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Recenzja pracy doktorskiej mgr Maciej Pyrki
“Wtasciwosci fizyko-chemiczne wybranych 8-azapuryn oraz specyficzna rybozylacja

" 2,6-diamino-azapuryn przez fosfataze nukleozydoéw purynowych”.

Rozprawa doktorska przedstawiona przez Pana magistra Macieja Pyrke nosi polski tytut
"Wiasciwosci  fizyko-chemiczne wybranych 8-azapuryn oraz specyficzna rybozylacja
2,6-diamino-azapuryn przez fosfataze nukleozydéw purynowych’. Zostata ona wykonana w
Katedrze  Fizyki i Biofizyki Wydziatu Nauki o  Zywnosci Uniwersytetu
Warmirnisko-Mazurskiego w Olsztynie. Promotorem rozprawy jest dr hab. Maciej Maciejczyk,
prof UWM.

Rozprawa skiada sie z 7 rozdziatéw, z czego tresci merytoryczne zajmujg 18 stron (od
rozdzialu Il do V). Rozdziat Il jest najobszerniejszym rozdziatem - sktada sie z
Wprowadzenia, Celu pracy doktorskiej, Omdéwienia prac wchodzacych w sktad rozprawy,
Whioskow oraz Literatury obejmujacej 34 pozycje. Pozostate rozdziaty Zawierajg wymagane
ustawa elementy, m.in. streszczenia, oswiadczenia wspétautoréw prac oraz kopie publikaciji
wchodzacych w skiad rozprawy. Uktad pracy jest czytelny i minimalistyczny w formie. W
sktad rozprawy wchodza trzy oryginalne prace opublikowane w specjalistycznych
czasopismach o zasiggu migdzynarodowym. We wszystkich trzech pracach Doktorant jest
pierwszym autorem. Jego wklad w powstanie prac jest Zznaczacy, z przedstawionych
oswiadczen wynika, ze brat udziat zarébwno w etapie projektowania badania, jak i jego
przeprowadzeniu, analizie wynikéw oraz przygotowaniu publikacji naukowych. Wszystkie
trzy prace bedace przedmiotem rozprawy sa pracami z zakresu teoretycznej biofizyki
molekularnej i prezentujg oryginalne podejécie do zarysowanego problemu naukowego.
Komentarze merytoryczne znajdujace sie w samej rozprawie doktorskiej sg w duzej czesci

przeﬂumaczénym tekstem pochodzacym z publikacji sktadajacych sie na dysertacje.



Celem przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej byto przede wszystkim wyjasnienie
niekanonicznego procesu rybozylacji wybranych 8-azapuryn poprzez ustalenie ich
dominujgcych form tautomerycznych oraz sposobu w jaki moga tworzyc kompleksy z
enzymem PNP - fosforylaza nukleotydéw purynowych - silnie konserwowanym elementem
szlaku biosyntezy nukleotydéw purynowych. Enzym PNP jest przedmiotem zainteresowania
badaczy od juz kilku dekad ze wzgledu na istotny wptyw biosyntezy nukleotydéw na wiele
procesow komoérkowych, m. in. immunologicznych oraz prowadzgacych do wzmocnienia
sygnatu apoptotycznego. Wigkszo8¢ prac dotyczgcych oddziatywan PNP z zwigzkami
chemicznymi skupia sie na tworzeniu inhibitorobw mogacych mie¢ zastosowanie jako
immunosupresanty lub leki przeciwnowotworowe. Istotno$¢ samego enzymu oraz reakcji
rybozylacji/fosforolizy, ktdéra przeprowadza zostata podkre$lona przez Doktoranta w
rozdziale Il “Oméwienie celu naukowego i wynikéw”. Autor rozprawy wymienia w nim w
skrocie’ zastosowanie PNP w medycynie, farmacji oraz biotechnologii. Dyskusja nad
zastosowaniem PNP znajduje sie tez w trzeciej publikacji wchodzacej w skiad

przedstawionej pracy doktorskiej .

W pierwszej publikacji Doktorant bada réwnowage tautomeryczna dwoéch pochodnych
8-azapuryn, konkretnie 2,6-diamino-8-azapuryny oraz 8-aza-izo-guaniny. Do badania
rownowagi tautomerycznej wykorzystano metody obliczeniowe chemii kwantowej oparte o
teorie  funkcjonatu gestosci (DFT), konkretnie na dwéch poziomach teorii
B3LYP/6-311+G(d,p) oraz BHandHLYP/cc-pVTZ. Metodologie pracy podzielono na trzy
etapy: w pierwszym nastepuje wygenerowanie i optymalizacja w prézni geometrii wszystkich
mozliwych standéw tautomerycznych badanych zwigzkdéw. Nastepnie po analizie wibracyjnej
geometrie zwigzkdéw znajdujace sie w minimum energetycznym zostajg przeniesione do
osrodka wodnego i poddane symulacji. Ostatecznie Doktorant wyznacza parametry
termodynamiczne tautomerdw, wyciggajac szereg wnioskow dotyczgacych dominujgcych
stanow tautomerycznych badanych zwigzkéw. Waznym elementem pracy jest etap walidacji
uzyskanych wynikéw teoretycznych. Uzyto do tego zadania rozszerzenia metody DFT -
czasowo-zaleznej teorii funkcjonatu gestoSci oraz wartosci maksimum absorpcji
wyznaczonych eksperymentalnie. Dla najbardziej dominujgcego tautomeru poréwnano
wyniki z teoretycznie wyznaczonymi stanami wzbudzonymi uzyskujac istotng korelacje z
wynikami eksperymentalnymi absorpcji. Opis wynikow pierwszej pracy konczy konkluzja o
niskim wkfadzie entropowym do procesu tautomeryzacji dla obu badanych zwigzkéw

zaroéwno w prozni jak i w srodowisku wodnym.

Druga publikacja w podobny sposéb prowadzi recenzenta poprzez analizy stanéw
tautomerycznych analizowanego przez Doktoranta zwigzku. Tym razem jest nim



9-metylo-8-aza-izo-guanina, zwiazek w ktérym grupa metylowa do pewnego stopnia udaje
obecnos¢ tancucha polinukleotydowego. W tym przypadku liczba mozliwych stanéw
tautomerycznych jest znacznie wigksza. Sama procedura jest jednak podobna tj. nastepuje
wygenerowania wszystkich mozliwych tautomeréw, optymalizacja ich geometrii poprzez
wyznaczenie minimum energetycznego w prézni. Takie zoptymalizowane struktury zostajg
nastepnie uwodnione i poprzez ich symulacje zostajg wyznaczone wybrane wiasciwosci
termodynamiczne. W przeciwienstwie do poprzedniej pracy pojawia sie tutaj dodatkowa
analiza wtasciwosci elektrostatycznych zwigzku.

W wyniku przeprowadzonych eksperymentéw Doktorant opisuje stan tautomeryczny
9-metylo-8-aza-izo-guanina w osrodku wodnym jako rownowage dwoch form
proponowanych w pozycji N(1) oraz N(3). Autor zwraca uwage na kompetycje o proton
pomiedzy tymi dwoma formami tautomerycznymi, sposrdod ktérych tylko N(1) moze
wytworzy¢ wystarczajgco stabilng liczbe wigzan wodorowych ze swoim odpowiednikiem
pirymidynowym - izoCytozyna. Posrod rzadziej wystepujgcych tautomeroéw autorzy zwracajg
uwage réwniez na obecno$¢ tautomeru oznaczonego kodem AEc mogacego oddziatywac z

tyming poprzez wigzania wodorowe w interfejsie Watsona-Cricka.

Trzecia praca przedstawiona w rozprawie przez Doktoranta opiera sie na poprzednio
opublikowanej  metodologii i  wynikach  réwnowagi tautomerycznej zwigzku
2,6-diamino-izo-8-azaguaniny. Celem pracy jest wyjasnienie sposobu rybozylacji tego
zwiazku. Reakcja ta moze przebiegaé niekanonicznie poprzez przytaczenie rybozy w pozycji
7 lub 8. Aby wyjasni¢ ten obserwowany eksperymentalnie fenomen zostat zastosowany
pokazny arsenat metod teoretycznych sktadajacy sie z obliczen chemii kwantowej,
dokowania molekularnego i symulacji dynamiki molekularnej. Do walidacji zastosowanych
narzedzi wykorzystano rybozylacje 8-azaguaniny przebiegajgcg wylgcznie w pozycji 9
pier§cienia triazolowego. Po wyznaczeniu niskoenergetycznych standéw tautomerycznych
badanych zwigzkéw zostaty one zadokowane do dwéch struktur krystalograficznych PNP.
Nastepnie wybrano konformacje kompleksoéw ligand-receptor, ktére odznaczaly sie
odpowiednig orientacjg ligandu w stosunku do elementéw strukturalnych kieszeni wigzacej
oraz posiadaty charakterystyczny wzér wigzan wodorowych. Ostatecznie najbardziej
obiecujgce kompleksy poddano symulacji dynamiki molekularnej i na jej podstawie
wykonano obliczenia MM-PBSA do wyznaczenia wzglednych energii swobodnych badanych
uktadéw. Z przeprowadzonych eksperymentdw wynika, ze pochodne 8-azapuryn 2z
podstawnikami 6-amino i 6-oxo, wigza sie do roznie natadowanych, odmiennych form
protonacyjnych enzymu PNP. W oryginalnej pracy pojawia sig tez sugestia, ze modyfikacja
inhibitora (S)-PMPDAP uwzgledniajgca te wnioski, tj. zmiana podstawnika z pozycji 9 na 8
pierscienia mogtaby prowadzi¢ do zwigkszenia jego powinowactwa.



Moje pierwsze pytanie dotyczy aspektu praktycznego bardzo ciekawych wynikéw
modelowania molekularnego przedstawionych przez Doktoranta; czy prébowat on
eksperymentalnie potwierdzi¢ przewidywania teoretyczne, np. modyfikujac znany inhibitor w
taki sposdb aby wykorzysta¢ w praktyce wnioski dotyczace dominujacych tautomeréw oraz
sposobu wigzania pochodnych 8-azapuryny z PNP? Czy takie prace s planowane i jak
znaczgca mogtaby by¢ poprawa powinowactwa?

Drugie pytanie dotyczy aspektu metodologicznego. Duzo uwagi zostato po$wiecone
przygotowaniu i ocenie rownowagi tautomerycznej w prozni. Czy zaprezentowana
metodologia roznityby si¢ znaczaco gdyby wykonywacé jg od razu w oérodku wodnym. Czy
wyniki tak prowadzonych obliczer réznityby sig znaczaco od zaprezentowanych? Moja
uwage zwroécity tez uzyte metody hybrydowe chemii kwantowej, przeprowadzane na réznych
poziomach teorii, cho¢ nie dla wszystkich zwigzkéw. Recenzent moze sie tylko domyslaé jaki

jest powdd tych réznic metodologicznych?

W przedstawionej do recenzji pracy wida¢ znajomo$é najnowszej literatury priedmiotu oraz
umiejetnos¢ stosowania nowoczesnych metod numerycznych. Poza pracami wchodzacymi
w sktad pracy doktorskiej Pan magister Maciej Pyrka jest wspétautorem w trzech innych
publikacjach naukowych z listy filadelfijskiej. Uczestniczyt w trzech konferencjach i dwéch
warsztatach oraz odbyt dwa staze w trakcie trwania doktoratu. Podsumowujac recenzje
uwazam, ze Doktorant z sukcesem przedstawit opracowane protokoly badawcze, a
uzyskane przez niego wyniki pozwolity na osiagnigcie celu pracy. Udato sie wyznaczyé
rownowagi tautomerycznej dla badanych zwigzkéw, wyjasnié ktére z nich sa dominujace w
populacji oraz przeanalizowa¢ wigzanie wybranych zwigzkéw w kompleksie z biatkiem
enzymatycznym PNP.

W konkluzji stwierdzam, ze zaprezentowane przez mgr Macieja Pyrke w oceniane;
rozprawie modele teoretyczne stanowia znaczace osiagniecie naukowe, o potencjalnym
charakterze aplikacyjnym. W mojej opinii kandydat spetnia wymagania Ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, wobec czego wnosze o dopuszczenie
Pana Magistra do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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