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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Grzegorza Wotczanskiego pt.
»Modele biatek typu TASP. Selekcja stabilnych uktadéw na drodze kowalencyjnej
dynamicznej chemii kombinatorycznej”

Magister Grzegorz Wolczanski swojg prace doktorskg zatytulowang , Modele biatek
typu TASP. Selekcja stabilnych uktadéw na drodze kowalencyjnej dynamicznej chemii
kombinatorycznej” wykonal na Wydziale Chemii Uniwersytetu Wroclawskiego w Zespole
Inzynierii Peptydow pod opieka dr hab. Marka Lisowskiego.

Tematyka badawcza podjgta w rozprawie dotyczy otrzymywania dynamicznych
bibliotek kombinatorycznych (DCL, Dynamic Combinatorial Libraries) bedgcych modelami
bialek typu TASP (ang. Template-Assembled Synthetic Proteins) z wykorzystaniem
dynamicznej chemii kowalencyjnej tioli oraz disiarczkéw.

Podjety temat badawczy wpisuje sie we wspdlczesne obszary badawcze dotyczace
chemii peptydéw, dynamicznej chemii kowalencyjnej (DCvC, Dynamic Covalent Chemistry),
dynamicznej chemii kombinatorycznej (DCC, Dynamic Combinatorial Chemistry) oraz
dynamicznej chemii konstytucyjnej (CDC, Constitutional Dynamic Chemistry). Wszystkie te
obszary sg powszechnie stosowane w chemii medycznej w poszukiwaniu nowych lekéw,
chemii supramolekularnej (tworzenie nowych zwigzkow, materiatow) oraz chemii i inzynierii
peptydow/biatek, ktora znajduje zastosowanie w badaniach nad poszukiwaniem selektywnie
dziatajacych lekéw poprzez precyzyjne oddziatywanie z celem terapeutycznym.

Konstruowanie nowych bialek o dostosowanych do indywidualnych potrzeb
wlasciwosciach podobnych do bialek naturalnych to jeden z najtrudniejszych celéw chemii
biomimetycznej. Wobec braku szczegblowej wiedzy na temat mechanizmu Zwijania
naturalnych bialek, ogélna strategia projektowania sekwencji polipeptydowych o duzej
sklonnosci do zwijania sie w okreslong trojwymiarowa strukture wydaje sie nadal
nieosiggalna. Poniewaz zlozony mechanizm zwijania bialek nie jest jeszcze poznany,
Zaproponowana  zostata koncepcja polegajaca na projektowaniu biatek de novo
z wykorzystaniem szablonu (TASP). Szablon topologiczny stuzy jako ,,wbudowane”

urzgdzenie do indukowania i wzmacniania oddzialywan wewnatrzezasteczkowych
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kowalencyjnie przytgczonych blokéw amfipatycznych peptydow, prowadzac do uzyskania
dobrze zdefiniowanych topologii utozenia fragmentéw peptydowych o zdefiniowanej i trwatej
strukturze drugorzedowej. Szablony topologiczne mozna ogélnie scharakteryzowaé jako
syntetyczne urzadzenia, ktére orientujg grupy funkcjonalne lub jednostki strukturalne
peptydéw o okreslonych ukiadach przestrzennych.

Praca posiada wielopoziomowa strukture, konsekwentnie dostosowang do osiggniecia
nadrzednego celu badan realizowanych w Zespole Inzynierii Peptydow.

Opracowanie  nowej metody  otrzymywania dynamicznych  bibliotek
kombinatorycznych modeli bialek TASP, w ktorych wymiana zachodzitaby na drodze
odwracalnych reakcji chemicznych, bylo gtéwnym celem pracy. Doktorant przyjal, ze
zastosuje koniugaty peptydowe zawierajgce ugrupowania 3,5-merkaptoarylowe takie jak: N-
[S-(3,5-dimerkaptofen-1 -ylo)merkaptoacetylo]peptydy (TMB-ppetydy), N-[S-3,5-
dimerkapto-l,3,S—triazyn-Q-ylomerkaptoacetylo]peptydy (TMT-peptydy), N-(4,6-dimerkapto-
1.3,5-triazyny-2-ylo)peptydy (DMT-peptydy) oraz N-{S-[3,5—bis(dimerkaptoacetylo)fen-1-
ylometylo]merkaptoacetylo}peptydy (TMMB-peptydy).

Tak ambitny i ztozony cel pracy mogt by¢ osiggniety poprzez realizacje wielu celow
szczegOtowych, obejmujgcych: 1) optymalizacje syntezy koniugatow peptydowych
Z ugrupowaniami arylowymi zawierajagcymi dwie grupy sulfidowe w pozycji meta, 2}
optymalizacje manualnej syntezy dlugich peptydéw na nosniku staltym z wykorzystaniem
ultradZzwigkow;  3) opracowanie metody otrzymywania koniugatow  peptydowych
zawierajacych  uklad 3,5-dimerkaptoarylowy i 3,5-bis(merkaptometylo)arylowy; 4)
otrzymanie dynamicznych bibliotek kombinatorycznych modeli biatek typu TASP na drodze
utleniania koniugatéw 3,5-dimerkaptoarylo-peptydowych; 5) badania nad poszukiwaniem
innych odwracalnych reakcji mozliwych do wykorzystania w dynamicznej chemii
kowalencyjnej modeli bialek TASP o okreslonej ilosci lafcuchéw peptydowych
przytaczonych do matrycy.

Recenzowana praca liczy 188 stron. Uklad pracy jest klasyczny i obejmuje wykaz
publikacji Doktoranta wchodzgcych w sktad rozprawy doktorskiej, wykaz stosowanych
skrotow, czesé literaturows, cel pracy, metodyke badawcza, dyskusje  wynikéw,
podsumowanie, literature Cytowang, streszczenie oraz kopie publikacji wehodzacych w sktad
I0zZprawy (czes¢ nienumerowana).

Przeglad literaturowy hazwany przez Doktoranta ,,Wprowadzenie w tematyke
badawcza” obejmuje podrozdzialy dotyczace: dynamicznej chemii kombinatorycznej, gdzie

Doktorant omawia metody odwracalnego tworzenia wigzan wegiel-wegiel, wegiel-
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heteroatom, heteroatom-heteroatom. Druga czes¢ dotyczy modeli bialek typu TASP
z uwzglednieniem metod ich tworzenia. Rozdzial ten liczy 27 stron i zawiera az 171
odnosniki literaturowe. Pomimo duzego zroznicowania tematdw poszezegolnych fragmentéw
przegladu literaturowego, utrzymana Jest spjnosé¢ dzieki starannemu doborowsi referowanych
publikacji i konsekwentnemu podporzadkowaniu wszystkich czgsci sktadowych nadrzednemu
celowi pracy. Generalnie, pozwala wige to na wystawienie wysokiej oceny tej czesci
rozprawy. Doktorantowi niestety nie udato si¢ unikng¢ bledéw jezykowych, edytorskich oraz
zargonu. Przykiadowo: ,bazujacych na przetgczalnego w  zaleznosci od temperatury
fluorescencji” (strona 15), .katalizowane kwasowo” (strona 19), folding bialek, peptyd
sciggano za pomoca 0.5-1% TF A, templatowanie.

Rozdziat czwarty przedstawia cel pracy, ktory zostat przedstawiony precyzyjnie.
Wprowadzenie struktur zaplanowanych do otrzymania koniugatéw peptydowych utatwia
sledzenie tekstu.

Rozdziat pigty zawiera opisy metod badawczych. Czgs¢ ta opisana jest dokladnie, co
pozwala na odtworzenie uzyskanych wynikéw. Na pochwate zastuguje bardzo dokladna
charakterystyka otrzymanych zwigzkéw. Jedyne moje zastrzezenie do tej czgsei dotyczy opisu
metody  sonicznej syntezy peptyddow. Brak jest parametrow stosowanych w lazni
ultradzwickowej, wiec ta czg$¢ moze by¢ problematyczna z punktu widzenia powtarzalnogci.
Réwniez w tym rozdziale sa uchybienia jezykowe.

Najbardziej rozbudowang czgscig pracy Jest rozdzial szosty »Dyskusja wynikéw”
Rozdziat liczy 98 stron. Doktorant w ramach przeprowadzonych prac badawezych opracowat
dwie metody syntezy peptydow zawierajgcych na N-koricu reszt¢ 4,6-dimerkapto-1,3,5-
triazyn-2-ylowe. Jedna z opracowanych metod oparta byta o ligacje cysteinylo-peptydéw do
monoestrow  tiocyjanurowych, zas druga na reakcji chlorku cyjanuru z grupa aminowg
peptydu przylaczonego do zywicy i nastepczej tiolizie pochodnych dichlorotriazynowych.
Dodatkowo Doktorant opracowal wydajna metode taczenia bromoacetylowanych pochodnych
peptydow z tritiolami aromatycznymi, co pozwolito mu otrzyma¢ TMB- i TMT-peptydy. Pula
koniugatéw peptydowych rozszerzona zostala 0 TMMB-peptydy, co bylo mozliwe dzigki
opracowaniu metody syntezy N-{ S-[3,5-bis(dimerkaptometylo)fen—1 -
ylometylo]merkaptoacetylo}peptydc')w. Synteza wymienionych pochodnych peptydowych
mozliwa byta dzigki zoptymalizowaniu syntezy peptydoéw o wiasciwosciach agregujgcych. Na
docenienie zashuguje etap prac badawczych nad opracowaniem syntezy peptydoéw w fazie
stale] wspomaganej ultradZzwigkami. Wykazat bowiem nie tylko efektywnosé syntezy, ale

rowniez mozliwos¢ uzyskiwania produktéow bez epimeryzacji. Z duzym zainteresowaniem
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czytatam fragment dotyczacy pokonywania probleméw z opublikowaniem wynikow tej czesci
prac eksperymentalnych. Finalnie Doktorant zsyntezowat 18 koniugatéw peptydowych
z ugrupowaniami ditiolowymi (strona 68).

Doktorant opracowal réwniez metody otrzymywania bibliotek kombinatorycznych
modeli biatek TASP na drodze oksydatywnego tworzenia matrycy oligodisiarczkowej
z wykorzystaniem koniugatéw TMB-, TMT- i TMMB-peptydéw. Do utleniania zastosowane
zostaty metody z DMSO i CuCly w wodzie i TFE.

Roéwniez w tym rozdziale Doktorantowi nie udato si¢ unikngé¢ bledéw edytorskich
i stylistycznych. W moim przekonaniu, czytanie pracy utatwitoby wprowadzenie na
rysunki/chromatogramy struktur opisywanych/analizowanych Zwigzkow.,

Przedstawione powyzej uwagi krytyczne w zaden sposdb nie obnizajg mojej wysokiej
oceny recenzowanej pracy. Lektura pracy nasunela mi kilka pytan/uwag, ktére chciatabym
aby Doktorant przedyskutowat w trakcie publicznej obrony pracy:

1) Czy znany jest sklad ilosciowy substratéow oraz oligomerycznych pochodnych

TMB-AD (rysunek 29, strona 82) oraz czy jest mozliwe uzyskanie wylgcznie
Jednego z produktéw badz wzbogacenie mieszaniny w jeden z oligomerow. Jakie
warunki sprzyjatyby selektywnemu procesowi?
2) Proszg¢ o podanie mozliwych przyczyn reakcji odszcezepiania peptydéw
zawierajacych ugrupowanie 1,3,5-triazyny (rysunek 23, strona 76)

3) Prosze o dokladniejsze oméwienie sposobéw niwelowania agregacji/asocjacji
trudnych peptydéw na etapie syntezy w fazie statej (opis na stronie 38).

4) Czy napisany przez Doktoranta w MATLABI-ie program do przewidywania
struktury drugorzedowej calego biatka jest dostgpny dla innych uzytkownikéw?
Czy Doktorant planuje go udostepni¢, gdyz w moim przekonaniu moglby on by¢
wykorzystany przez szersze grono oséb pracujgcych w podobnym obszarze.

Rozdzialy Podsumowanie oraz perspektywy dalszego rozwoju tematu oraz
streszczenie przygotowane s3 poprawnie. Na docenienie zastuguje doglebna analiza
1 wskazanie dalszych kierunkéw badan w obszarze dotyczacym rozprawy doktorskie;.

Imponujacy jest réwniez zbior cytowanych odno$nikéw literaturowych obejmujacy
253 pozycje. Niestety w tej czescei pracy Doktorant nie dotozyl wystarczajacych staran aby

zachowac jednakowy sposob zapisu odnosnikow literaturowych.

Podsumowujgc, wysoko oceniam wybér ambitnego tematu badan, w petni zgodnego

ze wspolczesnymi kierunkami prac o charakterze podstawowym jak i potencjale
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aplikacyjnym. Wysoce pozytywnie oceniam zastosowanie zréznicowanych i nowoczesnych
metod badawczych, oraz trudny i interdyscyplinarny charakter wykonanych prac
cksperymentalnych. Na szczegdlne uznanie zastuguje  biegtogé wykorzystywania
roznorodnych metod syntetycznych oraz sprawno$é¢ w postugiwaniu  sig zlozonymi,
wspdlezesnymi technikami analitycznymi, ktére to Doktorant potrafit zaimplementowaé
W badaniach. Umiejetnosci te wystawiaja najlepsze $wiadectwo gruntownej wiedzy oraz
dojrzatosci naukowej Doktoranta.

Na dorobek publikacyjny mgr Grzegorza Wolczanskiego skiada si¢ 7 publikacji z listy
JCR. Trzy publikacje bezposrednio Zwigzane sa z rozprawg doktorska. Doktorant jest
pierwszym wspélautorem w trzech publikacjach stanowigcych podstawe recenzowanej pracy
doktorskiej. Dodatkowo Doktorant Jest réwniez wspélautorem siedmiu  komunikatéw
prezentowanych na konferencjach krajowych i mig¢dzynarodowych. Doktorant odby! réwniez
staz naukowy w zespole prof. T. J. Jorgensena na Uniwersytecie Poludniowej Dani.

Podsumowujac, pozytywnie oceniam rozprawe  doktorska mgr Grzegorza
Wolczanskiego. Wyniki badan sg wartosciowe i wnosza znaczacy wklad w rozwéj nauki.

Uwazam, ze przedstawiona fozprawa spelnia wymagania stawiane ZWYyCZajowo
pracom doktorskim oraz obowigzujace wymagania ustawowe. W zwiazku z tym wnioskuje

0 dopuszczenie mgr Grzegorza Wolczanskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Dodatkowo biorac pod uwage zakres zrealizowanych badaf oraz wartos¢, jakg wnosza
one do nauki, stawiam wniosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr Grzegorza
Wolczanskiego.
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