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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Tytut rozprawy:
Wiasciwosci fizyko-chemiczne wybranych 8-azapuryn oraz specyficzna rybozylacja
2,6-diamino-azapuryny przez fosforylaze nukleozydéw purynowych.
(Physico-chemical properties of selected 8-azapurynes and specific ribosylation of

2,6—diamino-azapurine by purine nucleoside phosphorylase)

Autor rozprawy: Mgr Maciej Pyrka
Promotor rozprawy: Dr hab. Maciej Maciejczyk, prof. UWM

Przedmiotem badan rozprawy byto zbadanie wtasciwosci wybranych 8-aza-puryn: 8-aza-izo-
guaniny, 8-aza-guaniny oraz 2,6-dwuamino-azapuryny, jak rowniez wyjasnienie mechanizmu
niekanonicznej rybozylacji wybranych ligandéw - pochodnych 8-aza-puryn, przez fosforylaze
nukleozydéw purynowych (PNP).

Na prace o objetosci 57 stron sktadajg sie trzy kopie nastepujgcych prac naukowych
opublikowane w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym:

1. Maciej Pyrka, Maciej Maciejczyk, Theoretical study of tautomeric equilibria of 2,6-
diamino-8-azapurine and 8-aza-iso-Guanine, Chemical Physics Letters, 2015, 627, 30-
35 (IF=1.90).

2. Maciej Pyrka, Maciej Maciejczyk, Theoretical investigations of tautomeric equilibrium
of 9-methyl-8-aza-iso-Guanine and its electrostatic properties, Computational and
Theoretical Chemistry, 2016, 1091, 1-7 (IF=1.40).

3. Maciej Pyrka, Maciej Maciejczyk, Why purine nucleoside phosphorylase ribosylates
2,6-diaminoi-8-azapurine in non-canonical positions ? A molecular modeling study,
Journal of Chemical Information and Modeling, 2020, 60, 1595-1606 (IF=3.97).

Prace te poprzedzone zostaty nastepujacymi paragrafami:
I. Spis publikacji wchodzgcych w skifad rozprawy doktorskie;j.
II. Oméwienie celu naukowego oraz uzyskanych wynikéw:
o Wprowadzenie,
o Cel pracy doktorskiej.
o Omodwienie prac wchodzgcych w sktad rozprawy doktorskiej,

o Whioski,



o Spis literatury, zawierajgcy 34 odnosniki - bedacy uzupetnieniem spiséw
literatury w wymienionych wyzej publikacjach.
lll. Streszczenie w jezyku polskim.
IV. Streszczenie w jezyku angielskim.
V. Dorobek naukowy:
o Spis wszystkich publikacji,
o Dziatalnos¢ naukowa i organizacyjna.

VI. Oswiadczenia wspétautoréw prac wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej.

Publikacje sg dwuautorskie, Autora rozprawy i Promotora. Ztozone o$wiadczenia zgodnie
wskazujg na wiodacy udziat Autora w stworzeniu prac sktadajgcych sie na rozprawe doktorskag
(odpowiednio, 70 %, 70% i 80 %). Przedtozona dokumentacja tworzy zintegrowang catosc i
dobrze prezentuje osiggniecia doktoranta bedace przedmiotem niniejszej recenzji, jak rowniez
jego szersze osiggniecia naukowe (3 inne publikacje) oraz profil jego dziatalnosci naukowej i
organizacyjne;j.

W badaniach zastosowano metody molekularnej mechaniki kwantowej na poziomie
funkcjonatu gestosci elektronowej (DFT) oraz ab initio, jak rowniez metody molekularnego
modelowania (MM, MD).

Pierwsze dwie prace poswiecone zostaly zagadnieniu tautomerii (izomerii protonowej) 2,6,-
dwuamino-8-azapuryny, 8-aza-izo-guaniny oraz 9-metylo-8-aza-izo-guaniny, w tym
obliczeniom energii tych tautomeroéw oraz ich elektrostatycznym wiasciwosciom. Rozwazono
wszystkie mozliwe stany tautomeryczne w/w zwigzkéw. Zastosowano dobrze ugruntowane
przyblizenia pozwalajgce na doktadne rozwigzanie wieloelektronowego, niezaleznego od
czasu rownania Schroedingera w przyblizeniu Borna-Oppenheimera. Obliczenia zostaty
przeprowadzone za pomocg metod na poziomie B3LYP/6-311+G(d,p), jak roéwniez
wykorzystujgc hybrydowe funkcjonaty (BHandHLYP/cc-pVTZ) oraz metody kompozytowe (G3,
G4). Wyznaczono doktadne réznice energii tautomeréw oraz oszacowano réznice ich energii
swobodnych.

Do ciekawszych wynikéw zaliczytbym te wykonane do réznych form tautomerycznych
8-aza-izo-Guaniny oraz aza-Guaniny, co pozwolito na przedstawienie wynikéw rownowagi
tautomerycznej tej sondy fluorescencyjnej. Wyniki byty konsystentne takze z wczesniejszymi
badaniami eksperymentalnymi. Wyniki obliczeh zostaty poréwnane takze z tymi otrzymanymi
dla Guaniny i izo-Guaniny, a zastosowana metodologia zostata przetestowana na 2,6 -
dwuamino-8-azapurynie. Jej poprawnos¢ zostata sprawdzona przez obliczenie elektronowych

stanéw wzbudzonych oraz ich poréwnanie z dostepnymi danymi eksperymentalnymi.



Pierwsze trzy singletowe energie wzbudzenia zostaty wyznaczone za pomocg czasowo-
zaleznej metody DFT oraz poréwnane ze znanymi eksperymentalnie maksimami absorpciji.
Najbardziej stabilny tautomer 2,6-diamino-8-azapuriny, zaréwno w fazie gazowej, jak i
w wodzie wystepuje w formie aminowej i jest uprotonowany w pozycji N(9). Najbardziej
preferowang formg 8-aza-izo-Guaniny w fazie gazowej jest tautomer amino-enolowy,
natomiast w srodowisku wodnym tautomer amino-ketonowy, z tym ze z drugim protonem w
pozyciji N(1) a nie N(9).
Ciekawym wnioskiem jest réwniez to ze efekt mutacji izoCyt—T zaobserwowany dla
alternatywnego kodu genetycznego moze byé¢ spodziewany rowniez przypadku zamiany izo-

Guaniny na 8-aza-izo-Guanine.

W trzeciej pracy zaproponowano m.in. wyjasnienie mechanizmu kanonicznej i niekanoniczne;j
rybozylacji dwéch azapuryn przez PNP, odpowiednio aza-Guaniny oraz 2,6-dwuamino-8-
azapuryny, ktory zostat zaobserwowany we wczesniejszych badaniach eksperymentalnych
(A. Stachelska-Wierzchowska et al., Molecules, (2016), 21:44).

Analiza populacji tautomeréw aza-Guaniny oraz 2,6-dwuamino-8-azapuryny, w potgczeniu z
teoretycznym miareczkowaniem PNP oraz analizg komplementarnosci stanéw w procesie
dokowania sugerujg, ze aza-Guanina wigze sie do kieszeni PNP ze zdeprotonowanym Glu-
201 enzymu (czyli z jego forma ujemnie natadowang), natomiast 2,6-dwuamino-8-azapuryna

wigze sie do kieszeni z uprotonowanym Glu-201 (czyli z jego formg neutralng).

Obliczenia numeryczne oraz dokowanie wykonane sg solidnie a analiza uzyskanych wynikow
jest wiarygodna. Mozna z catg pewnoscig stwierdzi¢, ze uzyskane wyniki niewatpliwie
przyczyniajg sie do lepszego poznania mechanizmow zjawiska tautomerii azapuryn oraz
pozwolg lepiej zrozumie¢ szerzej procesy punktowych mutacji w kwasach nukleinowych, jak
rowniez mechanizmy dopasowania (wzajemnego rozpoznawania sie)  struktur
tautomerycznych do struktury donorowo-akceptorowej wigzan wodorowych w centrum
wigzgcym PNP. Praca napisana jest poprawnie pod wzgledem redakcyjnym i jasno jezeli
chodzi o zawarto§¢ merytoryczng. Czytelnik gubi sie troche w nomenklaturze struktur

tautomerycznych, ale nie ma chyba na to rady, bo struktur tych jest po prostu duzo.

Mam kilka niewielkich uwag o charakterze dyskusyjnych, ktére sg nastepujace:
¢ Nie jest dla mnie do konca jasne w jaki sposdb oszacowny zostat wkiad entropowy do
réznic energii swobodnej tautomeréw. Przypuszczam, ze wykorzystany zostat w tym
celu model molekularnego wielowymiarowego oscylatora (harmonicznego Iub
anharmonicznego), ale nie jestem tego pewien. Oczekiwatbym w trakcie obrony pracy

doktorskiej odpowiedzi na to pytanie.



e Zagadnienie alternatywnego kodu genetycznego, np. takiego ze zamiast guaniny
mamy izoguanine a zamiast cytozyny mielibysmy izocytozyne byto dyskutowane z
wykorzystaniem obliczeh kwantowych juz w latach 80-tych poprzedniego stulecia -
wystarczy np. wpisac w Google pytanie “why isoguanine and isocytosine are not the
components of the genetic code®. Stabilno$¢ strukturalna nosnikéw kodu genetycznego
nie jest jednak wszakze cechg bezwzglednie akceptowang w procesie molekularnej
ewolucji. Nalezy bowiem zwréci¢ uwage, ze w stanie prozni nawet zwykfa guanina (jak
réwniez jej 9-metylowana pochodna) w formie aminowo-enolowej jest troche bardziej
stabilna od kanonicznej formy aminowo-ketonowej - komplementarnej do cytozyny
(patrz np. K. Szczepaniak et al., Infrared spectra of tautomers and rotamers of 9-
methylguanine. An experimental and theoretical study. J.Chem.69,1705 (1991)), a
jednak guanina jest no$nikiem kodu genetycznego. Bytbym ciekaw poznania poglgdu
Autora na problem ,stabilnosci strukturalnej zasad nukleinowych” vs ,bycia

molekularnym nosnikiem kodu genetycznego”.

Maciej Pyrka jest w sumie wspétautorem szesciu prac opublikowanych w czasopismach o
zasiegu miedzynarodowym (sumaryczny IF = 15.97, 470 punktéw MNiSW). Odbyt dwa staze
naukowe na University of Florida w Gainesville oraz w Instytucie Fizyki na Uniwersytecie

Szczecinskim. Brat takze aktywny udziat w kilku warsztatach i konferencjach naukowych.

Biorgc pod uwage osiggniecia Autora uzyskane w recenzowanej pracy doktorskiej jak i w jego
dotychczasowej pracy naukowej uwazam, ze Maciej Pyrka jest dobrym i doswiadczonym

pracownikiem naukowym.

W podsumowaniu chciatbym wyrazic¢ opinie, ze rozprawa spetnia ustawowe (Ustawa z 20 lipca
2018 r. ,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce”) i zwyczajowe warunki stawiane rozprawom
doktorskim, w szczegdlnosci zawiera oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Wnosze
w zwigzku z tym o dopuszczenie Pana magistra Macieja Pyrke do dalszych etapéw

postepowania zwigzanego z uzyskaniem stopnia naukowego doktora.
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