecyk jest
znaczacy. Najwyzej ceni¢ w rozprawie doktorskiej kompleksowy sposob prowadzenia badan, ich
interdyscyplinarny charakter. Fakt, ze jest wspotautorka kilku publikacji bardzo dobrze $wiadczy o mgr

Piecyk i wysokim poziomie badan, jakie prowadzi.

Pragne stwierdzi¢, ze przedstawiona do oceny praca doktorska mgr Karoliny Piecyk speinia
calkowicie wymogi merytoryczne i formalne stawiane pracom doktorskim i wnosze do Rady Naukowej
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie mgr Karoliny Piecyk do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Rysrand Wiewdn
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