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Recenzja
rozprawy doktorskiej Magistra Macieja Pyrki zatytutowane;j:
» Wlasciwosci fizyko-chemiczne wybranych 8-azapuryn oraz specyficzna rybozylacja 2,6-diamino-azapuryny

przez fosforylaze nukleozyd6w purynowych”

Gdansk, 14 grudnia 2020 r.

Ogromne zainteresowanie badaniami struktur tautomerycznych zasad nukleinowych w konteks$cie
ich roli w procesie mutagenezy, w szczegolnosci powstawania mutacji spontanicznych, zbieglo si¢ w czasie
z burzliwym rozwojem technik spektroskopowych w latach 60. i 70. Ograniczeniem, czgsto
uniemozliwiajagcym badania spektroskopowe pochodnych zasad nukleinowych w roztworach (szczego6lnie w
srodowisku wodnym), byta staba rozpuszczalno$¢ tych zwigzkow. Dane literaturowe opublikowane w latach
osiemdziesiatych ubiegltego wieku dowiodly wykonalno$¢ wyznaczania rownowag tautomerycznych w fazie
gazowej przy zastosowaniu metod teoretycznych. Udowodniono wtedy stuszno$¢ podej$¢ teoretycznych
udostepniajac do poréwnania odpowiednie dane eksperymentalne (Kwiatkowski i in., 1985). Badania
teoretyczne dotyczyly czasteczki 2-pirydonu w fazie gazowej, gdzie wykorzystujac zaawansowane zbiory
Gaussa do opisu czgsteczki, petng geometryczng optymalizacj¢ oraz uwzgledniajgc energi¢ korelacji do
wyznaczenia wartosci roznicy energii migdzy ketonowymi 1 enolowymi formami otrzymano zgodnos¢
wynikéw z eksperymentem (Schlegel i in. (1982) i Scanlan i in. (1983)). Dzi§ mozliwosci modelowania i
symulacji bardziej ztozonych uktadow biologicznych niz zasady purynowe, powiazanie ich struktury z
funkcjami zyciowymi, zalezg wytacznie od wizji badawczej 1 mocy obliczeniowych komputeréow, a wyniki
tych obliczen sg natychmiast wykorzystywane przez zespoty doswiadczalne i vice versa, co ma bezposrednie
przetozenie na ich wdrozenie w medycynie i farmakologii. Wszystkie zasady nukleinowe majg karbonylowe
1 aminowe grupy funkcyjne, ktére zawieraja wymienialne z rozpuszczalnikiem (stabo zwigzane) atomy
wodoru, ktore moga uczestniczy¢ w keto-enolowych i amino-iminowych typach tautomerii. Ze wszystkich
mozliwych kanonicznych form tautomerycznych zasad nukleinowych, formy keto- i aminowe przewazajg w
warunkach fizjologicznych, a zatem sa uwazane za tzw. ,,gldéwne” tautomery (ang. major). Formy imino- i
enolowe s3 uwazane za ,,drugorzedne” tautomery (ang. minor) i zazwyczaj wystepuja bardzo rzadko.
Chociaz wszystkie zasady kwasu nukleinowego moga potencjalnie przyja¢ ,,drugorzedne” formy

tautomeryczne, tylko w przypadku guaniny pomniejsze/drugorzedne tautomeryczne formy rownowagi
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zostaly zaproponowane jako odgrywajgce zasadnicza role w biochemii RNA. Przyj¢to, ze tautomeryczne
formy ,,drugorzedne” i/lub zjonizowane formy katalitycznych guanozyn sg zaangazowane w Kkatalize
kwasowo-zasadowa autolitycznych reakcji rozszczepiania samorozszczepiajacych si¢ rybozymoéw, takich
jak: hairpin, hammerhead i gImS (Cochrane i Strobel, 2008).

Biorgc pod uwage, ze tautomeria jest nicodlgczng wiasciwoscig rybonukleotydow, uwazam, ze tematyka
przedstawionej mi do oceny pracy doktorskiej jest jednag z kluczowych w biochemii, poniewaz
zréznicowanie strukturalne generowane przez roéwnowagi tautomeryczne wplywa na szereg procesow
biologicznych z udzialem RNA. (Wiadomym jest, ze analogi tautomeryczne nukleozydow majg szerokie
zastosowanie terapeutyczne jako leki przeciwwirusowe ze wzgledu na ich zdolnos¢ do wywolywania
$mierciono$nej mutagenezy (Li i wsp. 2014)).

Udowodniono, ze pochodne guaniny (aza-guanina) oraz izo-guaniny (8-aza-izo-guaniny) zostaty w
przesztosci rozpoznane jako sondy fluorescencyjne, ktore moga by¢ uzyteczne w badaniach waznych
procesow biologicznych. Zatem rozszerzenie wiedzy na temat ich stabilnosci, ktorej podjat si¢ Magister
Pyrka realizujac swoja prace doktorska, ma duze znaczenie. W rozprawie bowiem zostaty przedstawione
wyniki obliczen uzyskane przy zastosowaniu metod chemii kwantowej dla réznych form tautomerycznych
w/w zwiazkoéw, co umozliwito przedstawienie profilu rownowagi tautometrycznej sondy fluorescencyjne;.
W pracy pojawit si¢ rowniez bardzo istotny watek reakcji rybozylacji dwoch azapuryn przez cielece PNP
(biatko fosforylaze nukleozydéw purynowych, ktore rozszczepia wigzanie glikozydowe rybo- i
dezoksorybonukleozydow w obecnosci nieorganicznego fosforanu). Magister Pyrka przedstawil uzyskane
przez siebie wyniki w konteks$cie danych eksperymentalnych. Juz w latach siedemdziesigtych ubieglego
wieku stwierdzono, ze brak aktywnosci fosforylazy (PNP) prowadzi do uposledzenia odpornosci
komorkowej, stad cel wybrania tego wtasnie biatka do badan wydaje si¢ uzasadniony.

Magister Maciej Pyrka wykonywat swoja prace doktorska pod kierunkiem dr hab. Macieja
Maciejczyka, prof. UWM w Katedrze Fizyki i Biofizyki na Wydziale Nauki o Zywnosci, na Uniwersytecie
Warminsko-Mazurskim. Przedstawiona mi do oceny praca doktorska zaktadata nastepujace cele: zbadanie
wlasciwosci wybranych trzech 8-aza-puryn, t.j.: 8-aza-izo-guaniny, 8-aza-guaniny, 2,6-diamino-aza-puryny
oraz wyjasnienie mechanizmu rybozylacji wybranych pochodnych 8-aza-puryn przez enzym PNP.
Rozprawa zostala przygotowana w formie spojnego zbioru trzech artykuléw opublikowanych w
prestizowych czasopismach naukowych, z listy JCR. Taka forma przedstawienia rozprawy doktorskiej jest
zgodna z ustawg o stopniach naukowych i tytule naukowym i nie budzi najmniejszej watpliwosci. Catos¢ ma

charakter tzw. spinki, w sktad ktorej poza kopiami artykutow wchodzi: omowienie celu naukowego i
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uzyskanych wynikéw, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, spis dorobku naukowego, oswiadczenia
wspotautorow prac. Na rozprawe mgr Pyrki sktadaja si¢ trzy oryginalne publikacje, w ktoérych Magister
Pyrka jest pierwszym autorem i - jak wynika z zalgczonych oswiadczen — jego udzial byt dominujacy,
oceniony na 70% i wigcej:

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. (publikacja nr1)

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. (publikacja nr2)

3) Maciej Pyrka, Maciej Maciejczyk*; Why purine nucleoside phosphorylase ribo-sylates 2,6-diamino-
8-azapurine in non-canonical positions? A molecular modeling study; Journal of Chemical
Information and Modeling, 2020, 1091, 1-7. (publikacja nr3)

Laczny impact factor (IF) publikacji wynosi 7,266. Liczba punktow MNiSW wynosi natomiast 145 (210
liczac punktacje z 2019 roku). Powyzsze trzy publikacje sa tylko dwuautorskie, drugim autorem jest
Promotor Doktoranta. Warto podkresli¢ w tym miejscu, iz Magister Pyrka w swoim dorobku naukowym
posiada, oprocz wymienionych publikacji, jeszcze trzy inne prace z listy JCR.

W pierwszej pracy z cyklu zawarte sa wyniki, na podstawie ktorych wyznaczono obraz
tautomeryczny dwoch wybranych pochodnych 8-azapuryn: 2,6-diamino-8-azapuryny (nazwanym w skrocie
DaaPur) oraz 8-aza-izo-guaniny (z8izoGua) w fazie gazowej oraz w otoczeniu wodnym. Obliczenia
prowadzone byly za pomoca chemii kwantowej przy uzyciu metod teorii funkcjonatu gestosci na poziomie
B3LYP/6-311+G(d,p) (czyli VTZP + funkcje dyfuzyjne dla cigzkich atoméw) oraz wykorzystujacej
hybrydowe funkcjonaty BHandHLYP/cc-pVTZ. Autor wykazat, ze dla 2,6-diamino-8-azapuryny zaréwno
w fazie gazowej jak 1 wodnej najbardziej stabilnym tautomerem okazuje si¢ zwigzek sprotonowany w
pozycji N9 (tzw. D9), natomiast dla 8-aza-izo-guaniny w fazie gazowej forma amino-enolowa A29, a w
wodzie amino-oxo A38 (nazwy uzywane przez Autora w publikacji nrl). W przypadku 2,6-diamino-8-
azapuryny sprotonowanej w pozycji N9 dane eksperymentalne pozostaja w zgodnosci z danymi
obliczeniowymi. Rozpatrujgc 8-aza-izo-guaning wyniki dla fazy gazowej roznig sie od tych dla Srodowiska
wodnego. W tym przypadku mamy do czynienia z bardziej skomplikowanym uktadem. Forma cis aminowo-
enolowa preferuje form¢ sprotonowana w pozycji N9 pierécienia triazolowgo podczas gdy forma trans

pozycje N7 i N8. Dodatkowo w fazie wodnej dominuje zdecydowanie tautomer ze sprotonowana forma w
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pozycji N8. Dane literaturowe eksperymentalne, ktory dotyczyty wytacznie stanu podstawowego, pokazaty,
ze tautomer N(8)-H jest w mniejszosci w stosunku do innych tautomerdéw pierscienia triazolowego N(7)-H i
N(9)-H. Wniosku tego nie potwierdzajg uzyskane przez Autora obliczenia kwantowo-mechaniczne. Czy
Autor moglby wyjasnié przyczyng tej rozbieznosci?

Drugi artykutl wchodzgcy w sktad pracy doktorskiej dotyczy procesu metylacji 8-aza-izo-guaniny w pozycji
N9 i jego wplywu na roéwnowage tautomeryczng. Wszystkie mozliwe formy zmetylowanej 8-aza-izo-
guaniny w pozycji 9 zostaly rozpatrzone (nawet iminowe). Obliczenia zostaly wykonane za pomoca
hybrydowych metod BHandHLYP/cc-pVTZ i ztozonej metody kwantowej Gaussian-3 (G3) i Gaussian-4
(G4), a wyniki poréwnano z wynikami uzyskanymi dla izo-guanidyny blokowanej metylem oraz
niemetylowanej czasteczki 8-aza-izo-guaniny. Wzgledne energie swobodne uzyskane za pomoca
BHandHLYP i G3 byty silnie skorelowane, a wyniki uzyskane metoda G4 nie réznily si¢ istotnie od
uzyskanych metodg G3. Silna korelacja pomiedzy wynikami uzyskanymi metodami hybrydowa
BHandHLYP/cc-pVTZ i ztozong G3 potwierdza trafno$¢ wyznaczonego rz¢du tautomerycznego. Uwazam,
ze najbardziej praktyczng informacja wynikajaca z przeprowadzenia badan w tej czesci pracy doktorskiej
byto ustalenie, iz darmowe energie uzyskane metoda BHandHLYP/cc-pVTZ sa ilosciowo bardziej
wiarygodne, chociaz obie metody (tzn. hybrydowa oraz G3) przewiduja z grubsza t¢ sama kolejnosé
tautomerow. W rezultacie mniej wymagajaca obliczeniowo metoda G3 dobrze nadaje si¢ do przewidywania
rzedu tautomerycznego i wstepnej selekcji tautomerow niskoenergetycznych, ale do analizy ilo$ciowej
nalezy stosowa¢ drozsza metode BHandHLYP/cc-pVTZ. Czy po przeprowadzeniu w/w badan Autor uwaza,
ze jest mozliwe - dla wszystkich tautomer6w - rozpoznanie form obojnaczych tylko na podstawie prostych
rozwazan dotyczacych kolejnosci wigzan? Prosze o krotkie wyjasnienie.

Trzecim artykutem sktadajacym si¢ na prace doktorska jest publikacja, ktorej celem byto wyjasnienie
obserwowanej eksperymentalnie rybozylacji dwoch analogéw puryny: 2,6-diamino-8-azapuryny
(niekanonicznej) 1 8-azaguaniny (kanonicznej) przez cielgce biatko PNP. Magister Pyrka wraz ze
wspotautorem pracy postawili hipoteze, ze miejsce rybozylacji zalezy od ekspozycji pier§cienia
triazolowego ligandow na kanal prowadzacy do miejsca wigzania, gdzie a-D-rybozo-1-fosforan moze
zblizy¢ si¢ do celu, w zwigzku z czym miejsce rybozylacji zalezy od najbardziej prawdopodobnego
ustawienia wigzania liganda w kieszonce wigzacej, tj. model zwigzania liganda w kieszonce, dla ktérego
WYzNnaczono najnizszg energig swobodng Gibbsa. Analiza populacji tautomeréow 8-aza-guaniny (azaGua) i
2,6-diamino-8-azapuryny (DaaPur) w potaczeniu z tzw. ,.teoretycznym miareczkowaniem” biatka PNP i

analiza dokowania /MM-PBSA/NMA pokazaty, ze formy docelowego biatka dla analogéw puryny
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podstawionych 6-0kso i 6-aminami nie sg identyczne. Zaprezentowane wyniki sugerujg, ze czgsteczka
azaGua (podstawnik 6-okso) wigze si¢ z biatkiem z deprotonowang resztg Glu-201, ale DaaPur (podstawnik
6-aminowy) wiaze si¢ z biatkiem z protonowanym Glu-201. Najbardziej prawdopodobnym miejscem
ekspozycji czasteczki DaaPur jest N8, natomiast prawdopodobienstwo ekspozycji N7 jest niskie. Wynik ten
jest tylko cze$ciowo zgodny z danymi eksperymentalnymi, ktére przewidujg rybozylacje w obydwu
pozycjach N8 i N7. Energia swobodna Gibbsa uzyskana w tej samej analizie tylko dla tym razem azaGua
przewiduje najwyzsza stabilno$¢ pozycji wigzania z N8, natomiast eksperymentalnie przewidywana jest
ekspozycja N9. Czy Autor moglby skomentowaé te roznice? Czy jest mozliwe jednoznaczne wskazanie na
podstawie wykonanych badan najbardziej prawdopodobnego miegjsca ekspozycji liganda azaGua do PNP?
Badania zostaly przeprowadzone rzetelnie i poprawnie. Na uwage zastuguje fakt zastosowania
bogatej metodyki w trakcie realizacji badan do pracy nr3. Wczesniejsze opublikowanie wynikow jest forma
weryfikacji ich wysokiego poziomu naukowego. Dlatego tez rozprawa doktorska w postaci opublikowanych

prac jest bardzo warto$ciowa i zastuguje na uznanie.

Opis celu naukowego oraz uzyskanych wynikow zostat napisany dos$¢ przejrzyscie. Jezyk, ktorego
uzywa Autor wskazuje na Jego dojrzato$¢ naukowa i dobre rozeznanie w tematyce prowadzonych badan.
Zauwazytam nieco sformulowan zargonowych, np.: ,najbardziej prawdopodobny mod wiazania”,
“miareczkowalne reszty biatka (...)” , ,, (...) bardziej wyrafinowana metodologia (...) ”. W przysztosci

proponuje unika¢ zwrotéw zargonowych.

Podsumowujac, moja opinia o rozprawie jest zdecydowanie pozytywna. Skladajace si¢ na nig
publikacje zostaly juz poddane bardzo rygorystycznej ocenie anonimowych recenzentéw, bedacych
specjalistami w dziedzinie rozprawy. Wstep jest napisany jasno i bez istotnych uchybien jezykowych czy
stylistycznych. Nie doszukatam si¢ w rozprawie problemow merytorycznych, a W recenzji zadalam
Doktorantowi jedynie parg pytan wyniktych z mojego zaciekawienia tematyka rozprawy. Rozprawa zawiera
wymagane elementy nowos$ci naukowej potwierdzone wynikami naukowymi wchodzacymi w  skiad
rozprawy doktorskiej. Rozprawa spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim przez Ustawe z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym 1 Nauce, jak rowniez zwyczajowe standardy stawiane

rozprawom doktorskim w dziedzinie nauk przyrodniczych i §cistych w dyscyplinie nauki biologiczne.



i
.,

_._Fjﬁg, Hﬁ@ w,?ﬁi, %d%f 4 “‘3@ }p;
U G i ‘ﬁ‘cg)AR%INCU

) WYDZIAL CHEMII
UNIWERSYTET GDANSKI Katedra Chemii Ogdlnej i Nieorganicznej CHEMIA U6

80-308 Gdanisk, ul. Wita Stwosza 63, tel. (+48 58) 523 5315, fax (+48 58) 523 5012, e-mail: joanna.makowska@ug.edu.pl

Whnoszg¢ zatem o dopuszczenie mgra Macieja Pyrki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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Joanna Makowska



