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Recenzja Pracy doktorskiej mgr Patrycji Szczupak pt. ,Aktywnos¢ biatka SelUu w
syntezie modyfikowanych nukleozydéw w transferowych RNA”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Patrycji Szczupak pt. LAktywnose
biatka SelU w syntezie modyfikowanych nukleozydéw w transferowych RNA” zostata wykonana w
Dziale Chemii Bioorganicznej, Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych, Polskiej
Akademii Nauk pod kierunkiem prof. dr hab. Barbary Nawrot (promotor rozprawy) i dr inz.
Malgorzaty Sierant (promotor pomocniczy). Wyniki badann wchodzacych w sktad rozprawy byty
uz'yskane w ramach dwéch projektéw OPUS finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki oraz
projektu dla Miodych Naukowcoéw CBMM, PAN. Przedmiotem rozprawy jest charakterystyka
aktywnosci syntazy 2-selenourydyno-tRNA (SelU) oraz wyjasnienie molekularnych podstaw reakcji
transformacji 2-tiourydyny do 2-selenourydyny w bakteryjnych tRNA. '

Tematyka modyfikowanych nukleozydéw w transferowych kwasach nukleinowych jest od
wielu lat z powodzeniem uprawiana w zespole kierowanym przez prof. dr hab. Barbarg Nawrot w
Zespole Terapeutycznych Kwaséw Nukleinowych, Dzial Chemii Bioorganicznej, CBMM, PAN w todzi.
W ostatnich latach istotnym odkryciem zespotu byto zaproponowanie molekularnego mechanizmu
biosyntezy selenowanych transferowych RNA zidentyfikowanych w systemie bakteryjnym (Sierant et
al. FEBS Lett 2018). Przedstawiona do recenzji dysertacja Pani mgr Patrycji Szczupak jest kontynuacja
tych badan. Nukleozydy wystepujace w naturalnych kwasach rybonukleinowych (RNA) ulegaja po-
transkrypcyjnym modyfikacjom w reakcjach katalizowanych przez specyficzne enzymy. Do chwili
obecnej zidentyfikowano ponad 150 naturalnie wystepujacych modyfikowanych nukleozydow i okoto
100 enzymoéw wprowadzajgcych te modyfikacje (https://doi.org/10.1093/nar/gkz011). Sposrod
wszystkich znanych modyfikacji nukleozydowych wigkszo$¢ wystepuje w transferowych RNA (tRNA).
Modyfikowane nukleozydy uczestnicza w stabilizacji struktury przestrzennej tRNA. Majg takze
pierwszorzedne znaczenie w regulacji ekspresji gendw poprzez poszerzanie lub zmian'e; wiasciwosci
dekodujgcych tRNA i modulujg dynamike syntezy nowych biatek. Modyfikowane nukleozydy
wystepujace w pozycji wahadtowej petli antykodonu tRNA (pozycja 34 w farcuchu tRNA)
podwyzszaja mozliwosci tRNA do czytania kodonow synonimicznych, tzn. roznigcych sig nukleozydem
w trzeciej pozycji kodonu, np. 5’-NNA-3" i 5-NNG-3’. Dostosowanie tempa wprowadzania modyfikacji
w tRNA i czytania kodondw w mRNA pozwala komorce szybko reagowac na zmiany srodowiskowe, w
tym odpowiada¢ na réznego rodzaju stresy poprzez synteze najbardziej potrzebnych w danej sytuacji
biatek. Istotng grupe nukleozydéw w pozycji wahadtowej tRNA stanowig nukleozydy pirymidynowe
zawierajgce atom siarki w pozycji 2 oraz podstawnik alkilowy w pozycji 5 pierscienia uracylu (R552U).
5-podstawione 2-tiourydyny wystepuja w tRNA wiekszosci organizmow, jednak do tej pory tylko w
bakteriach zidentyfikowano ich selenowe- (R55e2U) analogi i S-geranylowane (R5geS2U) pochodne.
Nukleozydy te wystepuja w pierwszej pozycji antykodonu tRNA specyficznego dla kwasu
glutaminowego, glutaminy i lizyny, rozpoznajgcych kodony 5-NNA-3' i 5-NNG-3'. Wyjasénienie



mechanizmu reakcji syntezy modyfikowanych nukleozyddw, ktére katalizuje syntaza 2-
selenourydyno-tRNA (SelU) oraz charakterystyka wtasciwosci i wymagan substratowych tego enzymu
w znaczacy sposob poszerzajg nasza wiedzg w dziedzinie epitranskryptomiki.

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska zawiera 155 stron maszynopisu, w tym 80 rycin i
44 tabele. Praca jest zbudowana w sposcb klasyczny, charakterystyczny dla rozpraw doktorskich i
obejmuje Streszczenie w jezyku polskim oraz Streszczenie w jezyku angielskim, Wstep literaturowy
przedstawiajacy aktualny stan wiedzy zwigzanej z tematyka rozprawy (34 strony), szczegotowy opis
Celu pracy doktorskiej, Wyniki badan wiasnych (58 stron), Dyskusje otrzymanych wynikow (6 stron),
Whioski koricowe oraz Materiaty i metody (24 strony). Uzupetnieniem opisu jest Bibliografia liczaca
199 pozycji, Wykaz stosowanych skrotow oraz 4 Zataczniki, w ktérych umieszczono uzupetniajace
dane i ryciny. Zaréwno kompozycja pracy jak i zawartoé¢ poszczegélnych czesci sy prawidtowe a
dobrze przygotowany Spis tresci utatwia lekture pracy.

Wstep literaturowy zostal podzielony na 8 podrozdziatow, w ktorych Doktorantka
szczegdtowo scharakteryzowata obecny stan wiedzy na temat czasteczek tRNA, poczawszy od
ogdinego omdwienia budowy i charakterystycznej struktury tRNA, poprzez jego biogeneze w
kc;mérkach, od transkrypcji pre-tRNA poprzez dojrzewanie, aminoacylowanie, edycje i-degradacje
tRNA. W kolejnym podrozdziale Doktorantka omdwita kanoniczne i niekanoniczne funkcje tRNA a
nastepnie modyfikacje nukleozydowe wystepujgce w tRNA, ze szczegdlnym uwzglednieniem tio-, S-
geranylo- i selenonukleozydéw wystepujacych w pozycji wahadtowej antykodonu bakteryjnych tRNA.
Oméwiono ich biogeneze oraz funkcje jakie petnig w rozpoznaniu i odczycie synonimicznych
kodonéw 5'-NNA-3’ i 5'-NNG-3’. W kolejnych podrozdziatach wstepu literaturowego Doktorantka
omdwita modyfikowane nukleozydy w rybosomalnym RNA, nastgpnie opisata biezacy stan wiedzy na
temat enzymu bedacego przedmiotem rozprawy doktorskiej: syntazy 2-selenourydyno-tRNA (SeluU).
Ostatnie podrozdzialy wstepu literaturowego zostaly po$wigcone omowieniu zaleznosci bomiedzy
wystepowaniem okreélonych choréb u ludzi a nieprawidtowosciami wystepowania modyfikacji
nukleozydowych w tRNA oraz aktualnym kierunkom rozwoju badan nad modyfikacjami tRNA
wystepujgcymi w mikrobiomie jelitowym a warunkami srodowiskowymi w organizmie gospodarza.
Opracowana treé¢ wstepu literaturowego recenzowanej rozprawy doktorskiej $wiadczy o wiasciwym
zaznajomieniu sie z t3 tematykg przez Doktorantke i dobrze wprowadza czytelnika w aktualny stan
wiedzy dotyczacej biologii tRNA. Na szczegélng uwage zastuguja przygotowane przez Doktorantke
ryciny, ktére w znacznym stopniu utatwiaja zrozumienie rozwazanego tematu.

W kolejnej czesci dysertacji znajduje sie sformutowany przez Doktorantke Cel pracy, ktorym
byta charakterystyka aktywnosci syntazy 2-selenourydyno-tRNA (SelU), bakteryjnego enzymu
zaangazowanego W synteze 5-podstawionych S-geranylo-2-tiourydyn i 5-podstawionych 2-
selenourydyn wystepujacych w pozycji wahadtowe]j antykodonu transferowych RNA specyficznych
dla lizyny, kwasu glutaminowego i glutaminy.

Cel pracy zostat podzielony na 6 celéw szczegétowych:
—  Otrzymanie aktywnego biatka SelU metodami inzynierii genetycznej,
— ldentyfikacja czasteczek tRNA zwigzanych z biatkiem SelU,

— Badanie przebiegu reakcji geranylowania S2U-RNA->geS2U-RNA i reakcji selenowania geS2U-
RNA->Se2U-RNA na modelowych ASL-RNA



— Badanie specyficznosci substratowe] biatka SelU oraz powinowactwa biatka do modelowych
ASL-RNA i dostepnych pirofosforanow prenyli,

—  Badanie struktury przestrzennej biatka SelU metodami krystalografii rentgenostrukturalnej
oraz mikroskopii krioelektronowej Cryo-TEM,

—  Weryfikacja hipotezy badawczej liniowego przebiegu transformacji R5S2U-tRNA — R55e2U-
tRNA z utworzeniem zwigzku posredniego R5geS2U-tRNA w bakteryjnych tRNA.

Realizacje poszczegdlnych celéw szczegétowych pracy doktorskiej Doktorantka opisata
bardzo doktadnie i przejrzyscie w kolejnym rozdziale Wyniki badar wtasnych. W badaniach wiasnych
Doktorantka staneta na poczatku przed zadaniem otrzymania aktywnego i stabilnego
rekombinowanego biatka SelU, ktére w dalszych etapach pracy postuzyto jako narzgdzie do badan.
Do tego celu Doktorantka wykorzystata bakteryjny system ekspresyjny: wektor pMAL-c5X kodujacy
oryginalnie gen biatka wigzgcego maltoze (MBP), do ktérego wprowadzita metodg inzynierii
genetycznej gen biatka SelU. Nadekspresja genu fuzyjnego mbp-selU w bakteriach E. coli,
doprowadzita do uzyskania aktywnego i stabilnego biatka SelU w postaci fuzyjnej z metkg MBP
przytaczong do N-konca biatka SelU (MBP-SelU). W przypadku rekombinowanych biatek fuzyjnych
czestg praktyka jest odcinanie metki za pomocg specyficznych proteaz i usuwanie jej z preparatu w
celu uzyskania czystego wiasciwego biatka. Jednak w przypadku biatka MBP-SelU zauwazono, ze
metka MBP dziata stabilizujgco na biatko SelU powodujac znaczny wzrost jego aktywnosci, dlatego
ostatecznie metka MBP nie zostata odcieta i we wszystkich badaniach Doktorantka stosowata biatko
fuzyjne. Przedstawione w pracy wyniki aktywnosci biatka dokumentujg wiarygodnos’é“t'ej tezy.
Otrzymane biatko fuzyjne MBP-SelU charakteryzowato sie bardzo dobrg wydajnoscig katalizy reakcji
(>90% w reakcji geranylowania S2U-ASL-RNA oraz ilosciowg wydajnoscia w reakcji selenowania
geS2U-ASL-RNA) oraz wysokg stabilnoécig. Biatko fuzyjne MBP-SelU wykazywato stosunkowo wysoka
odporno$¢ na degradacje i utrate aktywnosci podczas kilkudniowej inkubacji w temperaturze 4°C i
37°C. Wysoka aktywnos¢ i stabilnoéé biatka fuzyjnego pozwolita scharakteryzowac jego wtasciwosci i
wymagania substratowe oraz uzyska¢ ostateczne dowody potwierdzajgce postulowany mechanizm
dziatania SelU w bakteryjnych tRNA.

W kolejnym etapie pracy do$wiadczalnej Doktorantka ustalita optymalne warunki
przeprowadzanych reakcji (sktad buforu, temperature i czas reakcji) oraz zoptymalizowata system
analizy produktéw reakcji, ktérym byta analiza chromatograficzna RP-HPLC oraz analiza masowa
produktow reakcji, ktora potwierdzita ich prawidtowg mase. Kazdy etap analizy produktow reakcji
jest skrupulatnie udokumentowany poprzez umieszczenie w pracy odpowiednich chromatogramow
HPLC i widm masowych. Doktorantka, charakteryzujac reakcje katalizowane przez enzym SelU,
wyznaczyta takze state kinetyczne dla reakcji geranylowania i selenowania i potwierdzita znacznie
podwyzszong aktywnos¢ MBP-SelU w reakcji geranylowania (1000-krotnie) i w reakcji selenowania
(50-krotnie) w poréwnaniu do aktywnosci biatka z metka His6. Czy Doktorantka ma poglad, dlaczego
biatko z metka MBP jest tak aktywne? Prosze o wyrazenie swojej opinii w trakcie dyskusji podczas
obrony pracy doktorskiej.

Kolejnym wazinym etapem charakterystyki wifasciwosci biatka SelU byly badania
specyficznosci  substratowe] przeprowadzone na modelowych oligorybonukleotydach ASL
nasladujacych strukture petli i trzonu antykodonu naturalnego tRNA"™, zawierajacych jednostke S2U
w roznych pozycjach petli antykodonu. Doktorantka udowodnita, ze enzym SelU rozpoznaje pozycie,
w ktoérej naturalnie wystepuje 2-tiourydyna, sekwencje okalajgce modyfikacje- S2U oraz diugosc



oligonukleotydowego substratu RNA. Brak podstawnika mnm- (metyloaminometylo-) lub nm-
(aminometylo-) na atomie wegla C5 w substratach z S2U i geS2U oraz brak innych modyfikowanych
nukleozydéw, ktére wystepuja w petli antykodonu naturalnego tRNA"™ nie mialy wpltywu na
aktywnosé¢ katalityczng biatka SelU. Ciekawa obserwacja dotyczyta wptywu nukleozydu w pozycji 35
antykodonu tRNA"* na aktywnos¢ biatka SelU. Zamiana naturalnie wystepujacej w tej pozycji reszty
urydyny na reszte cytydyny lub reszty purynowe A lub G znaczaco wplywata na wydajnosc reakcji
katalizowanej przez SelU (od 10-krotnego spadku aktywnosci dla C po catkowite zahamowanie
aktywnosci enzymu dla Ai G).

Doktorantka przeanalizowata specyficzno$¢ enzymu w stosunku do drugiego substratu reakcji
prenylowania jakim jest pirofosforan odpowiedniego prenylu. W tym celu przeprowadzita reakcje, w
ktorych zastosowata pirofosforan dimetyloallilu (DmaPP), pirofosforan izopentenylu (IPP).
pirofosforan farnezylu (FPP) lub pirofosforan geranylogeranylu (GeGePP) w poréwnaniu z klasycznym
substratem w reakcji geranylowania jakim jest pirofosforan geranylu (GePP). Doktorantka
potwierdzita, ze zaden pirofosforan prenylu (o krétszym lub dtuzszym taricuchu prenylowym), oprocz
GePP, nie byl substratem dla biatka SelU, tzn. w zadnej z przeprowadzonych reakcji nie
zaobserwowata powstania produktu S-prenylo-S2U-RNA. Otrzymane wyniki zostaty potwierdzone
réwniez inng metoda, technika mikroskalowej termoforezy (MST), dzigki ktorej Doktorantka zbadata
powinowactwo wigzania kazdego z badanych pirofosforanow prenyli z biatkiem MBP-SelU i
udowodnita wystepowanie wigzania z biatkiem SelU jedynie dla pirofosforanu GePP. Pozostate
pirofosforany prenyli nie wykazywaty powinowactwa w stosunku do badanego biatka. Co wazne, tym
samym sprostowata hipoteze przedstawiong wczesniej przez zespot amerykanski kierowany przez Jia
Sheng’a, ze kryterium preferowanego wyboru reszty prenylowej (w tym przypadku geranylowej) jest
wyzsza trwatosé duplekséw RNA z parg geS2U-G w poréwnaniu do trwatosci dupleksow RNA z parg
geS2U-A, Czy Doktorantka mogtaby przyblizy¢ na czym dokfadnie polegato obalenie hipotezy
Sheng’a?

Doktorantka zaobserwowata rowniez, ze druga reakcja charakterystyczna dla enzymu SelU,
reakcja selenowania przebiega znacznie szybciej niz reakcja geranylowania/prenylowania co
sugeruje, ze mechanizmy obu reakcji sg rézne. Doktorantka udowodnita, ze wszystkie modele ASL-
RNA, w ktérych modyfikacja geS2U wystepowata w pozycjach odpowiadajgcym pozycjom 33, 34 lub
35 tRNA" zostaty przeksztatcone ilosciowo do Se2U. Podobnie, chemicznie zsyntezowane S-prenylo-
S2U-RNA (mS2U-RNA, dmaS2U-RNA, geS2U-RNA, fS2U-RNA) zostaty przeksztatcone w Se2U-RNA.

Poniewaz struktura przestrzenna biatka SelU nie zostata do tej chwili wyjasniona (oprocz
otrzymania struktur teoretycznych metodami modelownia molekularnego), Doktorantka podjeta
probe rozwigzania struktury SelU metodg krystalizacji lub mikroskopii krioelektronowej Cryo-TEM.
Niestety wszystkie podjete proby rozwigzania struktury SelU zakoriczyly sie niepowodzeniem. Tym
niemniej, dziatania te nalezy oceni¢ pozytywnie w kontekscie faktu, ze Doktorantka poszerzyta zakres
poznanych nowych metod badawczych, zwiaszcza metody Cryo-TEM.

Doktorantka potwierdzita opisane w literaturze obserwacje, ie biatko SelU jest
nukleoproteing zawierajaca scisle zwigzang frakcje tRNA, dlatego widmo absorpcj‘i UV-VIS otrzymane
dla biatka wykazuje maksimum przy diugosci fali A=260 nm, charakterystyczne dla kwasow
nukleinowych, a nie pasmo o maksimum absorpcji przy diugosci fali =280 nm charakterystycznym
dla biatek. Po wyizolowaniu z oczyszczonego biatka zwigzanej z nim frakcji tRNA oceniono, ze biatko
MBP-SelU wigze tRNA w stosunku molowym 1:1, czyli jedna czasteczka biatka wigze jedng czgsteczke



tRNA. Stosujac technike zaawansowanej spektrometrii mas UPLC-PDA-ESI(-)-MS zidentyfikowano
petnej dtugoéci tRNA, ktory byt zwigzany z biatkiem SelU. Wykazano, ze biatko SelU wigze jedynie
geranylowane frakcje tRNA: m. in. mnm5geS2U-tRNA"Y, nm5geS2U-tRNA™, geS2U-tRNA™,
mnm5geS2U-tRNA®Y, nm5geS2U-tRNA®" i cmnm5geS2U-tRNA®".  Identyfikacja za pomoca
spektrometrii mas petnej dtugosci tRNA i potwierdzenie z duzg doktadnoscig masy danego tRNA
(powyzej 24 kDa) jest w mojej opinii znacznym osiggnieciem, opisanym po raz pierwszy w literaturze
naukowej. Wynik ten potwierdzono réwniez na poziomie analizy mieszaniny nukleozydow
otrzymanych na drodze hydrolizy nukleolitycznej tRNA wyizolowanego z biatka. W otrzymanej
mieszaninie zidentyfikowano jedynie geranylowane nukleozydy: mnm5geS2U, geS2U, cmnmb5geS2U i
nm5geS2U oraz nieznaczne ilosci pochodnych urydyny: mnm5U, cmnm5U i nm5U. Nie
zidentyfikowano natomiast siarkowych i selenowych pochodnych urydyny. Otrzymane wyniki
prowadzg jednoznacznie do wniosku, ze biatko SelU wigze bardzo §cisle geranylowane pochodne
tRNA. Mam tutaj pytanie, czy Doktorantce udato sie otrzymac biatko w formie apo, tzn. bez frakcji
nukleinowej? Czy takie biatko jest trwate, aktywne?

Ostatecznie Doktorantka przeprowadzita reakcje geranylowania i selenowania naturalnych
R5S2U-pochodnych tRNAY, tRNAS" i tRNA®", ktére zostaty wyizolowane z bakterii E. coli z delecja
genu selU (czyli nie posiadaty zdoInosci wewnatrzkomérkowego geranylowania i selenowania R552U-
tRNA). Doktorantka ostatecznie udowodnita, ze SelU katalizuje transformacje natywnego
bakteryjnego R5S2U-tRNA do R5Se2U-tRNA, ktéra jest dwuetapowym procesem z utworzeniem
R5geS2U-tRNA jako zwigzku posredniego, ktory jest $cisle zwigzany z- biatkiem SelU |
prawdopodobnie nie bierze udziatu w procesie translacji. Tym samym, udowodniono rowniez, ze
postulowana dotychczas w literaturze reakcja bezposredniego selenowania R5S2U-tRNA do-R55e2U-
tRNA nie zachodzi.

Podsumowujac opisane w rozprawie doktorskiej wyniki badan wiasnych, stwierdzam, ze
zostaty one otrzymane w wyniku przeprowadzenia bardzo bogatych eksperymentalnie badan, zostaty
klarownie i zwarcie opisane. Co wiecej, otrzymane wyniki sq bardzo dobrze udokumentowane pod
wzgledem spektralnym, chromatograficznym i elektroforetycznym i prowadzg do wiarygodnych
wnioskow. Doktorantka zrealizowata wszystkie zaktadane wczesniej cele pracy doktorskiej, w
odpowiedni sposob scharakteryzowata biatko syntaze 2-selenourydyno-tRNA oraz udowodnita
zaktadana hipoteze dotyczaca wewnatrzkomorkowego przebiegu reakcji katalizowanych przez SelU.

Czes¢ eksperymentalna zawierajgca opisy zastosowanych w pracy materiatéw i metod zostata
opracowana starannie i przejrzyscie. Doktorantka na 24 stronach opisuje metody stosowane w pracy.
Opisy te sa bardzo wyczerpujgce i szczegdlowe, w pefni wystarczajgce do powtorzenia
przeprowadzonych doswiadczen. Przedstawione sg rdwniez sekwencje wszystkich uzywanych
konstruktow i sktad wszystkich buforéw. Opisy metod s w zasadzie zebranymi protokotami
laboratoryjnymi, ktére moga w przysztosci postuzy¢ do przeprowadzenia podobnych eksperymentow.

Podsumowujac ocene rozprawy doktorskiej Pani mgr Patrycji Szczupak, pragne stwierdzi¢, ze
opisane przez Doktorantke badania dotyczace ciekawych i aktualnych zagadnief naukowych, zostaty
wykonane z wykorzystaniem nowoczesnych i dobrze dobranych metod, ktére pozwolity na uzyskanie
warto$ciowych i waznych poznawczo wynikow. Uwazam, ze Pani mgr Patrycja Szczupak zrealizowata
zatozone cele badawcze i stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny praca spetnia wszystkie wymogi
rozprawy doktorskie;.



Wyniki jej badan zostaly wigczone zostaly do trzech publikacji w czasopismach z listy JCR,
dwéch komunikatow pokonferencyjnych, oraz jednego artykutu przegladowego opublikowanego w
wydawnictwie ksigzkowym Springera, co $wiadczy o umiejetnosci profesjonalnego prowadzenia
badar naukowych i potwierdza jej osobiste zaangazowanie w te badania.

_ Na podstawie wyzej omowionych osiggniec stwierdzam, ze przedstawiony do oceny materiat
spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim. W zwigzku z powyzszym wnioskuje do Rady
Naukowej Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych, Polskiej Akademii Nauk o
dopuszczenie mgr Patrycji Szczupak do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie
proponuje wyrdznienie rozprawy ze wzgledu na bardzo szeroki zakres i wysoka jakos¢ wykonanych
badar, dogtebng charakterystyke specyficznosci substratowej biatka SelU, innowacyjne
wykorzystanie zaawansowanych technik spektrometrii mas do przeprowadzenia badan na natywnych
czasteczkach tRNA oraz uzyskanie wynikéw weryfikujacych biedne dane literaturowe (jak np.
specyficzno$¢ substratowa tytutowego biatka w stosunku do substratu prenylowego, czy tez
potwierdzenie mechanizmu transformacji tiourydyn do selenourydyn na poziomie natywnego tRNA).
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