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Ocena pracy doktorskiej mgr. Grzegorza Wolczanskiego
p.t. ,Modele bialek typu TASP. Selekcja stabilnych ukladéw na drodze kowalencyjnej

dynamicznej chemii kombinatorycznej”

Jednym z kamieni milowych w badaniach peptydow, a szczegolnie peptydow
biologicznie czynnych, byto opracowanie syntetycznych metod ich otrzymywania. Poczatkowo
syntezy prowadzono w roztworze, z czasem (od lat 80. ubieglego wieku) zdecydowang
przewage uzyskala, zaproponowana przez Bruce’a Merrifielda, synteza na nosniku statym.
Metoda ta, nie pozbawiona ograniczen, umozliwita znacznie szybsza synteze popytdéw, dajac
nowy impuls badaniom nad peptydami biologicznie czynnymi. Te z kolei zwigkszyly
zapotrzebowanie na obiekty tych badan. Jednym ze sposobow otrzymywania w krétkim czasie
wielu (nawet milionow) peptydoéw byla opisana na przetomie lat 80. i 90. ubiegltego wieku,
synteza peptydéow metodg kombinatoryczng. Polega ona na syntezie mieszaniny (biblioteki)
peptydéw oraz identyfikacji (dekowolucji biblioteki) tych o pozadanych wlasciwosciach
biologicznych. Obecnie metody chemii kombinatorycznej stosowane sa w badaniach takze
zwigzkéw o charakterze niepeptydowym. W nurt tej problematyki wypisuja si¢ zadania
badawcze realizowane przez mgr. Grzegorza Wotczanskiego. Temat rozprawy bez watpienia
lezy w gtéwnym nurcie wspotczesnej chemii bioorganicznej, o czym przekonujg liczne prace
opublikowane w bardzo dobrych czasopismach z listy JCR, nawigzujace do przedstawionej

powyzej problematyki.



Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska to 187 stronic tekstu. Zasadnicze rozdziaty
pracy to: Wprowadzenie w tematyke badawczq (27 stron), Cel pracy (2 strony), Metodyka
badawcza (27 stron), Dyskusja wynikéw (99 stron), Podsumowanie oraz perspektywy dalszego
rozwoju tematu (4 strony), Literatura (253 pozycji), kopie 3 prac wspétautorstwa Kandydata
referujace znaczng czgsé wynikoéw rozprawy. Opracowanie uzupetniaja streszczenia w jezyku
polskim i angielskim, wykaz skrétow oraz wykaz dorobku naukowego Doktoranta (7 prac
opublikowanych w czasopismach z listy JCR oraz 7 prezentacji konferencyjnych).
Zdecydowanie najobszerniejszy jest rozdzial, w ktérym mgr Wolczanski przedstawia uzyskane
wyniki. Przyjety przez Kandydata sposob redakcji rozprawy pozwala na jednoznaczng ocene

najwazniejszych, wymaganych prawem, aspektéw opracowania.

W pierwszym rozdziale Kandydat, wprowadza czytelnika w zagadnienia bedace
przedmiotem Jego  zainteresowania; definiuje pojecie  dynamiczne]  biblioteki
kombinatorycznej. Jest to mieszanina zwigzkow chemicznych tworzacych si¢ w wyniku ich
odwracalnej transformacji, ktéra moze by¢ skutkiem reorganizacji wigzan kowalencyjnych lub
oddzialywan niekowalencyjnych, a na sklad tworzacej si¢ biblioteki wypltyw majg warunki
prowadzenia eksperymentu. Podkresli¢ nalezy, ze koncepcja tworzenia bibliotek
dynamicznych jest odlegta od konstrukcji 1 analizy ,klasycznych” bibliotek
kombinatorycznych. Zasadnicza cze$¢ tego rozdziatu poswigcona jest opisowi odwracalnych
reakcji tworzenia wigzan wegiel - wegiel, wegiel - heteroatom, heteroatom — heteroatom w
kontekscie ich wykorzystania w dynamicznej chemii kowalencyjnej. Z uwagi na problematyke
rozprawy, szczegdlnie istotny jest tu ostatni watek tworzenia wigzan kowalencyjnych przez
atomy siarki. Kolejnym dyskutowanym zagadnieniem, bezposrednio zwigzanym z tematem
rozprawy, jest zaproponowana przez Manfreda Muttera koncepcja tworzenia syntetycznych
bialek na matrycy (ang. template-assambled synthetic proteins, TASP). Polega ona na syntezie
czasteczek biatek (peptydow) na matrycy cyklicznej. Ograniczenie swobody konformacyjne;j
matrycy zbliza do siebie tancuchy biatka (peptydu) utatwiajac ich wiasciwe faldowanie i
samoorganizacj¢ imitujacg naturalne struktury przestrzenne. Kandydat prezentuje przyktady
cyklicznych zwigzkéw chemicznych wykorzystywanych jako matryce TASP, a takze ich
zastosowanie w tworzeniu dynamicznych bibliotek kombinatorycznych. Te utworzone przez
makrocykle oligodisulfidowe stanowig punkt wyjscia badan wlasnych Kandydata. Rozdzial
konczy si¢ opisem metod optymalizacji syntez tzw. trudnych sekwencji. Bardzo wysoko
oceniam poziom merytoryczny tego rozdzialu, opis jest syntetyczny, ale na potrzeby
recenzowanej pracy zupeknie wystarczajacy. Doktorant odwotuje si¢ do wynikéw najnowszych
publikowanych prac. Lekture rozprawy ulatwia poprawny jezyk i styl, przejrzyste rysunki i
tablice, dzieki temu tekst czyta sie z duzym zainteresowaniem. Korekta pracy jest staranna, a
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znalezione niedociagnigcia niewielkie. Czytajac, mialem zastrzezenia do sktadni kilku zdan,
znalaztam tez kilkanascie bledow w odmianie wyrazoéw (zaznaczylem w tekscie). Cheiatbym
natomiast zwrocié uwage na odmiang nazwisk pochodzenia obcego. Autor konsekwentnie
odmienia je z apostrofem. Ten stosuje si¢ tylko do niektérych nazwisk (np. de Gaulle, Joyce,
Kennedy). Lektura tego i kolejnych rozdzialéw rozprawy przekonuje, ze Doktorant potrafi

redagowac teksty naukowe.

Celem badan prowadzonych przez Kandydata w ramach rozprawy doktorskiej bylo
opracowanie warunkéw tworzenia dynamicznych bibliotek peptydowych osadzonych na
cyklicznych matrycach tworzonych w wyniku oksydatywnej oligomeryzacji (tworzenia wigzan
disulfidowych) aromatycznych pochodnych ditioli. Realizujgc zadania badawcze Doktorant
opracowal Sciezki syntetyczne oraz przeprowadzit chemiczna synteze czterech serii peptydow
zawierajacych na N-koncach ugrupowanie ditiolowe, ktéore w kolejnych etapach
wykorzystywat do tworzenia oligomeréw, a nastgpnie analizowal pod katem ich potencjatu
aplikacyjnego w konstrukcji dynamicznych bibliotek peptydowych. Zwiazki te, nazwane przez
Autora koniugatami peptydowymi otrzymane zostaly (w roztworze lub osadzonych na no$niku)
w wyniku reakcji N%bromoacetylowanych peptydow z 1,3,5-tribenzenotritiolem (TMB-
peptydy), z kwasem tiocyjanurowym (TMT-peptydy) lub 1,3,5-tris(mekaptometylo)benznem
(TMMB-peptydy). Czwartg serie koniugatow (DMT-peptydy) mgr Wolczanski otrzymat w
kilkuetapowej procedurze obejmujacej reakcje N-koncowych grup aminowych peptydylo-
zywicy z trichlorotriazyna, odszczepienie peptydu z jednoczesna deprotekcja grup ochronnych
oraz wymiang atoméw chloru na grupy tiolowe, lub w wyniku ligacji cysteamin do kwasu
tiocyjanurowego. Cel rozprawy, a takze realizowane zadania badawcze uwazam za ambitne, a
wybrane podej$cie stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Praca realizowana
byla w Zespole Inzynierii Peptydow Wydziatu Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego, a
promotorem rozprawy byt dr hab. Marek Lisowski. Pomoc merytoryczna Promotora,
wieloletnie doswiadczanie czionkéw Zespotu w realizacji zadan problematyki rozprawy oraz
harmonijna wspélpraca naukowa z kolezankami i kolegami z Zespotu bez watpienia ulatwito
Doktorantowi rozpoczecie badan. Bardzo pozytywnie oceniam tez infrastruktur¢ badawcza

jednostki, w ktorej realizowana byta rozprawa.

W kolejnym rozdziale zatytulowanym Metodyka badawcza, znajduje si¢ nie tylko opis
stosowanych metod, ale tez eksperymentéw prowadzonych przez Kandydata oraz
charakterystyka fizykochemiczna syntetyzowanych zwigzkéw. Na podkreslenie zastuguje nie
tylko zakres badan i objeto$¢ pracy wykonanej przez Doktoranta, ale tez roznorodny charakter

stosowanych metod, w tym: syntetyczne (innowacyjna synteza peptyddéw), analityczne (MS,



LC-MS, NMR, CD, TEM, DLS), obliczenia teoretyczne oraz bioinformatyczne (analiza baz
danych sekwencji bialek). Jak wynika z opisu, prawie wszystkie eksperymenty Kandydat
wykonal osobiscie. Zwraca uwage liczba technik badawczych, jakie biegle opanowat
Doktorant. Pierwszy etap badan to chemiczna synteza peptydow. Byly to wcze$niej opisane
zwigzki modelowe (zawierajgce po kilkanascie reszt aminokwasowych) o potwierdzonym
charakterze amfipatycznym, tworzace wigzki oligohelikalne typu coiled-coil. Ich syntezy
Doktorant prowadzil manualnie na nosniku stalym opracowang przez siebie technikg
wspomagania ultradzwigckami. W pracy znajduja si¢ przekonujace dowody doswiadczalne
(poréwnanie szybkosci i wydajnosci syntez prowadzonych réznymi technikami) na jej
efektywnos$¢. Potwierdza je posrednio takze liczba kilkunastu trudnych w syntezie peptydow,
jaki otrzymat Kandydat. Rowniez kolejny etap — przylaczenie tritioli do N-koncoéw peptydow,
o czym przekonuje dyskusja wynikow, wymagatl optymalizacji. W wyniku konsekwentnie
zaplanowanych eksperymentéw i wnikliwej analizie produktéw reakcji, Kandydatowi udato sie
opracowac¢ efektywne metody syntezy w roztworze koniugatow peptydowych. Nie mam uwag
do doboru metod eksperymentalnych. Bardzo skrupulatna charakterystyka fizykochemiczna
otrzymanych produktéw przekonuje o poprawnosci struktur otrzymanych zwigzkow.
Spektrometria mas to podstawowa metoda analityczna, jakg postugiwat si¢ Kandydat. Stosujac
szereg technik MS, Doktorant przeprowadzil analizy sekwencyjne kazdego z syntetyzowanych
koniugatéw. W wypadku niektérych zwigzkéw, do ich identyfikacji korzystat takze z metody
magnetycznego rezonansu jadrowego. Do tego, ale tez i do pozostatych rozdzialow rozprawy
mam uwage o charakterze redakcyjnym — w jezyku polskim dziesigte czgéci oddziela sie

przecinkiem, a nie kropka.

Najobszerniejszy rozdzial dysertacji to Dyskusja wynikéw , w ktérym Kandydat omawia
wyniki eksperymentéw weryfikujacych hipotezy badawcze pracy. Oprocz aspektow
syntetycznych (o czym powyzej) najwazniejsze to wyniki oksydacyjnej oligomeryzacji
syntetyzowanych koniugatéow peptydowych. W wypadku TMB-peptydow utlenienie tlenem
atmosferycznym prowadzi do cykloolimeryzacji z ustaleniem réwnowagi termodynamicznej z
przewaga tri- i tetrameru, w ktérych nast¢puje organizacja tancuchow peptydowych w postaci
a-helis, przy czym tendencja ta jest silniejsza dla wigkszego z oligomerow. Obserwowany
wplyw pH srodowiska na charakter helikalny peptydéw sktonit Kandydata to postawienia
hipotezy, ze elementem stabilizujagcym fragmenty helikalne sa oddzialywania tafcuchow
bocznych reszt kwasu glutaminowego w pozycji i i i+3 lub i+4. Hipoteze t¢ mgr Wolczanski
pozytywnie zweryfikowal poprzez eksperymenty z wykorzystaniem analogéow peptydow
modyfikowanych w tych pozycjach, modelowanie molekularne oraz analiz¢ bioinformatyczna

sekwencji biatek pod katem wystepowania takiego motywu. Juz tylko ten fragment dyskusji
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wynikow $wiadezy o wyjatkowej dociekliwosci Kandydata. Lektura dalszej czesci rozprawy
potwierdza te Jego ceche. Gléwna metoda identyfikacji struktur a-helikalnych byla metoda
dichroizmu kolowego. W tym miejscu chcialbym postawi¢ pytanie — na jakiej podstawie
Doktorant wykluczyt mozliwos¢ tworzenia si¢ innych struktur helikalnych np. helisy typu 310?
Wydluzenie tancucha taczacego grupy sulfidowe z pierscieniem aromatycznym o grupe
metylenowa (TMMB-peptydy) obniza szybkos¢ procesu oligomeryzacji, jednoczesnie
faworyzuje tworzenie wigkszych czasteczek (heksa- i pentamer6w), co zdaniem Autora wynika
z wigkszej swobody konformacyjnej matrycy. Znacznie mniej podatne na oksydacyjna
oligomeryzacj¢ okazaly si¢ TMT-peptydy i DMT-peptydy zawierajace ugrupowania
triazynowe. Nie powiodly si¢ proby ich utlenienia tlenem atmosferycznym. W tym wypadku
bark reaktywnosci grup sulfidowych Doktorant ttumaczy wystepowaniem tautomerii tiolowo-
tionowej. Doktorant podjgt proby oligomeryzacji DMT-peptydow stosujac inne metody: tlenem
atmosferycznym w trifluoroetanolu, w §rodowisku DMSO oraz jonami miedzi (II). Utlenienie
pierwsza z metod nie prowadzito do pozadanej cyklooligomaryzacji. Efekt ten obserwowany
byt w postaci powstajacego trimeru w roztworze DMSO w TFE (ale nie w buforze) a takze w
srodowisku wodnym w obecnosci jonéw miedzi (II), gdzie dominujacym produktem byt
tetrametr, aczkolwiek tri- i pentamerowe struktury byly réwniez identyfikowane. Jak podkresla
Kandydat, DMT-peptydy nie sprawdzity si¢ jako bloki budulcowe dynamicznych bibliotek
peptydowych. Nie zniechecito do mgr. Wolczanskiego do poglebionej analizy produktéw ich
utlenienia, w tym prawdopodobnej izomerii wokot wigzania C-N przy pierscieniu triazyny. To
kolejny dowod wyjatkowej dociekliwosci Doktoranta w wyjasnianiu i interpretacji uzyskanych
wynikow eksperymentéw. Kandydat wykazal tez mozliwo$¢ tworzenia dynamicznych
bibliotek kombinatorycznych (cho¢ nie tytutowych typu TASP, ale jak dowodza wyniki analiz
TEM, struktur samoorganizujgcych) poprzez wymiane (transestryfikacje) podstawnikow
alkilosulfanylowych w tiocyjanuranach tris(alkilowych) a takze metateze tiocyjanuranéw.
Peptydy bogate w mostki disulfidowe byly od wielu lat obiektami moich badan, z tego tez
powodu zainteresowala mnie przedstawiona przez Kandydata mozliwo$¢ tworzenia
bicyklicznych peptydow poprzez zwiazanie trzech grup sulfhydrylowych peptydu z
pierscieniem triazyny. Szkoda, ze mgr Wolczanski nie podjat proby syntezy takiego peptydu o
aktywnosci biologicznej. O duzej inwencji badawczej Kandydata $wiadczy préba
wykorzystania dwuwarto$ciowych jonéw cynku, kadmu i rteci do wspomagania
miedzyczasteczkowego oddziatywania DTM-peptydéw. Wiegkszy helikalny charakter
tworzacych sie dimerycznych kompleksow z jonami Hg (ale nie Zn i Cd) w poréwnaniu z
monomerami sugeruje, ze jony te stabilizujg strukture drugorzgdowa badanych zwigzkow.

Ostatni z eksperymentéw opisanych w rozprawie wskazuje, ze jony rteci(Il) stymuluja
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wymiane ligandéw (peptydow) w TMB-peptydach. Wyniki te cho¢ ciekawe, z uwagi na
toksyczne dziatanie zwiazkéw rteci na organizmy zywe, majg bardzo ograniczony potencjat

aplikacyjny.

Bardzo wysoko oceniam poziom merytoryczny badan przeprowadzonych przez
Kandydata. Imponuje, u tak miodego Badacza, zaréwno wiedza teoretyczna, bieglo$¢ w
postugiwaniu sie wieloma metodami eksperymentalnymi (syntetycznymi, analitycznymi,
obliczeniami teoretycznymi i bioinformatycznymi), niezwykta skrupulatnos¢ w analizowaniu
wynikow badan, dociekliwos¢ w ich interpretacji oraz poziom edytorski rozprawy. Niedosyt,
jaki mam po lekturze rozprawy to brak proby praktycznego zastosowania uzyskanych wynikow
do konstrukcji biblioteki zwigzkéw o potencjalnej aktywnosci biologicznej. Zdaje sobie
sprawe, ze takie badania nie stanowily celu rozprawy, ale pozwolityby na weryfikacje (probe
weryfikacji?) wynikéw ogromnej pracy, jaka wykonal Doktorant. Uwazam, ze
mgr Grzegorz Wolczanski przediozyl bardzo interesujgca i oryginalng w tresci rozprawe
doktorska. Po lekturze dysertacji stwierdzam, ze Kandydat jest znakomicie wyksztalconym
chemikiem, zar6wno od strony teoretycznej jak tez praktycznej, tym samym przygotowanym
do prowadzenia badan naukowych. Temat podjety przez Doktoranta jest atrakcyjny z punktu
widzenia badan podstawowych, a by¢ moze takze aplikacyjnych, o czym $wiadczy miedzy
innymi fakt opublikowania cze$ci wynikow rozprawy w trzech pracach oryginalnych w

czasopismach z list JCR.

Reasumujac, recenzowana rozprawa doktorska: prezentuje ogélng wiedzg teoretyczng
osoby ubiegajacej si¢ o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie nauki chemiczne, wykazuje
umiejetnos¢ Kandydata samodzielnego prowadzenia pracy naukowej oraz stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego. Tym samym spelnia wymagania ustawowe (Ustawa z dnia
14 marca 2003 r., Dz.U.03.65.595 wraz z pdzniejszymi zmianami (Dz. U. z 2005 r. Nr-164,
poz. 1365, z 2010 r. Nr 96, poz. 620 i Nr 182, poz. 1228 oraz z 2011 r. Nr 84, poz. 455) oraz
zwyczajowe, dlatego tez wnoszg do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne
Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie mgr. Grzegorza Wolczynskiego do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Wysoki poziom merytoryczny rozprawy, objetos¢ wykonanej
pracy, bieglo§¢ Kandydata w poslugiwaniu si¢ wieloma metodami badawczymi, Jego
dojrzato$¢ naukowa (odwazne formutowanie hipotez badawczych, dociekliwosé w analizie i

interpretacji uzyskanych wynikow), sklaniajg mnie go postawienia wniosku o wyr6znienie
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