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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr. MASROORA AHMEDA KHANA
pt. ,,Synteza bioluminogenych substratéw lucyferaz swietlika i NanoLuc® oraz walidacja
ich odpowiedzi na anality zaangazowane w homeostaze redoks”

(»»Synthesis of bioluminogenic substrates of firefly and NanoLuc® luciferases and
validation of their response to analytes involved in redox homeostasis”)
wykonanej w Instytucie Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk
pod kierunkiem dr. hab. Jacka Kolanowskiego,

promotor pomocniczy dr Dorota Jakubczyk

Prace syntetyczne w obszarze chemii organicznej wcigz sg niezwykle interesujace
1 aktualne. Badania przeprowadzane w obszarach takich dziedzin nauki jak chemia, farmacja
czy medycyna sg skupione — i co za tym idzie uzasadnione — na poszukiwaniu nowych
aktywnych biologicznie zwigzkow chemicznych. Opracowanie wygodnej, szybkiej i taniej
syntezy nowych zwigzkéw chemicznych jest podstawa tych poszukiwan. Niestety w wielu
przypadkach jest to proces czasochlonny. Jednakze wyznaczenie i opracowanie kolejnego
(czesto nowego) celu syntetycznego zawsze prowadzi do udoskonalenia wcze$niejszych prac.
Wszystko to sprawia, ze znaczna czg$¢ zagrozen zwigzanych z czynnikami patogennymi
w obecnej dobie cywilizacyjnej zostaje rozwigzanych badz zminimalizowanych. Nalezy
jednak wcigz mie¢ na uwadze rozw6j ewolucyjny mikroorganizméw, ktéry prowadzi do ich
znacznej opornosci na opracowane i stosowane $rodki biobdjcze. W tym zakresie ,,walka”
ludzkosci z czynnikami patogennymi wcigz trwa.

Jednym z istotnych i niezwykle ciekawych aspektéw takiej walki moze by¢
bioluminescencja polegajaca na emisji $wiatla w wyniku utlenienia czasteczki lucyferyny
przez enzym lucyferaze. Jest to czula, nieinwazyjna i monitorowania w czasie rzeczywistym

metoda. Bioluminescencje mozna z powodzeniem stosowaé do wykrywania analitow
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biorgcych udzial w procesach fizjologicznych, w tym patologicznych, za pomoca sond
opartych na reakcji chemicznej z analitem. Dlatego, w moim odczuciu, cel pracy obrany przez
Pana mgr. Masroora Ahmeda Khana polegajacy na opracowaniu syntezy
i scharakteryzowaniu sond bioluminescencyjnych z zamiarem rozszerzenia palety narzedzi
bioluminescencyjnych do jednoczesnego wykrywania wielu analitéw wydaje si¢ w pelni
uzasadniony.

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska jest pracg liczacg 190 stron i ma typowy
uklad dla tego typu opracowan, na ktory skladajg si¢: Abstract (3 strony); Streszczenie
w jezyku polskim (3 strony). Abbreviations (3 strony): Introduction (15 stron); Objectives
(1 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, ze Autor nie zestawitl listy
tabel, rysunkow i schematdw, co niewatpliwie utatwiloby ich odszukiwanie w tekscie.

Na dorobek naukowy Doktoranta skladaja si¢ 2 opublikowane prace:
(1) review w Postgpach Biochemii (2024) oraz (2) praca oryginalna w Antibiotics (2019).
Warto podkresli¢, ze praca z 2019 roku nie byla wykonana w zespole dr. hab. Jacka
Kolanowskiego. Ponadto jedna praca jest obecnie w recenzji (czasopismo Frontiers in
Chemistry). Warto rowniez zaznaczyc, ze prace badawcze byly finansowane przez Narodowe
Centrum Nauki — grant SONATA nr 2017/26/D/NZ1/01234. Niestety nie znalaztem zadnych
informacji zwigzanych z udzialem Doktoranta w konferencjach krajowych lub zagranicznych,
o prezentowanych posterach czy tez komunikatach ustnych. Chcialbym w tym miejscu
zapyta¢ czy Doktorant bral czynny udzial w konferencjach. Jesli tak to w jakich 1 w jakiej
roli? Jestem przekonany, ze interesujgca z eksperymentalnego punktu widzenia tematyka
badawcza moze w przyszlosci by¢ dalej realizowana przez Doktoranta. Z pewnoscig wplynie
to na zwigkszenie Jego dotychczasowych wynikéw bibliograficznych

W czesci literaturowej Autor trafnie, rzeczowo i prawidlowo omawia zagadnienia
dotyczace tematu jak m. in. zjawisko bioluminescencji, jej mechanizm oraz zastosowania
w badaniach biologicznych, systemy lucyferyna-lucyferaza, zagadnienia dotyczace
obrazowania  bioluminescencji in  vivo czy strategie projektowania  sond

bioluminescencyjnych. Uwazam, ze ta cze$C pracy jest przedstawiona wyczerpujaco, i co
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wazniejsze, interesujgco. Omawiane przyklady i zagadnienia zostaly wybrane precyzyjnie.
Moze brakuje kréotkiego watku historycznego dotyczacego lucyferyny i lucyferazy, ktéry
zwiazany chociazby z kwestig nazwy zwiazkow jest dos¢ interesujacy.

Cel pracy, stanowigcy druga 1 zarazem najwazniejszg czeS¢ rozprawy, zakladal
zaprojektowanie 1 synteze sond bioluminescencyjnych do jednoczesnego wykrywania wielu
analitow zaangazowanych w homeostaze redoks. Podstawowym elementem budulcowym
w serli syntez byly struktury oparte na lucyferynie swietlika 1 furimazynie, substracie dla
malej lucyferazy NanoLuc®. Doktorant skupit sie na analitach zwigzanych z homeostaza
redoks, w szczegdlnosci zelazie, gamma-glutamylotransferazie (GGT) 1 nitroreduktazie
(NTR), poniewaz, jak sam podaje, ,,znaczenie ich wzajemnego oddzialtywania w chorobach
takich jak nowotwory jest kluczowe 1 wcigz nie w pelni zrozumiane”. Praca Doktoranta
polegala na opracowaniu:

1) sondy kompatybilnej ze strategia rozszczepionej lucyferyny do wykrywania jonéw
zelaza(II);

2) trzech sond reagujagcych na nitroreduktaze (NTR), kompatybilnych z systemem
rozszczepionej lucyferyny, jak i NanoLuc®. Warto tutaj podkresli¢ opracowanie
dwodch wariantéw opartych na 2-cyjano-6-hydroksybenzotiazolu i D-cysteinie oraz
otrzymano pierwsza bioluminescencyjng sonde opartg na furimazynie;

3) sondy dwuanalitowej opartej na szkielecie aminolucyferyny, ktéra wykrywata

jednoczes$nie obecnosci nitroreduktazy (NTR) i gamma-glutamylotransferazy (GGT).

Chciatbym w tym miejscu podkresli¢, ze przeprowadzane syntezy sa niezwykle
ciekawe (m. in. reakcje sprzegania Suzuki, Negishiego czy reakcja Hornera—Wadswortha—
Emmonsa), a opracowanie $ciezek syntetycznych nie zawsze nalezalo do tatwych. Na uznanie
zastuguje fakt, ze Doktorant nie tylko podal charakterystyke spektroskopowa zwigzkéw
(protonowy 1 weglowy magnetyczny rezonans jadrowy oraz spektrometria mas), ale takze
pokazal katalog widm magnetycznego rezonansu jadrowego i spektrometrii mas. Tutaj
z obowiazku recenzenta musze wyrazi¢ pewien niedosyt. Szkoda, ze Autor nie podal
numeracji atomoéw w strukturach umieszczonych na widmach i skorelowat ich z widocznymi

sygnalami. Daloby to pelen obraz analizy spektroskopowej. Chcialbym takze dopytaé
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w jakim celu byly wykonywane widma masowe? Czy chodzilo tylko okreslenie skladu

1 czystosci otrzymanych zwigzkow? Czy moze byly podejmowane préby zaproponowania
1 okreslenia sciezek fragmentacji masowej wybranych zwigzkéw przy uzyciu innych technik
jonizacji?

Otrzymane sondy byly badane in vivo, a sonda otrzymana na bazie p-cysteiny
wykazala znaczaca aktywnos¢ in vitro. Z kolei sonda dwuanalitowa oparta na szkielecie
aminolucyferyny, wykrywajaca jednoczesnie obecnos¢ nitroreduktazy (NTR) i gamma-
glutamylotransferazy (GGT) data mozliwos¢ wykorzystania pojedynczej sondy molekularnej
do jednoczesnego monitorowania wielu analitow. Jak pisze Autor rozprawy , Dodatkowo
opracowano wariant p-lucyferyny tej sondy dwuanalitowej, zawierajacy motyw responsywny
na dwa anality — NTR 1 GGT, jako zwiazek posredni, ktéry moze by¢ sprzezony z innymi
fluoroforami lub bioluminoforami. Te wyniki poszerzaja dostepny zestaw narzedzi
molekularnych z grupy wieloanalitowych sond bioluminescencyjnych”. Mozna wiec
stwierdzi¢, ze recenzowana rozprawa doktorska nalezy do prac, w ktorych zatozony cel zostal
zrealizowany. Doktorant zaprojektowal 1 przeprowadzit synteze nowych sond
bioluminescencyjnych stosowanych do wykrywania réznych analitéw zwigzanych
z homeostaza redoks. Otrzymane sondy z cala pewnoscig wzbogacaja warsztat badawczy
biologéw czy chemikow, w ktérym badania skomplikowanych zjawisk biologicznych sg

czesto oparte na skomplikowanych oddzialywaniach analitow.

W tym miejscu chciatbym zada¢ Doktorantowi kilka pytan:

1) w jaki sposéb mozna zinterpretowa¢ obecnos¢ sygnaléw w widmie masowym
zwiazku 22 (Rysunek 4.21, str. 67) usytuowanych przy m/z 279,0909 oraz
557,17467;

2) czy mechanizm reakcji przedstawiony na Schemacie 4.27 (str. 79) moze mieé
réwniez przebieg alternatywny?;

3) jak mozna wytlumaczy¢ brak pozytywnego rezultatu dla dwéch pierwszych reakcji
przedstawionych w Tabeli 4.34 (str. 88);

4) czym mozna wytlumaczy¢ niskie wydajnosci zwigzkow 17 (17%). 18 (28%), 29
(7%), 34 (7%)?
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5) czy podejmowal Pan préby modelowania molekularnego badanych zwiazkéw przy
uzyciu metod semiempirycznych?
6) czy probowat Pan badan in silico?

7) couwaza Pan za najwiekszy sukces w swojej pracy?

Jesli chodzi o formalng strong przedstawionej do recenzji pracy chciatbym podkresli¢
jej przejrzystos¢ oraz dobre zilustrowanie wywodzonych tez rysunkami, schematami
1 tabelami. Z obowiazku Recenzenta musze wymieni¢ zauwazone bledy
1 niedoskonatosci pracy. I tak:

1) w pracy blednie zastosowano zapis podstawnikow R', R’ etc. Zawsze

liczebnik piszemy w indeksie gobrnym, a nie dolnym np. str. 22, Schemat 2.2;
str. 26, Schemat 2.3;

2) w Tabeli 2.4 na str. 28-30 w kolumnie Ref. mozna podaé tylko numer pozycji;

3) na Schematach 4.13 (str. 54) i1 4.14 (str. 55) przy podanym mechanizmie
reakcji brakuje protondw, ktére pojawiajg si¢ w koncowym produkcie;

4) Rysunek 4.17 (str. 60) jest mato wyrazny;

5) Schemat 4.19 (str. 65) zawiera dwa istotne bledy: (1) zasada (B) powinna
oderwac¢ proton z atomu azotu, a nie odwrotnie (jak pokazuje to strzatka na
rysunku) oraz (2) atom tlenu obdarzony fadunkiem ujemnym powinien
zaatakowac elektrofil (E) a nie odwrotnie. W mechanizmach reakcji to tadunek
ujemny (catkowity czy czastkowy) stanowi czynnik atakujacy;

6) nie znalazlem analizy spektroskopowej zwigzku 4 (synteza zwigzku zostata
opisana na str. 97), natomiast na str. 142 i 143 znajduja sie widma 'H i °C
NMR.

Jednoczesnie pragne podkresli¢, ze wymienione powyzej uwagi w zaden sposéb nie
wplywaja na moja pozytywng ocene pracy.
Reasumujac stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spelnia

warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie wyzszym

1 nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.), Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy
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wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669

ze zm.) oraz w Sposobie postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora
w Instytucie Chemii Bioorganicznej] PAN w Poznaniu (uchwala Rady Naukowej ICHB PAN
nr 28/2024/Internet z dnia 20 marca 2024 r.) 1 wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr. Masroora Ahmeda Khana do dalszych etapow

postepowania o nadanie stopnia doktora.
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Prof. UAM dr hab. Tomasz Pospieszny
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