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Recenzja pracy doktorskiej Pana mgr Przemystawa WANATA
»Projektowanie, synteza i badanie wlasciwosci adeninowych nukleotydowych
sond fluorescencyjnych — narzedzi do monitorowania reakcji enzymatycznych”

Praca doktorska Pana mgr Przemystawa Wanata zostata wykonana pod opiekg Pana
prof. Jacka Jemielitego i Pani prof. Joanny Kowalskiej. Gdy promotorami jest tak
znakomity duet uczonych trudno sobie wyobrazi¢, aby praca nie byta udatng realizacja
bardzo oryginalnego pomystu badawczego.

ATP jest niekiedy nazywane ,molekularna jednostkg monetarng” organizmu. Jest tak
diatego, ze jest to molekuta, ktéra nie dos¢, ze dostarcza energii dla prawidtowego
przebiegu wiekszosci jego proceséw, ale réwniez petni funkcje wielofunkcyjnego
kofaktora i komorkowego hydrotopu (zwigzek, ktory dobrze rozpuszcza zwigzki
hydrofobowe, w roztworze wodnym). Dlatego tez synteza ATP i jego analogow
sfunkcjonalizowanych grupami fluorescencyjnymi, czyli zwiazkoéw, ktére mogg mieé
zastosowanie do badania roli ATP w komérce jest wyborem jak najbardziej wartym
wysitku.

Nie zamierzam szczegétowo opisywac badan wykonanych przez Pana Przemystawa
Wanat w ramach realizacji pracy doktorskiej. Po pierwsze, opisane zostaty one na 104
stronach recenzowanej rozprawy oraz w postaci trzech dobrych publikacji naukowych.
Tu warto dodag, ze nie wszystkie wyniki zostaty juz opublikowane.

Doktorant zaprojektowat i otrzymat sondy do badania enzymoéw degradujacych ATP.
Wybrat tu uktady, w ktérych ATP i jego analogi sfunkcjonalizowane byly dwoma
znacznikami fluorescencyjnymi — zwigzanymi z terminalna reszta tréjfosforanu (lub jego
analogu) i z grupami 2' i 3’ rybozy. Dobér grup fluorescencyjnych i odstepnika miedzy
nimi a miejscami wigzania w bazowej czasteczce, podyktowany byt tym, ze Doktorant
usitowat wykorzystaé¢ te sondy korzystajac z dwoch efektéow — fluorescencii



ekscymerowej i efektu FRET (Fdrster Resonance Energy Transfer). Trzeba pochwali¢
fakt, ze jako techniki syntezy Pan Przemystaw Wanta wybrat reakcje typu ,click’, ktore
okazaty sie wysoce efektywne zaréwno w przypadku wprowadzania dwoéch
jednakowych jak i dwoch réznych znacznikéw fluorescencyjnych do czasteczki.
Nastepnym etapem bylo zbadanie wiasciwo$ci fluorescencyjne otrzymanych sond.
Badania te pozwolity okresli¢ zakres stosowalnosci sond w zalezno$ci od warunkéw w
jakich zamierzano je stosowac. Szczegolnie waznymi dla mnie byly badania nad
wptywem obecnosci surfaktantu Tween 20 na te wiasciwosci.

W koncu Doktorant zbadat wptyw wyselekcjonowanych sond na aktywno$¢ dwéch
enzymow — fosfodiesterazy z jadu weza i ludzkiej oraz roslinnej bis(5'-
adenozylo)trifosfatazy. Badania te pokazaly, ze otrzymane sondy mozna uzy¢ w
uktadach in vivo. Dodatkowo wykazano, ze sondy ekscymerowe mogg znalezc
zastosowanie w screeningu aktywnosci inhibitoréw fosfodiesterazy z jadu weza.
Zwiericzeniem pracy byly badania wykonane nad zdolnoscig obu grup zwigzkéw do
penetracji blony komérkowej komérek Hela i ich rozpoznawania przez pirofosfatazy.
Badania te, ktére trzeba potraktowac jako wstepne przyniosty obiecujace wyniki.

Podsumowujac, trzeba stwierdzi¢, ze w pracy doktorskiej Pana mgr Przemystawa
Wanata pojawia sie wiele watkow i wszystkie z nich przyniosty interesujace wyniki. Cata
praca to przyktad kompletnego projektu badawczego zrealizowanego w bardzo
przemyslany i dobry sposob.

Praca doktorska ma uktad klasyczny i zaczyna sie od wprowadzenia czytelnika w
tematyke prowadzonych badan. Ten wstep, zresztg jak cata praca, napisany jest bardzo
dobrze i czytelnie, fadna polszczyzna, a takze zawiera niewiele elementéw tzw. zargonu
naukowego. Pochwalié nalezy takze to, ze kazdy rozdziat zakonczony jest krétkim i
ciekawym podsumowaniem, ktére nie nosi znamion streszczenia. Ten system
Doktorant konsekwentnie stosuje w catej pracy. Niestety, bardzo utrudnia poruszanie
sie po pracy spos6b numerowania poszczegolnych rozdziatow i paragrafow.

Nastepujace po czesci literaturowej rozdzialy opisujgce badania wiasne (wraz z
czytelnym graficznym streszczeniem i krétkim podrozdziatem prezentujgcym cel badar)
oraz cze$é eksperymentalna sa bardzo szczegétowe i dobrze pokazujg zaréwno
sposo6b realizacji badan, jak i ogrom pracy wtozony w ich realizacje. Stowem, praca
Pana mgr Przemystawa Wanata mi sie po prostu podoba i nawet wybaczam mu brak
bardziej og6lnych wnioskow, jakimi moégtby zakoriczyé prace. Pochwali¢ rowniez trzeba
dbato$é Doktoranta o wyrazne pokazanie tych fragmentéw badan, bez opisu ktorych
nie udatoby sie skonstruowac rozprawy, a ktére wykonali Jego wspédtpracownicy.



W trakcie czytania pracy zanotowatem kilka pytan i uwag, ktére przedstawiam w
porzadku chronologicznym:

Na stronie 75 Doktorant omawia trzy mechanizmy nukleofilowej substytucji
atomu fosforanowego. Nie wiem, dlaczego Autorzy publikacji, na ktérg Pan mgr
Przemystaw Wanat sie powotuje nie podali czwartego mechanizmu. Ten czwarty
mechanizm, ktéry obserwuje sie réwniez w ukfadach biologicznych, to
pseudorotacja. Jest ona wazna, bo reakcja ta zachodzi z inwersjg konfiguracji
na atomie fosforu;

W rozdziale 13 brakuje mi pokazania wzoréw omawianych zwigzkow. Mozna
tego byto dokonaé¢ na dwa sposoby: poprzez dodanie odpowiedniego rysunku
(zdaje sobie sprawe, ze te wzory sg widoczne w innym miejscu pracy) lub przez
wprowadzeni numeracji struktur do graficznego abstraktu. Zdaje sobie sprawe,
ze oba rozwigzania sg ,kulawe";

Jak rozumiem widma 3'P NMR byty rejestrowane bez rozprzggania od wodorow.
Widmo na str. 89 sugeruje, ze kwas 2-bromoetenofosfonowy jest jednym
izomerem — to nie ma zadnego znaczenia dla przeprowadzonych badan, ale
wydaje mi sie intersujace;

Czy istniejg dodatkowe dowody (oprécz nukleofilowosci atomu azotu N7
guaniny) na miejsce metylowania analogéw GTP - reakcji opisanej w paragrafie
14.77

Wyniki badan za pomoca metod obliczeniowych, opisane w rozdziale 16.5 sa
zgodne z moim doswiadczeniem dotyczacym elektroakceptorowego charakteru
grupy fosfonowej — nie jest to dobry akceptor elektronow;

Badania opisane w paragrafie 18.2 sa réwniez zgodne z moja intuicja. Wydaje
mi sie, ze interesujacym bytoby sprawdzi¢ aktywno$¢ sond fosfonianowych, w
ktorych grupe CH: zastapi¢ grupa CF2 — sa to lepsze, jesli chodzi o
izoelektronowy charakter, analogi fosforanow.

Przywilejem, a nawet obowigzkiem recenzenta jest wskazanie tych fragmentow pracy,
ktére budza jego watpliwosci. | nie chodzi tu bynajmniej o usterki edytorskie, jakich nie
sposéb unikngé przy pisaniu takiego dzieta - zresztg tych praktycznie w pracy nie ma.
Nie zamierzam zatem uchylac¢ sie od podania kilku uwag krytycznych. | tak:

Gdybym byt Zong Pana Przemystawa obrazitbym si¢ za podzigkowania, chyba,
ze jest to rodzaj kodu matzenskiego zrozumiatego tylko dla zainteresowanych
(str. 3);

Zdaje sobie sprawe, ze jest ktopot z nazwami zwyczajowymi zwigzkow
naturalnych — ale reguty przenoszenia tych nazw na jezyk polski preferuja -
lapachon (str. 61);

Metoda moze by¢ ogdlna, korzystna itp., ale nie wszechstronna (str. 86);



e Na str. 92 jest jedyny btad edytorski jaki udato mi si¢ znalez¢, ciekawe czy
Doktorant go znajdzie;

e Widma sie rejestruje, a nie nagrywa (str. 98);

e Podoba mi sie notacja ,X=nic” (str. 128);

¢ Zmienitbym stowo ,wobec” na dole strony na ,do” (str. 143).

Sa to uwagi marginalne i nie maja zadnego wptywu na mojg wysoka ocene wartosci
rozprawy Pana mgr Przemystawa Wanata, a raczej majg pokazac, ze prace staratem
sie przeczyta¢ starannie.

Reasumujac, przyszto mi recenzowa¢ solidna, dobrze napisang i ciekawa prace
opisujaca realizacje innowacyjnego i $wiezego pomystu badawczego. Praca ta w petni
spetnia warunki zarowno ustawowe jak i zwyczajowe jakie stawia si¢ pracom
doktorskim. Zatem, wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Fizyczne
Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie Pana mgr Przemystawa Wanata do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Biorgc pod uwage zakres i jako$¢ wykonanych badar, ich stopien trudnosci i uzyskane
wyniki proponuje wyréznienie tej rozprawy doktorskiej odpowiednig nagroda. Nie bez
znaczenia jest tez fakt, ze wyniki tych badan zostaty juz opublikowane w postaci trzech
artykutéw umieszczonych w czasopismach o bardzo wysokim standardzie a dodatkowa
publikacja jest przygotowywana do wystania do czasopism. Dodatkowo Pan mgr
Przemystaw Wanat jest wspotautorem trzech bardzo dobrych publikacji nie
wchodzacych w zakres tematyki jego dysertacji naukowej. Co wiecej, sondy
opracowane przez Doktoranta zostaty zweryfikowane przez kolegéw z zespotu, ktérzy
opisali ich uzycie w dwéch niezaleznych publikacjach.



