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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr. MASROORA AHMEDA KHANA

pt,,,Syntela bioluminogenych stthstrattiw lucyferoz iwietlika i Nanoluc@ orazwalitlacjo

iclt odpowiedzi na anality zaangatowane w homeostalg redoks,'

(,,Synthesis of bioluminogenic substrates offtrelly and Nanoluc@) lucderases ond

validation of their response to analytes involvetl in redox honreostasis")

rvykonanej w Instytucie Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk

pod kierunkiem dr. hab. Jacka Kolanowskiego,

promotor pomocniczy dr Dorota Jakubczyk

Prace syntetyczne w obszarze chernii organicznej wci42 s4 niezwykle interesuj4ce

i aktualne. Badania przeprowadzane w obszarach takich dzie&in nauki jak chemia, farmacja

czy rnedycyna se skupione - i co za tW i&ie uzasadnione - na poszukiwaniu nowych

aktywnych biologicznie zwi4zk6w chemicznych. Opracowanie wygodnej, szybkiej i taniej

syntezy nowych zwiqzk6w chemicznych jest podstaw4 tych poszukiwafr. Niestety w wielu

przypadkach jest to proces czasochlonny. Jednak2e Wznaczenie i opracowanie kolejnego

(czgsto nowego) celu syntetycznego zawsze prowadzi do udoskonalenia wczeSniejszych prac.

Wszystko to sprawia, 2e ntaczna czgit, zagro2efi ztxiqzanych z czywtikami patogennymi

w obecnej dobie cywilizacyjnej zostaje rozwi4zanych bad| zminimalizowanych. Nale2y

jednak wci4z miei na uwadze rozw6j ewolucyjny mikroorganizm6w, kt6ry prowadzi do ich

znacznej opornoSci na opracowane i stosowane Srodki biob6jcze. W tym zakresie ,,walka"

ludzkoSci z czynnikarni patogennymi wci42 trwa.

Jednym z istotnych i niezwykle ciekawych aspekt6w takiej walki moze by6

bioluminescencja polegaj4ca na emisji Swiatla w wyniku utlenienia cz4steczki lucyferyny

przez enzp lucyferazg. Jest to czula, nieinwazyjna i monitorowania w czasie rzeczywistym

metoda. Bioluminescencjg mo2na z powodzeniem stosowac do wykrywania analit6w
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biorqcych udzial w procesach fizjologicmych, w tym patologicmych, za pomoc4 sond

opartych na reakcji chernicznej z analitem. Dlatego. w moim odczuciu. cel pracy obrany przez

Pana mgr. Masroora Ahmeda Khana polegaj4cy na opracowaniu syntezy

i scharakteryzowaniu sond bioluminescencyjnych z zamiarem rozszerzenia palety narzgdzi

bioluminescencyjnych do jednoczesnego wykrywania wielu analit6w wydaje sig w pelni

uzasadniony.

Przedlo2ona do recenzji rozprawa doktorska jest pracq liczqcq 190 stron i ma tlpowy

uklad dla tego typu opracowari, na kt6ry skladaj4 sig: Abstract (3 strony); Streszczenie

w jgzyku polskim (3 strony); Abbreviations (3 strony): Introduction (15 stron); Objectives

(l strona); Results and Discussion (54 strony); Conclusions and Perspectives (2 strony);

Materials and Methods (31 stron); Bibliography (10 stron, 107 pozycji); Supplementary

Information (57 stron) oraz List of Publication (1 strona). Szkoda,2e Autor nie zestawil listy

tabel, rysunk6w i schemat6w, co niew4tpliwie ulatrviloby ich odszukirvanie w tekScie.

Na dorobek naukowy Doktoranta skladajq sig 2 opublikowane prace:

(1) review w Postgpach Biochemii (2024) oraz (2) praca oryginalna w Antibiotics (2019).

Warto podkreSlii, 2e praca z 2Ol9 roku nie byla wykonana w zespole dr. hab. Jacka

Kolanowskiego. Ponadto jedna praca jest obecnie w recenzji (czasopismo Frontiers in

Chemistry). Warto r6wnie2 zaznaczyt,, ze prace badawcze byly finansowane przez Narodowe

Cenffum Nauki - grant SONATA m 2017l26lDNZllAn34. Niestety nie analazlem 2adnych

informacji zwiqzanych z udzialem Doktoranta w konferencjach krajowych lub zagtranicznych,

o prezentowanych posterach czy tel komunikatach ustnych. Chcialbym w tym miejscu

zapytat czy Doktorant bral czynny udzial w konferencjach. JeSli tak to w jakich i w jakiej

roli? Jestem przekonany, 2e interesuj4ca z eksperymentalnego punktu widzenia tematyka

badawcza mo2e w przyszlo6ci by6 dalej realizowana przez Doktorarrta. Z pewno5ci4 wplynie

to na zwigkszenie Jego dotychczasowych wynik6w bibliograficanych

W czgSci literaturowej Autor trafiiie, rzeczowo i prawidlowo omawia zagadnienia

dotycz4ce tematu jak m. in. zjawisko bioluminescencji, jej mechanizm oraz zastosorvania

w badaniach biologicznych, systemy lucyferyna-lucyferaza, zagadnienia dotycz4ce

obrazowania bioluminescencji in vivo czy strategie projektowania sond

bioluminescencyjnych. Uwiu2am, 2e ta czg56 pracy jest przedstawiona wyczerpujqco, i co

Collegiuur Chemicuur. ul. Urriwersyetu Pozuariskiego 8. 6 I -614 Poznari
NIP 777 00 06 350, RECON 000001293
tel. +4tl 61 829 1756, e-mail: tposp@amu.edu.pl1] h?

tE)
Cit

u ctttt't tA rvwrv.c hcmil.a nru.ed u.plBtolryg1 F:*tY-n

str. 2



ffi
r/xM

UNrwrRsvrET rM. Aneue MtcxtEwrczA w PozNextu
Wydzial Chemii

wa2niejsze, interesuj4co. Omawiane przyklady i zagadnienia zostaly wybrane precyzyjnie.

Mo2e brakuje kr6tkiego w4tku historycznego dotycz4cego lucyferyny i lucyferazy, kt6ry

zwiqzany chocia2by z kwesti4 nazwy zwi4zk6w jest do56 interesuj4cy.

Cel pracy, stanowi4cy drug4 i zuazem najwa2niejszq czeS(, rozprawy, zakladal

zaprojektowanie i syntezg sond bioluminescencyjnych do jednoczesnego wykrywania wielu

analit6rv zaanguhowanych w homeostazg redoks. Podstawowym elementem budulcowym

w serii syntez byly struktury oparte na lucyferynie Swietlika i furimazynie, substracie dla

malej lucyferazy Nanoluc@. Doktorant skupil sig na analitach zwi4zanych z homeostaz4

redoks, w szczeg6lnoSci 2elazie, gamma-glutamylotransferazie (GGT) i nitroreduktazie

(NTR), poniewa2, jak sam podaje, ,,znaczenie ich wzajemnego oddziatywania w chorobach

takiclr jak nowotwory jest kluczowe i wci4z nie w pelni nozumiane". Praca Doktoranta

polegala na opracowaniu:

l) sondy kompatybilnej ze strategi4 rozszczepionej lucyferyny do wykrywania jon6w

2elaza(II);

2) trzech sond reaguj4cych na nitroreduktazg (NTR), kompatybilnych z systemem

rozszczepionej lucyferyny, jak i Nanoluc@. Warto tutaj podkreSlid opracowanie

dw6ch wariant6w opartych na 2-cyjano-6-hydroksybenzotiazolu i D-cysteinie oraz

otrzymano pierwsz4 bioluminescencyjn4 sondg opart4 na furimazynie;

3) sondy dwuanalitowej opartej na szkielecie aminolucyferyny, kt6ra wykrywala

jednocze5nie obecnoSci nitroreduktazy (NTR) i gamma-glutamylotransferazy (GGT).

Chciatbym w tynl miejscu podkre6lid, 2e przeprowadzane syntezy s4 niezwykle

ciekawe (m. in. reakcje sprzggania Suzuki, Negishiego czy reakcja Hornera-Wadswortha-

Emmonsa), a opracowanie Scie2ek syntetycznych nie zawsze nale2alo do laturych. Na uznanie

zasluguje fakt, ze Doktorant nie tylko podal charakterystykg spektroskopow4 zwiyk6w

(protonowy i wgglowy magnetyczlly rezonans j4drowy oraz spektrometria mas), ale tak2e

pokazal katalog widm magnetycznego rezonansu j4drowego i spektrometrii mas. Tutaj

z obowiqzku recenzenta muszg wyrazil pewien niedosyt. Szkoda, 2e Autor nie podal

numeracji atom6w w struknrrach umieszczonych na widmach i skorelowal ich z widocznymi

sygnalarni. Daloby to pelen obraz analizy spektroskopowej. Chcialbym takze dopytai
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w jakim celu byly wykonywane widma masowe? Czy chodzilo tylko okreSlenie skladu

i czystoSci otrzymanych zwi4zk6w? Czy moile byly podejmowane pr6by zaproponowania

i okre6lenia Scie2ek fragmentacji masowej wybranych zwiqzk6w przy uzyciu innych technik

jonizacji?

Otrzlmrane sondy byly badane in vivo, a sonda otrzymana na bazie o-cysteiny

wykazala znaczqcq aktywno6i in vitro. Z kolei sonda dwuanalitowa oparta na szkielecie

aminolucyferyny, wykrywajqca jednoczerinie obecnoS6 nitroreduktazy (NTR) i gamma-

glutarnylotransferazy (GGT) dala mo2liwo5i wykorzystania pojedynczej sondy molekulamej

do jednoczesnego monitorowania wielu analit6w. Jak pisze Autor loz?rawy ,,Dodatkowo

opracowano wariant o-lucyferyny tej sondy dwuanalitowej, zawierajqcy motyw responsywny

na dwa anality - NTR i GGT, jako z*ri4zek poSredni, kt6ry mo2e byi sprzqzony z innyrni

fluoroforami lub bioluminoforami. Te wyniki poszerzaj4 dostgpny zestaw nxzqdzi

molekularnych z grupy wieloanalitowych sond bioluminescencyjnych". Mo2na wigc

strvierdzi6, 2e recenzowana rozprawa doktorska nale2y do prac, w kt6rych zalolony cel zostal

zrealizowany. Doktorant zaprojektorval i przeprowadzil syntezg nowych sond

bioluminescencyjnych stosowanych do wykrywania r62nych analit6w z-aiqzanych

z homeostaz4 redoks. Otrzymane sondy z cal4 pewnoSciq wzbogacaj4 warsztat badawczy

biolog6rv czy chemik6w, w kt6rym badania skomplikowanych zjawisk biologicznych sq

czgsto oparte na skomplikowanych oddziatywaniach analit6w.

W tyrn miejscu chcialbym zadat Doktorantowi kilka pytan:

l) w jaki spos6b moima zinterpretowa6 obecno$i sygnal6w w widmie masowym

zwi4zku 22 (Rysunek 4.21, str. 67) usytuowanych przy m/z 279,0909 oraz

557,1746?;

2) czy mechanizm reakcji przedstawiony na Schemacie 4.27 (str. 79) moze mie6

r6wniez przebieg alternatywny? ;

3) jak mo2na wytlumaczyi brak pozytyvrnego rezultatu dla dw6ch pierwszych reakcji

przedstawionych w Tabeli 4.34 (str. 88);

4) czym mo2na wylumaczy6 niskie wydajno5ci zwiqzk6w 17 (17%), 18 (28o/o),29

(7%),34 (7%)?
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5) czy podejrnowal Pan pr6by modelowania molekularnego badanych nxtiqzk6w przy

u2yciu metod semiempirycznych?

6) czy pr6bowal Pan badan in siltco?

7) co uwirZa Pan za najwigkszy sukces w swojej pracy?

JeSli chodzi o fonnaln4 strong przedstawionej do recenzji pracy chcialbym podkreSlii

jej przejrzysto5c oraz dobre zilustrowanie wywodzonych tez rysunkami, schematami

i tabelami. Z oborvi4zku Recenzenta muszg wymienid zau:wa2one blgdy

i niedoskonalo6ci pracy. I tak:

l) w pracy blgdnie zastosowano zapis podstawnik6w Ri, R', etc. Zawsze

liczebnik piszemy w indeksie g6rnym, a nie dolnym np. str. 22, Schemat 2.2;

str. 26, Schemat 2.3;

2) w Tabeli 2.4 na str. 28-30 w kolurnnie Ref. mo2na podai tylko numer pozycji;

3) na Schematach 4.13 (str. 54) i 4.14 (str. 55) przy podanym mechanizmie

reakcji brakuje proton6w, kt6re pojawiaj4 sig w koricowym produkcie;

4) Rysunek 4.17 (str. 60) jest malo wyraZny;

5) Schemat 4.19 (str.65) zawiera dwa istotne blgdy: (l) zasada (B) powinna

oderwai proton z atomu azotu, a nie odwrotnie fiak pokazuje to strzalka na

rysunku) oraz (2) atom tlenu obdarzony ladrurkiem ujemnym powinien

zaatakowa6 elektrofil (E) a nie odwrotnie. W rnechanizmach reakcji to ladunek

ujemny (calkowity czy cz4stkowy) stanowi czynnik atakujqcy;

6) nie znalazlem analizy spektroskopowej zwiqzku 4 (synteza zwiapku zostala

opisana na str. 97), natomiast na str. 142 i 143 znajduj4 sig widma 1H i '3C

NMR.

JednoczeSnie pragng podke6lic, 2e wymienione powy2ej uwagi w 2aden spos6b nie

wpllwaj4 na moj4 pozytyvvn4 oceng pracy.

Reasumuj4c stwierdzam, 2e przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spelnia

warunki okredlone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku prawo o szkolnictrvie wy2szym

i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 ze an.), Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy
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wprowadzajqce ustawe - Prawo o szkolnictwie wy2szym i nauce (Dz.U. 22018 r. poz. 1669

ze an.) oraz w Sposobie postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora

w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwala Rady Naukowej ICHB PAN

nr 28l2024llnternet z dnia 20 marca 2024 r.) i wnioskujg do Rady Naukowej Instynrtu Chernii

Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr. Masroora Ahmeda Khana do dalszych etap6w

postgpowania o nadanie stopnia doktora.

4.OQ,P
Prof. UAM dr hab. Tomasz Pospieszny
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