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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Matgorzaty Waszczuk pt. ,,Syntetyczne analogi
trimetyloguanozyno kapu modyfikowane w mostku trifosforanowym jako narzedzia do
badania snurportyny i optymalizacji sygnatu transportu dojagdrowego dla czynnikow
terapeutycznych”

Jednym z ogromnie wainych aspektéw aktywnosci naukowej cztowieka jest rozwdj
technik medycznych, otwierajacych nowe mozliwosci diagnozy oraz leczenia groznych choréb.
Badania biofizyczne prowadzone w ramach ocenianej pracy doktorskiej, przedstawionej przez
mgr Matgorzate Waszczuk, doskonale wpisuje sie w ten wiasnie nurt dziatalnosci naukowo-
poznawczej. Procedury, ktére do niedawna napotka¢ mozna byto jedynie na stronach powiesci
science fiction, polegajace na leczeniu na drodze wprowadzaniu do jadra komaérkowego
materiatu genetycznego, naprawczego badz brakujacego w zwiazku z chorobami genetycznymi,
okazuja sie dzi$ mozliwe, migdzy innymi, dzieki badaniom z kategorii tych zaprezentowanych
w rozprawie, w ramach ktorej opracowano syntetyczne analogi trimetyloguanozyno kapu (TMG
kapu), modyfikowane w mostku trifosforanowym. Konstrukty takie, poniekad na zasadzie ,,konia
trojaniskiego”, umozliwia¢ mogg transport dojadrowy pozadanych zwigzkéw terapeutycznych,

zapewniajac jednoczesnie ich stabilnos¢ wobec litycznej aktywnosci enzyméw z klasy nukleaz.
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W moim odczuciu, tematyka zaprezentowanej rozprawy doktorskiej jawie sie wiec nie tylko jako

interesujgca ale rowniez bardzo wazna.

Praca doktorska wykonana zostata w Zaktadzie Biofizyki Instytutu Fizyki Do$wiadczalnej,
na Wydziale Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego, pod kierunkiem dr. hab. Jacka Jemielitego, prof.
UW, przy wspotudziale dr hab. Anny NiedZwieckiej, w charakterze promotora pomocniczego.
Rozprawa doktorska mgr Matgorzaty Waszczuk zredagowana zostata w jezyku polskim, na 153
stronach maszynopisu, wedtug standardowego, optymalnego w moim odczuciu uktadu. Cze$é
merytoryczng rozprawy otwiera ,Wstep literaturowy”, prezentowany jako rozdziat 1.,
zawierajacy dobrze zredagowane i bardzo potrzebne, moim zdaniem, wprowadzenie w tematyke
zwigzang z problematyka ekspresji gendw oraz aspektéw dotyczgcych syntezy i wiasciwosci
strukturalnych oraz aktywnosci biologicznej TMG kapu. Rozdziat wstepny zawiera ponadto
krotkie wprowadzenie w tematyke zwigzang z pomiarami fluorescencyjnymi. Cele rozprawy,
zarowno te strategiczne jak i szczegdtowe, rozdzielone na obszar badan zwigzany z synteza
organiczng oraz obszar spektroskopii i biofizyki molekularnej, sformutowane zostaty w ramach
krétkiego rozdziatu 2. pt. ,Cele pracy”. Najwazniejszym rozdziatem rozprawy, stanowigcym o jej
bardzo wysokim poziomie, jest zdecydowanie rozdziat 3. pt. ,Badania wilasne i dyskusja
wynikow”. Podstruktura tego rozdziatu odpowiada sekwencji poszczegélnych zadan badawczych
realizowanych w ramach projektu doktorskiego. W pierwszej jego czesci zaprezentowane zostaty
prace, ktére doprowadzity do zsyntetyzowania 13 analogéw TMG kapu, posiadajgcych
modyfikacje strukturalne w obrebie mostka fosforanowego oraz drugiego nukleozydu. W czesci
kolejnej, zaprezentowana zostata charakterystyka  wiasciwosci fizykochemicznych
zsyntetyzowanych analogéw TMG kapu, opierajaca sig na analizach spektroskopowych (widma
14 oraz 3P NMR, elektronowa spektroskopia absorpcyjna, stacjonarna spektroskopia
fluorescencyjna). W trzeciej czesci tego rozdziatu przedstawione zostaty badania analogéw TMG
kapu, ktére okresli¢ moina skrotowo mianem biofizycznych a obejmujgcych analizy
termodynamiczne réwnowagi konformacyjnej oraz badanie oddziatywar analogéw TMG kapu ze
snurportyna, biatkiem adaptorowym tworzagcym kompleks z TMG kapem umozliwiajacy jego
wnikanie do jadra komérkowego. Prezentacje wynikéw zamykajg, przedstawiane w formie
bardzo krétkich podrozdziatéw, informacje pochodzace z innych badan, wskazujgce na stabilnos¢

zsyntetyzowanych analogéw w $rodowisku biologicznym. Wyniki te wskazujg jednoznacznie na
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znaczenie fizjologiczne rezultatéw projektu doktorskiego. Procedury eksperymentalne, zaréwno
te zwigzane z synteza organiczng analogdw TMG kapu jak i ich pdzniejszymi badaniami
spektroskopowymi, opisane zostaty wyjatkowo szczegétowo, precyzyjnie i obszernie w ramach
rozdziatu 4. pt. ,Czeé¢ eksperymentalna”. Cze$¢ merytoryczng rozprawy korczy
,Podsumowanie”, jako rozdziat 5. oraz zestawienie cytowanego pismiennictwa, w ramach

rozdziatu 6. pt. ,Bibliografia”.

W petni podzielam zdanie Doktorantki co do wskazania najwazniejszych rezultatow pracy
doktorskiej, zestawionych w rozdziale 5. Opracowanie procedur syntezy szeregu analogow TMG
kapu, stabilnych w $rodowisku enzymow litycznych oraz istotnych z medycznego punktu
widzenia, stanowi w moim odczuciu wazny krok w kierunku ,oswajania” nowoczesnych podejs¢
w terapii genetycznej. Ponadto, przedstawienie obszernej charakterystyki biofizycznej
oddziatywania nowo zsyntetyzowanych analogéw TMG kapu z biatkiem adaptorowym
snurportyng, stanowi istotny postep w szeroko pojetym obszarze nauki zwigzanym

z oddziatywaniami funkcjonalnymi kwasow nukleinowych z biatkami.

Poza bardzo wysokim poziomem merytorycznym, zwrdci¢ chciatbym réwniez uwage na
wysoki poziom edytorski rozprawy, tak w aspekcie jakosci grafik jak i poprawnosci jezykowej
i starannosci edycji tekstu. W trakcie lektury rozprawy napotkatem nieliczne miejsca, w ktérych

zaproponowac mogtbym Autorce drobne korekty. Oto ich krotka lista:

1. str.iv Wstegpu, 13. wiersz od gory: sformutowanie ,,(wymieni¢ jakich)” nie wydaje sie
juz konieczne,

2. str. 1., 2. wiersz od géry: zamiast ,podwdjna” proponuje ,podwdjng”,

3. str. 12, 6. wiersz od dotu: w miejsce ,zlokalizowana kompleksie” proponuje

»Zlokalizowana w kompleksie”,

str. 49., 8. wiersz od dotu: zamiast ,jony” proponuje ,jonu”,

str. 51., 15. wiersz od dotu: w miejsce , Tp” raczej , Trp”,

str. 53., 13. wiersz od dotu: ,ciemnego” w miejsce ,éiemnego”,

str. 55., 12. wiersz od gory: ,genowej” zamiast ,,genowejSS”,

str. 86., 3. wiersz od dotfu: proponuje ,ulegaja” zamiast ,moga”,
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str. 93., 7. wiersz od dotu, powinno by¢ raczej ,4.3.3” zamiast ,4.3.5”.
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Tak obszerne i wieloaspektowe opracowanie, jakim jest rozprawa doktorska pani
mgr Matgorzaty Waszczuk, dostarcza wiele waznych informacji, pobudzajac jednoczesénie

ciekawos¢ poznawcza. Wyrazem tego mogg by¢ nastepujace pytania:

1. Zestawienie widm prezentowane w ramach Rys. 3.23 na str. 77 przedstawia
stosunkowo dobra zgodnos¢ pomiedzy wzbudzeniem fluorescencji oraz absorpcja
Swiatta. Moze by¢ to w petni zrozumiate wobec faktu, iz emisja fluorescencji zachodzi
wtasnie z tego samego poziomu elektronowego. Jednoczesnie, zaobserwowaé moina
pewne drobne niezgodnosci w poréownywanych widmach. Czy udato by sie uniknaé¢
nawet ich porownujgc widmo wzbudzenia fluorescencji nie z absorbancjg (czy tez
molowym wspdtczynnikiem absorpcji) ale z policzonym widmem liniowym 1-T (jeden

minus transmisja)? Ciekaw jestem jakie jest zdanie Doktorantki na ten temat?

2 Oddziatywanie analogéw TMG kapu z biatkiem snurportyng analizowane
byto wramach rozdziatu 3.3.2 na podstawie pomiaru tacznej fluorescencji
pochodzacej z 6 czasteczek tryptofanu, wystepujacych w strukturze tego biatka,
podczas gdy tylko dwie reszty tryptofanowe zlokalizowane sg w kieszenie snurportyny
wigzace] TMG kap. Ciekaw jestem czy zastosowanie techniki rozdzielczej w czasie
spektroskopii  fluorescencyjnej umozliwito by selektywne monitorowanie

oddziatywania analogéw TMG kapu z centrum wigzacym, zwiekszajac precyzje analiz?

Formutujac konkluzje chciatbym stwierdzi¢, iz pani mgr Matgorzata Waszczuk przedstawita
bardzo wartosciowg rozprawe doktorska, opierajgca sie na wynikach precyzyjnie
zaprojektowanych oraz starannie przeprowadzonych badarn eksperymentalnych. Znaczna czesé
wynikéw tych badan ogfoszona zostata juz rownolegle w dwdch pracach ogtoszonych
w czasopismach specjalistycznych o miedzynarodowym obiegu. W mojej ocenie, rozprawa
doktorska przedstawiona przez mgr Matgorzate Waszczuk spetnia w zupetnosci warunki

okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
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oraz o stopniach itytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2014 r. poz. 1852 oraz z 2015 r. poz. 249
i 1767). Co wiecej, w moim odczuciu, walory samej rozprawy, w szczegdlnosci zas ogromna liczba
rezultatow oraz ich znaczenie w obszarze poszukiwania i petnej charakterystyki molekut tzw.
transporteréw” w terapii genowej, sprawiajg iz rozprawe doktorska postrzegam jako
wyrézniajaca. Gratulujgc Doktorantce oraz Promotorowi tak wartosciowych rezultatow
uprzejmie prosze Wysoka Rade Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie

mgr Matgorzate Waszczuk do dalszych etapdw postepowania doktorskiego.
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