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Recenzja rozprawy doktorskiej magistra Marka Baranowskiego,
zatytutowanej "Fluorofosforanowe analogi (oligo)nukleotyddw jako
narzedzia do badan procesow biologicznych", przedstawionej Radzie
Dyscypliny Nauki Fizyczne Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego
w Warszawie

Rozprawa doktorska magistra Marka Baranowskiego zostata przygotowana w Zaktadzie
Biofizyki w Instytucie Fizyki Doswiadczalnej na Wydziale Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego
pod kierunkiem prof. dr. hab. Jacka Jemielitego oraz dr hab. Joanny Kowalskiej. Zakres
merytoryczny  rozprawy obejmuje dwa ramowe zagadnienia: (1) opracowanie
wysokoprzepustowej metody przesiewowej opartej o fluorofosforanowe analogi nukleotyddw,
oraz (2) zbadanie mozliwosci wykorzystania oligonukleotydow znakowanych resztg
fluorofosforanowg jako sond molekularnych w badaniach z wykorzystaniem techniki 'F NMR.
Kazde z tych zagadnien wpisuje sie w rozwijane obecnie kierunki badan, przy czym na
szczegolne podkreslenie zastugujg badania przeprowadzone w czesci drugiej rozprawy
doktorskiej, w ktorej opisano szeroki wachlarz zastosowan fluorofosforanowych analogow
nukleotydow w eksperymentach opartych o metode '°F NMR. Nie ulega watpliwos$ci, Ze sg to
struktury niezwykle interesujgce, a ich otrzymanie na wydajnej drodze syntezy chemicznej z
duzg kontrolg struktury moze przyczynic sie do odkrycia nowych zjawisk istotnych z naukowego
i medycznego punktu widzenia. Biorgc to pod uwage, stwierdzam, ze cel naukowy postawiony
przez Doktoranta w przedstawionej mi do oceny rozprawie doktorskiej jest nie tylko ambitny, ale
jego realizacja moze skutkowac¢ otwarciem nowych eksperymentalnie obszaréw w zakresie
badan tworzenia sie dupleksow DNA, monitorowania rozwijania struktur drugorzedowych pod
wptywem zmian otoczenia, kwantyfikacji oddziatywan miedzy kwasem nukleinowym a biatkiem
lub matoczgsteczkowym ligandem.

Zanim przejde do dyskusji szczegétowej, chciatbym odnies¢ sie do ogdlnego wrazenia,
ktore wywotuje lektura tej rozprawy doktorskiej. Jest ono niezbyt pozytywne, a na pewno jest
ono mniej pozytywne niz wynikatoby to z moich - by¢ moze zbyt wygérowanych - oczekiwan,
ktére miatem podejmujgc sie tego — nie ukrywam - duzego wyzwania, gdyz zakres
merytoryczny rozprawy nie jest do kohca zbiezny z moim doswiadczeniem naukowym.
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Pierwszym, podstawowym i niestety nieodtgcznym wrazeniem, ktore towarzyszyto mi
podczas lektury rozprawy, byt chaos strukturalny rozprawy. Uwidacznia sie on juz podczas
lektury streszczenia, ktére odwraca sekwencje badan prezentowanych w sekcji Badania
Wiasne, w zasadzie bez jakiegokolwiek konkretnego powodu. Tego rodzaju zaburzenia
chronologii nie utatwiajg lektury. Drugim przyktadem chaosu strukturalnego jest umieszczenie
opisu techniki NMR w czesci Przeglad Literatury, podczas gdy jest to technika badawcza z
duzym entuzjazmem i powodzeniem wykorzystywana w celu uzyskania wynikéw opisanych w
rozprawie. Opis techniki nie jest przegladem literatury i jako taki powinien sie znalez¢ w
rozdziale poswieconym technikom eksperymentalnym, ktory zresztg w rozprawie sie znajduje.
Co wiecej, opis istotnych elementéw techniki NMR pojawia sie juz znacznie wczesniej, bo na
stronie 75, i konia z rzedem temu, kto sie rozezna w zagadnieniach dotyczgcych szerokosci linii
w widmach NMR i powigzania ich z czasami relaksacji spin-spin. Ku zaskoczeniu czytelnika, w
podrozdziale 2.3 zawarty jest z kolei doktadny opis procedury eksperymentalnej zwigzanej z
syntezg dinukleotydéw adeninowych zawierajgcych ugrupowanie 5’-tiofosfoestrowe. Opis ten
rowniez powinien sie znalezé w czesci eksperymentalnej. Nastepnym przykiadem chaosu
strukturalnego jest wzmocniony dualizm w podawaniu odnosnikéw literaturowych, niektére z
nich umieszczone sg na dole strony, a wiekszo$¢ znajduje sie w obszernym spisie literatury na
koncu rozprawy. Jest to postepowanie niezrozumiate, a przynajmniej dla mnie mato intuicyjne.
Wzmocnienie dualizmu definiuje tez jako wprowadzenie trzeciego sposobu umieszczania
odnosnikow literaturowych bezposrednio na rysunkach, bez podania petnych danych
bibliometrycznych ani tez odnosnika numerycznego do spisu literatury (przyktadem Rys. 1-22).
Zresztg format tego typu dziwacznych odniesien literaturowych zamieszczonych bezposrednio
na rysunkach réwniez fluktuuje (Schemat 1-3). Podobnie oceniam zamieszczenie na stronie
109 autoreferatu, ktory bardziej pasuje do autobiografii niz do rozprawy doktorskiej. Jesli wyniki
opisane w tej czesci byly przedmiotem publikacji, to powinno sie to znalez¢ w czesci Przeglad
Literatury. Odnos$niki do tabel znajdujg sie czasami wiecej niz 10 stron przed wtasciwg tabela,
na przyktad w podrozdziale 1.2.4.1, podobnie jest z niektérymi rysunkami. Ponadto, w tekscie
rozprawy niektore skroty sg definiowane wielokrotnie, na przyktad PDE-I, a nie znajdujg sie one
w zestawieniu uzytych skrotow, choC pozostate badane enzymy w tym zestawieniu mozna
znalez¢. Wiele skrétdéw nie zostato umieszczonych w zestawieniu skrétéw, co w istotny sposob
utrudnia lekture rozprawy, kilka skrotow znajdujgcych sie w zestawieniu pojawia sie w rozprawie
mniej niz trzy razy (na przyktad FDA), co rodzi pytanie o sensownos¢ zamieszczenia rzadko
uzytego w rozprawie skrotu w zestawieniu. Niektore skroty sg stosowane w sposob dowolny, na
przyktad UV-Vis vs. UV/VIS, a definicja gestosci optycznej (OD) jest doprawdy kuriozalna

(jednostka ilosci substancji absorbujgcej promieniowanie UV-Vis).



W rozprawie doktorskiej wystepujg tez rozne sposoby prowadzenia narracji, czasami jest
to pierwsza osoba liczby pojedynczej, czasami pierwsza osoba liczby mnogiej, a czasami opis
jest bezosobowy. Trudno zidentyfikowac¢ klucz, ktéry stat za takim rozréznieniem. Wreszcie, sg
w rozprawie fragmenty, w ktorych przydatoby sie wprowadzenie podziatu na poszczegodlne
paragrafy, przyktadem niech bedg informacje opisane na stronach 116-117 i 169-170, gdzie
wiele watkow (czesto roztgcznych) jest opisanych w jednym akapicie. Wptywa to niestety
negatywnie na ptynnos¢ i przejrzystos¢ wywodu.

Rozprawa przedstawiona przez magistra Marka Baranowskiego obejmuje ponad 280
stron (cho¢ z drugiej strony trudno to oceni¢, bo niektorych stron brakuje, na przyktad nie ma
stron 177 i 178), jest wiec pracg obszerna, w ktérej 100 stron zostato poswieconych na
Przeglad Literatury. Jest to sekcja opisana catkiem przyzwoicie, w stopniu zadowalajgcym
wprowadza w podstawowe zagadnienia podejmowane w rozprawie, wigczajgc w to role atomu
fluoru w badaniach biologicznych, synteze zwigzkow fluorofosforanowych, sposoby
monitorowania procesow biochemicznych przy uzyciu fluorowanych zwigzkéw, a takze opis
enzymow uzytych w rozprawie. Ostatni podrozdziat w tej czesci jest poswiecony jest opisowi
techniki NMR. Ponizej zamieszczam kilka uwag, komentarzy i pytan do tej czesci rozprawy
doktorskie;j.

Strona 24 — ADME - brak definicji
Strona 26 — co to takiego jest jadro protonu?
Strona 30 — odnosniki literaturowe oznaczone kursywg, w innych miejscach jest inaczej,
Czasami z uzyciem spacji, a czasami bez spacji
Brak wciecia nowego akapitu — usterka powszechna
Strona 32 — ,potgczone sg pomiedzy sobg wigzaniem”.
ATP — brak definicji
Strona 33 - NFSI — brak definicji, DAST — brak w wykazie skrotéw
Strona 37 — lek antywirusowy a nie wirusowy
Strona 40 — co oznacza sformutowanie, ze fluor nie jest mimikiem?
Strona 41 — a co oznacza sformutowanie, ze fluor jest jadrem magnetycznym?
Strona 42 — brak opisu co to takiego jest poditoze state w syntezie fluorowanych kwaséw
nukleinowych
Strona 49 — w teksScie jest 8 pm, na rysunku jest 8 ppm (,zmianie tej towarzyszyta znaczna
zmiana”)
Strona 53 — co to sg bloki budulcowe?
Strona 56 — IM-CT, c6z to jest?



Strona 56 — brak odnos$nika do artykutu w podpisie rysunku 1-26
Strona 60 — coz to takiego jest spacer?

Co to jest hiperchromicznos¢ i jaki ma zwigzek ze spektroskopig UV-Vis?
Strona 66 — co oznacza pojecie: poszerzenie sygnatu NMR?
Strona 69 — AMPF, ADPF, ATPF, UMPF, GTPF — jaki jest sens uzywania skrétéw, ktore sg
niezdefiniowane?
Strona 85 — ,obiektami badan niniejszej pracy”
Strona 95 — jaki jest powdd stosowania w spektroskopii NMR gtéwnie jader o spinie 27?
Strona 95 — chciatbym zwroci¢ uwage, ze stowo tabela w jezyku polskim sie odmienia, innymi
stowy, ulega deklinacji.
Strona 97 — Rys. 1-51, czy przedstawiony schemat ma zastosowanie do sytuacji, w ktorej spin
jader atomowych wynosi 2?
Strona 103 — ktére jgdro atomowe skfada sie z otaczajgcych elektronow?
Strona 108 — Rys. 1-60 nie jest rysunkiem

Niezwykle irytujgca jest znikoma dbatos¢ Doktoranta o komfort czytelnika, zwigzana z
uzywaniem na rysunkach czcionek w rozmiarze mikroskopijnym (Rys. 1-25, 1-34, 2-1, i wiele
wiele innych). Jezeli jaka$ informacja jest wazna i warta zamieszczenia, to powinna zostac
zamieszczona w taki sposéb, zeby byta czytelna. Jezeli informacji zawartej na rysunku
przeczyta¢ nie mozna bez uzycia szkta powiekszajgcego, to jest to informacja zbedna, a wiec
nie ma najmniejszego sensu zamieszanie jej na rysunku. Réznice obrazuje porownanie
rysunkoéw 3-7 i 3-10, zawierajg one analogiczne informacje, ale w przypadku tego pierwszego

czytelnosé jest co najwyzej umiarkowana.

Pierwsza czesc¢ rozprawy doktorskiej zawierajgca opis badan witasnych, poswiecona jest
opracowaniu wysokoprzepustowej metody nakierowanej na poszukiwanie inhibitorow enzymow
hydrolizujgcych fluorofosforanowe analogi nukleotydéw oraz zastosowaniu jej zaréwno do
enzymow modelowych, a takze takich o znaczeniu terapeutycznym. Zaproponowana metoda
opiera sie na pomiarze natezenia fluorescencji sondy fluorogenicznej, selektywnej na obecnos¢
jonow fluorkowych, uwalnianych w wyniku zajscia reakcji enzymatycznej. Zaprezentowane
wyniki, uzyskane dla bardzo licznej grupy zwigzkéw, wskazujg, ze postawiony cel zostat z
sukcesem zrealizowany. Przy pomocy zaproponowanej metody udato sie okresli¢ aktywnos$é
szeregu zwigzkéw, wskazac takie, ktére sg silnymi inhibitorami enzymdéw zastosowanych w
badaniach. Cho¢ dyskusja uzyskanych wynikow jest bardzo jakosciowa, czesto sprowadza sie
ona do wymienienia dobrych i ztych inhibitoréw, opracowana przez Doktoranta metoda jest

duzym osiggnieciem technologicznym i jak przypuszczam moze zosta¢ zastosowana do innych
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pokrewnych zagadnien. Pewien niedosyt budzi (1) brak dobrze zdefiniowanej hipotezy
badawczej dotyczgcej wysokoprzepustowych badan przesiewowych, nie jest jasne, jakie byto
uzasadnienie dla przeprowadzenia eksperymentéw dla ponad stu zwigzkéw, jesli opisy
uzyskanych wynikow opatrzone sg w wiekszosci komentarzem, ze sg to spodziewane wyniki, a
takze (2) mato przejrzysta sciezka logiczna zwigzana z optymalizacjg metody, zaréwno pod
katem doboru buforéw jak i innych istotnych parametréw. Przypuszczam, ze tego typu badania
zostaty przeprowadzone, ale nie znalazty sie z w rozprawie z powodu ich obszernosci. Bytoby
tez dosyC interesujgce przedstawienie mozliwosci implementacji tej metody do innych
zagadnien. Ponizej zamieszczam kilka uwag, komentarzy i pytan do tej czesci rozprawy

doktorskie;.

Strona 116 — Rys. 2-1: czy krzywa przedstawiona na panelu B jest krzywg eksperymentalng?
Jesli tak, to dlaczego dla zerowego stezenia czegokolwiek co jest oznaczone na osi X wartos¢
natezenia fluorescenc;ji jest wieksza od 07?
Strona 117 — wysoko przepustowej? Czy wysokoprzepustowej?

~eksperyment wysokoprzepustowy sktadat sie z dwoch ptytek”
Strona 118 — rowne odstepy czasowe, czyli jakie? Po okreslonym czasie, czyli kiedy?
Odpowiednio dobrany roztwér, czyli jaki? Albo jest to opis eksperymentu (ktory nie powinien sie
moim zdaniem tutaj znalez¢) i wowczas wymagana jest skrupulatnos¢ w opisie procedury, albo
jest to mato istotny opis nie do konca wiadomo czego.

Jak dokonuje sie pomiaru fluorescencji przy pomocy czytnika ptytek? Co jest detektorem
w tej technice?

Co oznacza ,szerokie spektrum substratowe”?
Strona 119 — sformutowanie ,uzyskane dane mogtyby by¢ nieprawdziwe” jest niedopuszczalne.
Dane sg zawsze prawdziwe.
Strona 120/121 — Rys. 2-3D jest omawiany przed Rys. 2-3A. Jak zostat wyznaczony stosunek
sygnatu do szumu przedstawiony na Rys. 2.3C? Jaka jest granica detekcji w tym
eksperymencie? | jak jg mozna odnies¢ do wartosci uzytecznych? Zgodnie z danymi
przedstawionymi na Rys. 2-3A, eksperyment przeprowadzony w buforze HEPES nie prowadzi
do liniowej zaleznosci natezenia fluorescencji od stezenia jondéw fluorkowych. Stoi to w
sprzecznoséci z tekstem. Co wiecej, dla kazdego bufora natezenie fluorescencji przy zerowym
stezeniu jonéw fluorkowych jest niezerowe i znaczne. W jakim stopniu wptywa to na
poprawnosc¢ dziatania opracowanej metody wysokoprzepustowej? Jak zostaly wyznaczone
wzgledne wartoéci natezen fluorescencji? Skad (fizycznie) wynika warunek na wielkosé

okreslong wzorem (2.1)? W jakim stopniu warto$¢ Z’ jest zalezna od stezen reagentow?
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Strona 125 — Rys. 2-5 os X nie zostata opisana, na panelu D os X opisana jest inaczej niz w
przypadku poprzednich rysunkoéw, poza tym krzywa w tym przypadku przebiega przez punkt
(0,0). Dlaczego?

Strona 130 — jak nalezy interpretowaC ujemne wartosci inhibicji? Skad sie biorg bfedy
pomiarowe w tym eksperymencie?

Strona 148 — co oznacza pojecie ,roztgczne specyficznosci substratowe”?

Strona 149 — brak odnosnika do pracy dot. funkcji enzymu Fhit. Jak dokfadnie zostat
przeprowadzony eksperyment zaprezentowany na Rys. 2-12i 2.137?

Strona 158 — 159 — opis tych pomiaréw jest przesycony zargonem: analiza ilosci i integracji
sygnatéw, widma fosforowe, w dét pola, w goére pola, atomy uleglty przesunieciu. W opisie tych
wynikéw brakuje informaciji o rozdzielczosci spektralnej w tym eksperymencie. W szczegdlnosci
dla przejrzystosci prezentacji, warto rozszerzy¢ skale dla widm na Rys. 2-15.

Strona 160 — podobnie jak tabela, stowo wykres réwniez podlega deklinaciji.

Drugi temat badan wiasnych przeprowadzonych i opisanych w przedstawionej mi do
oceny rozprawie doktorskiej zwigzany jest z zastosowaniem fluorofosforanowych analogow
nukleotydow jako sond molekularnych w eksperymentach opartych o metode '°F NMR.
Pierwsza czes$¢ tych eksperymentow polegata na syntezie fluorofosforanowych analogéw
nukleotyddéw, Doktorant uzyskat 18 struktur réznigcych sie dtugoscia tancucha oraz sekwencja.
Nastepnie sondy te zostaty wykorzystane do badan oddziatywan z DNA, z biatkami, ligandami.

Ponizej zamieszczam kilka uwag, komentarzy i pytan do tej czesci rozprawy doktorskiej.

Strona 171 — rysunek jest nieczytelny

Strona 172 — rysunek jest nieczytelny

Strona 173 — czym sie rézni potwierdzenie od ostatecznego potwierdzenia?

Strona 175 — co opisuje parametr delta?

Strona 180 — jesli dane eksperymentalne sg rowne z doktadnoscig do btedu pomiarowego,
dyskusja réznic miedzy nimi pozbawiona jest sensu, komentarz dotyczy wartosci Tm

Strona 188 — jak dokfadnie przebiega pomiar, ktérego wynik przedstawiony zostat na Rys. 3-8?
Dlaczego wyniki przedstawione na tym rysunku réznig sie wartoscig btedu?

Strona 190 — jaka jest rozdzielczos¢ spektralna dla danych przedstawionych na Rys. 3-107?

Osigga ona poziom 0.0001 ppm?

Wyniki badan wtasnych przeprowadzonych przez magistra Marka Baranowskiego

stanowig znaczgcg czes¢ rozprawy doktorskiej. Wyrazam przypuszczenie, ze w zasadzie
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materiat doswiadczalny zebrany w rozprawie wystarczytby na dwa, a moze nawet i wiecej
doktoratéw. A zadaniem doktoranta jest przygotowanie i napisanie jednej i tylko jednej rozprawy
doktorskiej. Wyrazam drugie przypuszczenie, ze gdyby Doktorant okroit nieco zakres
merytoryczny, opisujgc nieco bardziej szczegdétowo wybrane aspekty przeprowadzonych przez
siebie badan, ta rozprawa doktorska bytaby znacznie lepsza, a przedstawione eksperymenty
bytyby opisane w przejrzysty sposob, podobnie jak ich interpretacja.

Wartos¢ naukowg wynikdw witgczonych do rozprawy oceniam wysoko, zwitaszcza w
zakresie obejmujgcym zastosowanie fluorofosforanowych analogéow nukleotydow jako sond
molekularnych w badaniach NMR. Ocena ta jest dodatkowo podkreslona poprzez dorobek
publikacyjny Doktoranta, obejmujgcy publikacje w wiodgcych czasopismach z dziedziny, takich
jak Nucleic Acids Research, Journal of Organic Chemistry, czy Organic and Biomolecular
Chemistry. W trzech pracach zwigzanych bezposrednio z tematykg rozprawy doktorskiej
magister Marek Baranowski jest pierwszym autorem, a kolejne publikacje sg w przygotowaniu.
Doktorant jest tez wspotautorem kilku prac powstatych w grupie prof. dr. hab. Jacka Jemielitego,
a takze dwoch zgtoszen patentowych.

Rozprawa doktorska przygotowana przez magistra Marka Baranowskiego jest dzietem
solidnym, dowodzgcym, ze Doktorant Swietnie orientuje sie w tematyce badawczej, a takze
bardzo dobrze sobie radzi z warsztatem doswiadczalnym, zaréwno dotyczgcym syntezy
modyfikowanych nukleotyddéw jak i prowadzeniem eksperymentow spektroskopowych. Wyniki
przeprowadzonych badan zostaty opublikowane w bardzo dobrych czasopismach chemicznych.
Podsumowujgc, nie rodzi najmniejszej watpliwosci stwierdzenie, ze magister Marek Baranowski
jest dojrzatym naukowcem, ktory podjgt sie rozwigzania wazkiego problemu naukowego i
projekt ten zakonczyt sukcesem. Z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona mi do
oceny rozprawa, zatytutowana ,Fluorofosforanowe analogi (oligo)nukleotyddw jako narzedzia
do badan procesow biologicznych”, spetnia wszystkie ustawowe i zwyczajowe kryteria stawiane
rozprawom doktorskim. W zwigzku z tym wnosze o dopuszczenie magistra Marka

Baranowskiego do dalszych etapéw procedury doktorskiej.
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