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Recenzja rozprawy doktorskiej magistra Adama Pomorskiego pt. "Otrzymanie i
charakterystyka barwnikéw biarsenowych stosowanych do selektywnej modyfikacji bialek"
wykonanej w Pracowni Chemii Biologicznej Uniwersytetu Wroclawskiego
pod kierunkiem dr hab. Artura Krezla prof. U.Wr.

Przedstawiona rozprawa doktorska dotyczaca syntezy i charakterystyki oraz aplikacji
barwnikow biarsenowych zostata wykonana w grupie dr hab. Artura Krezla prof. U.Wr. specjalizujacej
si¢ w badaniach z zakresu chemii biologicznej z uzyciem metod fizykochemicznych.

Badania zjawisk jakie zachodza w zywych komoérkach wymagaja znajomosci lokalizacji
poszczegodlnych biatek w komodrce, a takze fluktuacji skladu chemicznego (jakosciowego
iilosciowego) organelli komoérkowych w stanie fizjologicznym 1 patologicznym. Do metod
badawczych jakie sa niezbedne w badaniach zzakresu biologii molekularnej nalezg m.in.
a) nadprodukcja i izolacja biatek, b) wizualizacja za pomoca wybarwiania, ¢) selektywne wybarwianie
odpowiednimi substancjami wybranych biatek komorkowych, d) przeprowadzenie selektywnych
reakcji pozwalajacych na $ledzenie zmian jakie w komorkach zachodzg w warunkach fizjologicznych
i patologicznych. Stad badania te majg charakter interdyscyplinarny i wymagaja wiedzy oraz
doswiadczenia osob z roznych dyscyplin.

Badania wlasciwosci biatek i ich funkcji sa obecnie szybko rozwijajaca si¢ dziedzing badan
nad sktadnikami materii ozywionej. W 1958 roku rozwigzano struktur¢ krystaliczng mioglobiny.
Jednak, obecnie badania nie koncentrujg si¢ tylko nad struktura makroczasteczek lecz ich zmianami
konformacyjnymi oraz oddziatywaniami z innymi biatkami i ligandami. Pomimo, ze arsenal metod
badawczych jest znany i powszechnie stosowany kazda z metod posiada pewne ograniczenia. Jedna
z ciekawszych, a zarazem czula technika stosowanag w biologii molekularnej jest fluorescencja.
Z uwagi na pewne ograniczenie rowniez tej metody, ktére Autor opisuje w rozprawie we wstepie
niezbednym staje si¢ poszukiwanie nowych barwnikéw, ktore moga by¢ stosowane nie tylko do
barwienia wybranych obiektow komorkowych, ale rowniez do selektywnego laczenia czasteczek
barwnika z wybranym elementem strukturalnym badanego biatka. Mozliwe jest to do uzyskania przy
zastosowaniu znakowania motywu czterocysteinowego barwnikami biarsenowymi, na ktérym Autor
skupit si¢ w swej pracy. Bioragc pod uwage doniesienia literaturowe na temat selektywnego
funkcjonalizowania biatek tematyka rozprawy jest bardzo aktualna, a przedstawione wyniki juz zostaty
zauwazone - §wiadcza o tym cytowania opublikowanych prac.

Sam uktad rozprawy jest klasyczny i sktada si¢ ze wstgpu, jasno okreslonego celu pracy, opisu
uzytych materiatow, metod badawczych, wynikow, ich dyskusji oraz spisu cytowanej literatury. Wstep
jest napisany kompetentnie i obejmuje m.in. bardzo podstawowe informacje lezace u podstaw metod

badawczych (na przyktad opis diagramu Jabtonskiego), krotka charakterystyke wybranych fluoroforow



organicznych oraz ich reaktywnych pochodnych, opis bialek fluorescencyjnych oraz metod
wprowadzania syntetycznych fluoroforow do znakowania bialek. Nastgpnie Autor opisuje
dwupodstawione barwniki arsenowe oraz wyniki innych grup badawczych méwiagce o taczeniu ich
z motywem czterosysteinowym wraz z opisem metod ich syntezy. Tu pojawia si¢ pierwszy btad
pojeciowy jaki Autor popehia konsekwentnie w pracy (oprocz strony 57, 117, 118 i 151). Reakcja
wprowadzenia rteci (II) do zwiazku fluorescencyjnego nie jest reakcja przylgczenia (strona 23) lecz
podstawienia elektrofilowego. To samo tyczy si¢ przylqczenia krétkiego lancucha alkilowego (strona
67) 1 przylgczenia 2,2'-dipikoliloaminy (strona 68) - obie reakcje to substytucja nukleofilowa.
Sa to btgdy czesto popetniane rowniez przez studentéw chemii. Dalszy opis barwnikéw biarsenowych
iich aplikacji skupiony jest na: a) opisie roznych sekwencji aminokwasow w motywie
czterocysteinowym oraz na optymalizacji odleglosci miedzy parami cystein i jej wplywu na
stosowalno$¢ odpowiednich barwnikow w badaniach, b) stosowaniu barwnikéw biarsenowych
w znakowaniu biatek w komodrkach zwierzgcych, bakteryjnych, drozdzowych, roslinnych czy
wirusach, ¢) stosowaniu ich w badaniach zmian strukturalnych zachodzacych w biatkach (denaturacja,
agregacja, zmiana konformacji). Wstgp zawiera réwniez opis pomiardw pH za pomoca sond
fluorescencyjnych, zastosowanie sond z mozliwoscia odczytu przy dwoch dlugosciach fali oraz role
jonéw cynku i metod jego oznaczania w komorce.

Cel pracy jest jasno okreslony, choé¢ nieco odbiega (na korzys$¢) od samego tematu rozprawy.
W czesci dotyczace] materiatow Autor podaje rodzaje uzytych zwiazkow, rozpuszczalnikow
i materiatdbw pomocniczych z uwaga, ze byly one najwyzszej mozliwej czystosci dostepnej w handlu
(niestety bez podania tej czystoSci w tresci pracy). Nastepnie wystarczajaco szczegdtowo opisano
procedury syntezy samych zwiazkow fluoryzujacych jak i ich modyfikacji rtecia, transmetalacji oraz
modyfikacji przy pomocy EDT. Na uwage zastuguje sprawno$¢ z jaka Autor przeprowadzit syntezy
koncowych barwnikoéw pomimo, ze ilosci substratow uzytych do reakcji byty niewielkie (rzgdu nawet
ponizej 10 mg) - dowodzi to opanowania warsztatu syntetyka. To samo tyczy si¢ opisow badan
oddziatywan peptydow zawierajacych fragment czterocysteinowy z czasteczka sensora dajaca
w wyniku reakcji kompleks fluorescencyjny. Ciekawym wynikiem jest zaobserwowanie
konkurencyjnos$ci oddziatywania jonéw cynku i barwnika biarsenowego. Jednak brak jest informacji na
temat oddzialywania jonow cynku z czterema atomami siarki sondy fluorescencyjnej (pochodnej
dichlorofluoresceiny - C12FIAsH-EDT,). Brak tego oddziatywania mogtby swiadczyé badz o efekcie
sterycznym mostka etylenowego w barwniku lub o stabym kompleksowaniu jonéw cynku i obojetnych
atomow siarki. Co wigcej bytoby to potwierdzeniem wniosku o konkurowaniu jondéw cynku i barwnika
0 motyw czterocysteinowy, a nie unieczynnieniem barwnika z powodu zwigzania z cynkiem. Nowe,
otrzymane przez Autora, sondy zostaly scharakteryzowane za pomoca spektrometrii mas oraz widm
'Hi C NMR tam, gdzie rozpuszczalno$é na to pozwolita. Stabilnos¢ otrzymanych barwnikéw zostata
przebadana (dotychczas brak jest doniesien na ten temat). Brak jest w pracy badania ich stabilnosci lub
kinetyki degradacji w zaleznosci od pH $rodowiska w zakresie od 5 (lizosomy) do okoto 8,2
(mitochondria), jak wymienia Autor. Na stronie 142 Autor krytycznie odnosi si¢ do przypuszczenia
moéwigcego o hamujagcym wplywie wigzan halogenowych na aktywno$¢ biatkowych fosfataz

tyrozynowych. 1 tak, jak zauwaza Autor, a) odlegto$é ponad 10A jest zbyt duza na tego typu



oddzialywanie oraz b) atomy fluoru niezwykle rzadko wchodza interakcje, ktore mozna nazwac
wigzaniami halogenowymi. Dalszy komentarz o zwigkszeniu kwasowo$ci atoméw arsenu przy
obecnosci elektronoakceptorow jak chlor czy fluor jest bardziej prawdopodobnym wyjasnieniem
mechanizmu. Potwierdzi¢ to mozna syntezujac odpowiednio podstawione zwiazki, w ktorych
wlasciwosci podstawnika beda si¢ zmienia¢ systematycznie. Wymaga to jednak osobnego
przestudiowania literatury. Zacytowana w pracy literatura odnoszaca si¢ do badan Autora jest bardzo

aktualna co dowodzi, ze mgr Adam Pomorski zaznajomiony jest z najnowszymi wynikami.

Nieliczne bledy jakie zauwazylem wymieniam ponizej. Nie wplywaja one jednak na warto$é

merytoryczng rozprawy.

1. Strona 8 - blednie jest opisane zjawisko absorpcji kwantu promieniowania - zamiast stowa
tranzycja (ta dotyczy zastapienia nukleotydu w czasteczce DNA) nalezato uzy¢ pobudzenie
elektronowe lub wzbudzenie.

2. Strona 10 - Autor wymienia warunki, ktére powinien spelnia¢ barwnik, aby mogl by¢
uzyteczny w badaniach. Do warunkow tych naleza: wysoka wydajnos¢ kwantowa
fluorescencji, wysoki molowy wspodtczynnik absorpcji oraz warto$¢ przesunigcia Stokes'a.
Ta ostatnia powinna wynosi¢ co najmniej 10nm. Jednak z danych zamieszczonych w Tabeli 1
przesunigcie Stokes'a dla tryptofanu posiada warto$¢ 2nm, a mimo to Autor twierdzi,
ze tryptofan posiada najlepsze wlasciwosci fluorescencyjne. Niespojnos¢ tych dwoch
twierdzen wynika z faktu, ze maksimum fluorescencji dla tryptofanu zostato podane btednie.
W zalezno$ci od warunkow i zrodta maksimum fluorescencji tryptofanu przypada na zakres
348 do 355 (bufor o pH=7) nm. Autor nie podaje zrédta przytoczonych danych.

3. Strona 14, Rycina 3 - wzor maleimidu jest bledny. Przedstawiony zwiazek jest diolem, a nie
imidem.

4. Strona 67 - Schemat przedstawia m.in. reakcje nr 5, gdzie uzytym byt 1,2-dijodoetan podczas,
gdy produkt zawiera brom, za$ sam 1,2-dijodoetan jest zapisany nieprawidtowo.

5. Strona 94, Tabela 4. - nie ma wickszego sensu podawanie przesunig¢ chemicznych "C
z doktadnoscia do setnych.

6. Strona 127 - czy synteza sensora ZnAFlAsH-1F-EDT, byla monitowana za pomoca
chromatografii cienkowarstwowej? Jest to latwiejsza metoda anizeli zastosowana
spektrometria mas.

7. Pomylki jezykowe/skroty myslowe:

— Strona 27: fragment Barwniki biarsenowe zbudowane na bazie 5-

karboksyfluoresceiny Ilub 5-aminofluoresceiny sq Swietnymi podstawami, do

ktorych mozna przylgczac¢ inne zwiqzki chemiczne. Moim zdaniem §wietne
podstawy do prowadzenia badan w dyscyplinie chemii biologicznej zdobyt
doktorant pod kierownictwem dr hab. Artura Krezla. W cytowanym zdaniu
znacznie lepiej byloby powiedzie¢, ze czasteczka fluoresceiny jest latwa do

modyfikacji.



8.

— Strona 43: Cytowany ponizej fragment jest nieco mylacy dla osoby, ktéra nie zna

podstaw zjawiska FRET.

Jedng z gtownych zalet barwnikow biarsenowych jest ich maly rozmiar, a takze specyficznosé
miejsca wigzania. Z tego wzgledu znalazly one zastosowanie w badaniach bazujgcych na

efekcie FRET.

Sugeruje on, ze wielko$¢ czasteczki jest jednym z kryteriow wystapienia FRET.
Podstawowymi warunkami wspomnianego zjawiska sa odleglo§¢ migdzy donorem i
akceptorem FRET oraz  nakladanie si¢ widma fluorescencji donora z widmem absorpcji
akceptora.

—  Strona 63: odparowano do gegstego oleju - powinno by¢ do otrzymania gestego oleju.

Strona 63: gestego oleju, z ktérego po kilku godzinach w 4°C wytrgcal si¢ osad - czy
olej krzept czy faktycznie byt to osad, jesli osad to jak go odsaczono skoro mowa
byla o gestym oleju? Dla osoby, ktora chciataby powtdrzy¢ syntezy moze si¢ to

okaza¢ cenng informacja.

Strona 74: do rozdziatu wykorzystywano gradient acetonitrylu od 0 do 90% w 20
minutach w SmM weglanie amonu - nie podano w jakim rozpuszczalniku byt

rozpuszczony weglan amonu - zaktadam, ze w wodzie?

Strona 74: jonizacja elektrosprejem powinna by¢ zastapiona elektrorozpylaniem.

Strona 92: rozdzielenie i oczyszczanie odbywato si¢ nie technika FLASH lecz przy

pomocy preparatywnej chromatografii kolumnowej.

Strona 94: przy opisie widm NMR nalezy podawac przez ile wigzan obserwowane
jest sprzezenie spinowo-spinowe - poprawny zapis dla wartodci sprzg¢zen
wicynalnych podanych w pracy to *Juy = wartosé Hz.

Bledy w cytowanej literaturze:

Strona 18 [Halo, 2008] powinno by¢ [Halo, 2009]

Strona 21 w spisie literatury nie znalaztem pozycji [Kalefi i Gitler, 1994]

Strona 155 w pozycji Keppler et al. btednie podano rok 2003 (poprawny rok to 2002)

Strona 162 - praca Zhang z 2012 roku jest podana w spisie literatury dwukrotnie

Pozostate drobne i nieliczne pomytki nie sg warte tego, aby poswigcaé im wigcej uwagi.

Po przeczytaniu cato$ci rozprawy nasuwaja si¢ nastgpujace pytania:

1.

Dlaczego dla zwiazkow, ktorych rozpuszczalno$¢ w deuterowanych rozpuszczalnikach byta
niewielka nie przeprowadzono prob rejestrowania widm CP MAS NMR?

Czy Autor podjat proby wyznaczenia oddziatywania dwuarsenowych sond z jonami cynku?
Czy w zwiazku z powyzszym mozna wykluczy¢ unieczynnienie sondy na wigzanie si¢

z motywem czterocysteinowym z powodu niekowalencyjnego wigzania jondéw cynku

-4 -



z atomami siarki sondy czy tez dominujacym jest konkurencyjno$é obu (jondw cynku i sondy)
0 motyw czterocysteinowy?

4. Na stronie 65 Autor przedstawil syntez¢ pochodnej aminofluoresceiny (produkt posredni
syntezy sensorow ZnAF-F). Czy rozwazano mozliwo$¢ otrzymania symetrycznej sondy
bazujacej na tej fluoresceinie? Manipulujac dtugoscia dwufunkcyjnego mostka taczacego
grupy aminowe mozna w dos$¢ tatwy sposob otrzymac sondy zdolne do taczenia z dwoma
motywami czterocysteinowymi jednoczesnie.

5. Czy byly podejmowane proby dwufotonowego wzbudzania fluorescencji otrzymywanych

barwnikow skoro wzmianki na temat absorpcji dwufotonowej pojawity sie¢ we wstepie pracy?

Na uwage zashuguje fakt, ze Autor rozprawy uczestniczyt w trzech projektach badawczych
z czego jednego byt kierownikiem. Swiadczy to o Jego dynamice, ale tez o zespole w ktorym pracuje.
Nalezy zauwazy¢, ze Autor $miato podejmuje badania nie tylko na polu, na ktérym jest najbardziej
kompetentny, ale poszerza zakres swoich umiejetnosci na dyscypliny takie jak synteza organiczna.
Gdyby nie fakt, ze magister Adam Pomorski opublikowat artykul przegladowy to, bioragc za podstawe

tre$¢ wstepu, sugerowalbym opublikowanie takiej pracy.

Biorac pod uwageg rozna skale (od czasteczki do komorki) i rézne obszary badan (od chemii do
biologii) oraz znajomo$¢ odpowiednich technik od hodowli komoérek po syntez¢ odpowiednich
barwnikow fluorescencyjnych widaé, ze Autor jest uksztaltowanym naukowcem. Az prosi si¢, aby
umiejetnosci Autora wykorzystaé w dalszych badaniach i potaczy¢ efekty zwigzane z przeniesieniem
fadunku w stanie wzbudzonym, wigzaniem odpowiednich kationéw i znakowaniem biatek w sposob
jaki zaprezentowano w pracy. Uwazam, ze mgr Adam Pomorski wykonat badania, ktére wnosza
istotny wktad w rozwdj nowych sond do zastosowan w biologii molekularnej udowadniajac przy tym

ich przydatnosé.

Stwierdzam, ze omawiana rozprawa doktorska spetnia wymagania ,,Ustawy o stopniach naukowych
i tytule naukowym...” z dnia 18 marca 2011 r i wnosz¢ do Rady Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego o dopuszczenie rozprawy mgr Adama Pomorskiego do dalszych etapow przewodu

doktorskiego wnioskujac jednoczesnie o jej wyrdznienie.
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