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Recenzja rozprawy doktorskiej magistra Przemystawa Wanata,
zatytutowanej "Projektowanie, synteza i badanie wfasciwo$ci adeninowych
nukleotydowych sond fluorescencyjnych - narzedzi do monitorowania
reakcji enzymatycznych", przedstawionej Radzie Dyscypliny Nauki Fizyczne
Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego w Warszawie

Rozprawa doktorska magistra Przemystawa Wanata zostata przygotowana w Zaktadzie
Biofizyki w Instytucie Fizyki Do$wiadczalnej na Wydziale Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego
pod kierunkiem prof. dr. hab. Jacka Jemielitego oraz dr hab. Joanny Kowalskie;j. Poswiecona
jest ona poszukiwaniom sposobéw monitorowania reakcji enzymatycznych za pomocg technik
fluorescencyjnych, ktére w ostatnich latach z coraz wiekszym sukcesem stosowane sg do
poznawania zjawisk zachodzgcych w strukturach o znaczeniu biologicznym. Adekwatno$é tych
metod wynika przede wszystkim z ich matej inwazyjnoéci, niezbyt wygérowanych wymagan
aparaturowych, a takze z mozliwo$ci obserwacji zachodzacych zjawisk w czasie rzeczywistym.
Z drugiej strony, aby w petni wykorzysta¢ bogaty arsenat mozliwosci technicznych oferowanych
przez nowoczesne metody mikroskopii fluorescencyjnej konieczne jest precyzyjne
zaprojektowanie i wytworzenie sond o odpowiedniej strukturze, funkcji oraz Zzgdanych
wiasciwosciach spekiroskopowych. Biorac to pod uwage, stwierdzam, ze cel naukowy
postawiony przez Doktoranta w przedstawionej mi do oceny rozprawie doktorskiej jest nie tylko
niezwykle ambitny, ale takze wskazuje na kompleksowe podejscie do zagadnienia, czego
najlepszym odzwierciedleniem jest sam tytut pracy. Rozprawa obejmuje bowiem zaréwno
zagadnienia dotyczace projektowania nowych sond fluorescencyjnych, ich synteze chemiczna,
a takze przedstawia zastosowanie tych sond w rzeczywistych uktadach komérkowych. Z tego
punktu widzenia praca przedstawiona przez magistra Przemystawa Wanata jest kompletna.

Zanim przejde do dyskusji szczegotowej, chciatbym odnie$é sie do ogdlnego wrazenia,
ktére wywotuje lektura tej rozprawy doktorskiej. Jest ono niezwykle pozytywne. Pomimo tego,
ze w rozprawie podejmowane s3 trudne zagadnienia, mam tu na mysli zwlaszcza te dotyczgce

subtelnosci zwigzanych ze strukturami chemicznymi omawianymi w rozprawie czy ich funkcjami



biologicznymi, to prace czyta si¢ bardzo dobrze. Czytelnik jest w uporzadkowany i logiczny
sposob prowadzony przez meandry zagadnien opisywanych w rozprawie, co pozwala nie tylko
na dobre zrozumienie dokonan Doktoranta, ale takze na umiejscowienie ich w kontekscie
badan prowadzonych w tej dziedzinie. W przypadku badan wykraczajgcych poza jedna, $cisle
zdefiniowang dziedzing, ma to kluczowe znaczenie dla prawidtowej oceny wagi rezultatdw
bedacych przedmiotem rozprawy doktorskiej. Wiasciwa prezentacja kontekstu naukowego jest
W mojej ocenie niezwykle waznym elementem rozprawy doktorskiej, zwtaszcza takiej, ktora ma
charakter silnie interdyscyplinarny, gdyz dowodzi szerokiej wiedzy i bardzo dobrej orientacii
Autora w tematyce rozprawy. Nie jest to poza tym umiejetno$c¢ czesto wystepujgca, zastuguje
wigc na szczegolne wyrdznienie. Zestaw bardzo dobrze zaplanowanych i przeprowadzonych
eksperymentow, opis technik pomiarowych, metod analizy danych, wskazuje na bardzo dobrg
orientacie Autora w podejmowanych zagadnieniach, a takze na zrozumienie tajnikéw
zwigzanych zaréwno z konstrukcjg sond fluorescencyjnych jak i z procesami biologicznymi,
ktére majg by¢ przy ich wykorzystaniu monitorowane.

Rozprawa przedstawiona przez magistra Przemystawa Wanata obejmuje 200 stron, z
czego 40 (rozdziaty 20 i 21) po$wigcone jest technikom eksperymentalnym, opisom syntez i
szczegOtowej charakteryzacji ich produktéw, a wyniki wtasne obejmujg okofo 80 stron. Spis
literatury zawiera ponad 200 pozycji. Struktura rozprawy nie odbiega od klasycznej, a duza
liczba rozdziatbw wynika z wielu poruszanych w pracy zagadnien. Rozdziaty w wiekszosci
opatrzone sg wstepem oraz podsumowaniem, co dodatkowo poprawia przejrzystos¢ rozprawy i
logike wywodu.

Rozprawe otwiera bardzo starannie przygotowana i przemyslana czesé literaturowa,
obejmujgca takie zagadnienia jak chemig i biologie nukleotydow, role czasteczki ATP i metody
Jej detekcji, a takze dyskusje analogéw ATP i ich modyfikacji. Zagadnienia te w jednoznaczny
sposo6b prezentujg motywacje naukowa dla podjetego projektu badawczego i podkreélajg jego
znaczenie. Kolejnymi aspektami oméwionymi we wstepie sg fluorescencja ekscymerowa oraz
mechanizm przekazu energii typu FRET wraz z zastosowaniem tych zjawisk do badan kwaséw
nukleinowych oraz do badan enzymatycznych. Sg to podstawowe zjawiska fizyczne
wykorzystane przez Doktoranta w badaniach i ich opis w stopniu wiecej niz adekwatnym
podkresla wymogi stawiane sondom fluorescencyjnym, ktére majg zostaé zsyntezowane i
wykorzystane w rozprawie. Ostatnia sekcja wprowadzenia dotyczy opisu wybranych podejéé w
chemii nukleotydéw ze szczegéinym uwzglednieniem reakcji typu ,click” i reakcji CUAAC. W
mojej ocenie wprowadzenie literaturowe zawiera wszystkie informacje niezbedne do
zrozumienia zakresu merytorycznego rozprawy, jest ono poza tym — pomimo spegcjalistycznego
jezyka — napisane w sposéb dosy¢ przystepny, co utatwia ptynng lekture.



Wyniki badan wtasnych przeprowadzonych przez magistra Przemystawa Wanata mozna
podzielic na dwa gtéwne obszary. Cho¢ gtéwnym celem pracy bylo opracowanie sond
nukleotydowych — narzedzi przydatnych w bezinwazyjnym monitorowaniu w czasie
rzeczywistym reakcji enzymatycznych — to projekt sktadat sie z czeéci syntetycznej oraz
spektroskopowej. Czes¢ syntetyczna polegata na zaprojektowaniu i zoptymalizowaniu reakcji
syntezy analogéw nukleotydéw pod katem ich zastosowan jako sondy molekularne. Badania
spektroskopowe i mikroskopowe dotyczyty za$ opisu wtasnosci spektroskopowych otrzymanych
zwigzkéw, a takze okreslenia ich podatnosci na hydrolize enzymatyczng czy zdolno$¢ do
penetracji btony komoérkowej. W moim przekonaniu kazda z tych czesci osobno mogtaby
stanowi¢ podstawe samodzielnej, bardzo dobrej rozprawy doktorskie;.

Rezultaty bedace wynikiem wysitku wiozonego w otrzymanie sond molekularnych,
optymalizacje syntez i charakterystyke chemiczng produktéw stanowig nowa, wartosciowg
wiedze, na ktorg skitadajg sie:

(1) synteza analogéw nukleotydéw i analogow terminalnej reszty fosforanu zawierajgce;
grupy alkinowe, dzieki ktérej uzyskano analogi adenozyny, guanozyny, cytydyny, urydyny, oraz
7-metyloguanozyny. tgcznie zsyntezowano 16 analogéw nukleotydéw zawierajgcych jedng
grupe alkinowg przylgczong do reszty terminalnego fosforanu oraz 17 analogow nukleotydow
zawierajgcych dwie grupy alkinowe.

(2) opracowanie warunkéw wydajnej reakcji CuAAC nukleotydow ze znacznikami
fluorescencyjnymi, co pozwolito na uzyskanie znakowanych nukleotydéow i sond
nukleotydowych: 11 pojedynczo znakowanych nukleotydéw bedgcych analogami nukleotydow
purynowych, oraz 19 sond ekscymerowych bedacych analogami trifosforanow adenozyny,
guanozyny, cytydyny, oraz 7-metyloguanozyny.

(3) opracowanie warunkéw sekwencyjnej reakcji CUAAC, co pozwolito na przytgczenie
kolejno dwéch réznych znacznikéw do struktury nukleotydu, bez koniecznosci wykorzystania
grup ochronnych, ani wydzielania produktu posredniego. W ten sposéb mozliwa byta synteza
18 analogow trifosforanéw guanozyny, adenozyny, oraz 7-metyloguanozyny, zawierajgcych w
swej strukturze dwa rézne znaczniki.

Drugim obszarem badan przedstawionych w rozprawie sg badania wtasnosci optycznych
uzyskanych sond, zaréwno ekscymerowych jak i wykorzystujgcych efekt FRET. Obejmowaty
one:

(1) pomiary charakteryzacyjne analogéw nukleotydébw zawierajgce dwa identyczne
barwniki fluorescencyjne (sondy ekscymerowe) oraz dwa rézne barwniki fluorescencyjne (sondy

FRET), ktérych celem byto okreslenie ich wtasciwosci emisyjnych oraz stabilnosci wzgledem



rozmaitych czynnikéw. Efektem tych eksperymentéw byta dalsza selekcja sond pod katem
badan enzymatycznych.

(2) monitorowanie reakcji enzymatycznych z niespecyficznym enzymem PDE-1 z
wykorzystaniem sond nukleotydowych w czasie rzeczywistym, ktore potwierdzito funkcjonalno$é
zaprojektowanych sond. W miare przebiegu reakcji widmo fluorescencji ulegato zmianie w
sposob oczekiwany dla sond ekscymerowych (pojawienie sie fluorescencji monomerowej), dla
sond FRET (pojawienie si¢ fluorescencji donora), oraz dla sond wygaszeniowych, dla ktérych
obserwowano wzrost natezenia fluorescenc;ji fluoroforu.

(3) przetestowanie wtasciwosci sond w komoérkach i lizatach komérkowych, czyli w
uktadach o znacznie bardziej ztozonym $rodowisku reakcji. Rowniez w tym przypadku
zaobserwowane zostaty zmiany widm fluorescencji uzytych sond nukleotydowych. Istotng
obserwacjg byto wykazanie, ze niektore sposroéd wytworzonych sond penetruj blone komérkowa
i majg zdolnos¢ lokowania sie w cytozolu.

Juz nawet ten skrécony opis dowodzi, ze zakres eksperymentéw przeprowadzonych w
ramach rozprawy doktorskiej jest imponujgcy. Co réwnie istotne, eksperymenty te tworza spéjna
catos¢, posiadajg poczatek i koniec, dajg poczucie, ze po ,A” nastepuje ,A”, a po ,Z" nastepuje
,Z". Zastanawiam sie, czy faktycznie ten projekt byt w ten sposéb zaplanowany, a pozniej z
zelazng konsekwencjg egzekwowany, czy tez ten porzadek i kompletno$é rozprawy jest do
pewnego stopnia dzietem przypadku, przypadku, ktéry w tej sytuacji mozna nazwa¢ szcze$ciem
naukowym.

Struktura i zawarto§¢ merytoryczna tej rozprawy uniemozliwia w zasadzie wyrdznienie
jednego wyniku i wskazanie go jako jej najwieksze osiagniecie. Poprzez wewnetrzng spdjnosé,
rozprawa ta jest dzietem kompletnym i jako taka stanowi osiggniecie. Warto$¢ naukows
wynikéw wigczonych do rozprawy (a z jej lektury wynika, ze sporo rezultatow sie w niej nie
znalazilo) oceniam bardzo wysoko. Ocena ta jest dodatkowo podkreslona poprzez dorobek
publikacyjny Doktoranta, obejmujacy publikacje w wiodacych czasopismach z dziedziny, takich
jak Chemical Communications, Organic Letters czy Chemistry — A European Journal. W dwéch
pracach magister Przemystaw Wanat jest pierwszym autorem, a kolejne publikacie sg w
przygotowaniu.

Przy okazji recenzji tej bardzo dobrej rozprawy doktorskiej, pozwole sobie na jeszcze
jedna dygresje. W zasadzie nie powinno nikogo dziwi¢, ze Doktorant pracujgcy w wiodace;
grupie badawczej kierowanej przez prof. dr. hab. Jacka Jemielitego, w bardzo dobrym o$rodku i
otoczeniu intelektualnym, prowadzi wysokiej klasy badania i posiada w dorobku dobre
publikacje. Ale w mojej opinii magister Przemystaw Wanat prezentuje znacznie wyzszy poziom

nawet od tego oczekiwanego. Z lektury rozprawy doktorskiej wynika jednoznacznie, ze jest
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dojrzatym badaczem, ktory nie tylko potrafi w sposéb niemal perfekcyjny przedstawi¢ wyniki
swoich badan, ale i z pokorg do nich podej$¢, krytycznie analizowaé¢ uzyskiwane dane, uczyé
sie na niepowodzeniach lub nawet przekuwac je w sukces.

Pod wzgledem edytorskim rozprawa zostata przygotowana z bardzo duzg starannoscia,
napisana jest poprawnie w jezyku polskim, a jej lektura nie sprawia wiekszych trudnosci. Nie
ukrywam, ze jestem pod wrazeniem. Rysunki zostaty przygotowane z pietyzmem, cata oprawa
graficzna, formatowanie, dbato$¢ o szczegét zastuguje na uznanie. Przyznaje, ze gdy po raz
pierwszy przekartkowatem te rozprawe, to moje pierwsze wrazenie byto takie, ze bedzie to
dobry doktorat. | sie zawiodtem. Bo jest to rozprawa naprawde bardzo dobra. Mozna znalezé
kilka niedociagnie¢, ale to sa takie drobiazgi, Zze nie warto ich przytaczaé. No moze poza
brakiem konsekwencji w doborze objasnionych skrétéw i dosyé czestej sytuacji, w ktérej podpis
pod rysunkiem znajduje si¢ na drugiej stronie (cze$ciowo lub w catosci).

Rozprawa doktorska przygotowana przez magistra Przemystawa Wanata jest praca
wyjatkowa, zaréwno pod wzgledem zawarto$ci merytorycznej, kompletnosci wynikéw, ich
jakosci i znaczenia, jak i wzorowej, logicznej i konsekwentnej prezentacji. Zadanie, ktérego
podjat si¢ Doktorant wymagato opanowania umiejetnosci nie tylko w zakresie syntezy nowych
sond nukleotydowych, ale réwniez w ich zastosowaniu do monitorowania reakciji
enzymatycznych w czasie rzeczywistym. Wyniki przeprowadzonych badan zostaty
opublikowane w bardzo dobrych czasopismach chemicznych. Podsumowujac, zaréwno
tematyka rozprawy doktorskiej, jej rozmach, zakres przeprowadzonych syntez chemicznych i
eksperymentow spektroskopowych, a takze stopien zrozumienia uzyskanych wynikéw, nie
pozostawiajg najmniejszej watpliwosci, ze magister Przemystaw Wanat jest wysokiej klasy
badaczem. Podkresli¢ chce takze wysokg jako$¢ warsztatowg przygotowane; rozprawy
doktorskiej. Z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa,
zatytutowana ,Projektowanie, synteza i badanie wiasciwosci adeninowych nukleotydowych
sond fluorescencyjnych - narzedzi do monitorowania reakcji enzymatycznych’, spetnia
wszystkie ustawowe i zwyczajowe kryteria stawiane rozprawom doktorskim. W zwiazku z tym
wnoszg o dopuszczenie magistra Przemystawa Wanata do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie, biorac pod uwage argumenty przedstawione w recenzji, chce
wystagpi¢ z wnioskiem o wyrdznienie tej rozprawy doktorskie;.
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