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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Mileny Reszki

pt. ,,Fluorescencyjne wskazniki aktywnosci B-glikozydaz wykazujgce zjawisko wewnatrzczasteczkowego
przeniesienia protonu w stanie wzbudzonym”

wykonanej w Zespole Glikochemii Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem promotora
dr hab. Beaty Liberek, prof. UG oraz promotora pomocniczego dra llli E. Serdiuka

Badania prowadzone w ramach pracy doktorskiej zostaty wspétfinansowane przez Narodowe Centrum
Nauki w ramach grantu Preludium UMO0-2018/31/N/ST4/00227 pt. ,Pochodne 3-hydroksychromen-4-
onu jako efektywne fluorescencyjne wskazniki aktywnosci glikozydaz”

Badania prowadzone przez Doktorantke w ramach pracy doktorskiej miaty na celu otrzymanie nowych
potaczen cukrowych z fluoroforami, ktdre zostaty wykorzystane jako wskazniki aktywnosci B-glikozydaz.
Glikozydazy, to enzymy z grupy hydrolaz glikozydowych, ktére katalizujg hydrolize disacharydow,
oligosacharydoéw i glikokoniugatéw. Glikozydazy sg bardzo wazng grupa enzymdw biorgcych udziat w wielu
procesach zachodzacych w organizmach zywych. W zdrowym organizmie stezenie i aktywnos¢ enzymow
utrzymuje sie w Scisle okreslonym zakresie. Zaburzenie aktywnosci i zmiany w strukturze niektorych
glikozydaz s3 powodem zaburzen genetycznych i wskazujag na powazne choroby dziedziczne, przede
wszystkim dotyczy to lizosomalnych chordb spichrzeniowych, takich jak: choroba Gauchera czy choroba
Taya-Sachsa. Ponadto zaburzenia aktywnosci tych enzymdéw mogg mieé wptyw na wiele procesow, takich
jak infekcje bakteryjne i wirusowe czy rozwdj komérek nowotworowych. Z uwagi na to, ze zmiany
aktywnosci enzymoéw we krwi, czesto sg odzwierciedleniem zmian patologicznych zachodzgcych w
narzagdach, bardzo wazne jest monitorowanie stezenia glikozydaz w probkach biologicznych. Stad
projektowanie i synteza selektywnych wskaznikdw enzymatycznych ma duzy potencjat aplikacyjny.
Doktorantka zaproponowata fluorescencyjne sondy, o charakterze glikozyddw, w ktdrych czescig cukrowg
jest monocukier, ktédry ma by¢ rozpoznawany przez glikozydaze, natomiast aglikonami sg pochodne
chromen-4-onu, wykazujgce fluorescencje. Ponadto fluorofory wykazuja zjawisko
wewnatrzczgsteczkowego przeniesienia protonu w stanie wzbudzonym (ang. Excited-state intramolecular
proton transfer, ESIPT). Dziatanie sondy polega na tym, ze pod wptywem glikozydazy nastgpi hydroliza
wigzania glikozydowego i uwolnienie fluoroforu, ktéry poprzez zjawisko ESIPT postuzy do monitorowania
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aktywnosci B-glikozydaz. Takie zadanie badawcze jest uzasadnione, aktualne i ma potencjat aplikacyjny,
szczegblnie ze wzgledu na to, ze fluorofory ESIPT majg przewage nad aktualnie stosowanymi znacznikami:
4-metyloumbeliferonem i fluoresceing. Autorka argumentuje, ze przewaga polega na tym, ze fluorescencja
proponowanych sond jest niewrazliwa na reabsorpcje ze wzgledu na znaczne przesuniecie Stokesa. Dzieki
temu metoda bedzie odtwarzalna na poziomie pomiaréw fluorescencji i mniej podatna na rozpraszanie
Swiatta w metnych prébkach biologicznych.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska ma charakter tradycyjny i zawiera nastepujace rozdziaty:
streszczenie, czes¢ literaturowy, cel pracy, cze$¢ doswiadczalng, omdéwienie wynikdw, podsumowanie, spis
literatury i dorobek naukowy Autorki. Przedtozona praca zawiera 142 strony, 7 schematéw, 54 rysunki, 41
tabel, 183 odnosniki literaturowe. Najobszerniejszg czescig rozprawy jest omowienie wynikdw (55 stron).

Rozprawa jest napisana zwieztym i komunikatywnym jezykiem, co sprawia, ze czyta sie jg z
zainteresowaniem. Nie znalaztam powaznych btedéw merytorycznych, ani metodycznych, niemniej jednak
chciatam przedstawié kilka uwag w kolejnosci takiej, jak zostato opisane w przedtozonej rozprawie.

Czes¢ literaturowa sktada sie z dwodch obszernych rozdziatéw. W pierwszym z nich (rozdziat 1.1)
Doktorantka bardzo wyczerpujgco opisuje glikozydazy pod wzgledem klasyfikacji, zrédet, mechanizméw
dziatania, inhibitorow i zastosowania. Autorka nie zawsze jest konsekwentna w stosowanym
nazewnictwie, np. majagc na uwadze mechanizm reakcji enzymatycznej na ogdét mowi o enzymach
inwertujgcych i retencyjnych, ale czasami o odwracajgcych i zachowujacych (np. Rys. 1), podobnie
wymiennie stosuje ,molekuty” i ,czasteczki”.

Na Rys. 2 przedstawione sg struktury 3D trzech B-glukozydaz, wyodrebnionych odpowiednio z bakterii
Clostridium cellulovorans, grzybéw Trichoderma reesei oraz z termitéw Neotermes koshunensis. Autorka
komentuje, ze enzymy te sg strukturalnie bardzo podobne i posiadajg typowa strukture barytkowg typu
TIM ((0/B)s-TIM). W tym miejscu na lepsze zobrazowanie podobieristwa mozna byto po pierwsze poréwnac
sekwencje trzech enzymdw, a po drugie natozy¢ na siebie struktury 3D komplekséw, aby zobrazowaé
jakiego regionu dotyczg réznice. W drugiej czesci rozdziatu 1.1. Autorka opisuje jak wazne jest
monitorowanie aktywnosci glikozydaz oraz przedstawia substancje stosowane w metodach
spektrofotometrycznych i fluorescencyjnych. Dla kazdego znacznika fluorescencyjnego wymienione sg
ograniczenia, tak aby jeszcze bardziej przekonac czytelnika do zasadnosci podjetych badan. Drugi rozdziat
czesci literaturowej (rozdziat 1.2) dotyczy chemii flawonoidéw, ze szczegélnym uwzglednieniem flawonoli
i ich wtasciwosci fluorescencyjnych. Opisane sg flawonole i zwigzany z nimi proces ESIPT, ktory byt
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przedmiotem badan eksperymentalnych i obliczeniowych. Tutaj mam pytanie do Autorki: czy jakis
naturalny glikozyd flawonoli zostat zastosowany do oznaczania aktywnosci glikozydaz?

Kolejnym rozdziatem rozprawy jest czes¢ doswiadczalna, w ktdrej Doktorantka opisuje doktadnie wszystkie
przeprowadzone syntezy, metodyke prowadzenia badan wtasciwosci spektralnych fluoroforéw i hydrolizy
enzymatycznej glikozydéw. Reakcje enzymatyczne sg opisane tylko dla B-glukozydazy, pominiete zostaty
pozostate dwa enzymy. Autorka podaje, ze B-glukozydaze stosowano w stezeniu 5*103 unitéw/L. Niestety
nie jest to petna informacja, gdyz nalezy dodatkowo podac zrédto enzymu.

W kolejnej czesci rozprawy Autorka omawia wyniki badan wtasnych. Z uwagi na to, ze badania zostaty juz
opisane w trzech publikacjach, a wiec przeszty proces recenzji w czasopismach, rola recenzenta jest
uproszczona. Niemniej jednak chciatabym przedstawié kilka komentarzy. W pierwszej kolejnosci opisana
jest synteza fluoroforéw wykazujgcych zjawisko ESIPT - siedmiu pochodnych 3-hydroksychromen-4-onu.
Zwigzki réznity sie charakterem podstawnika przy atomie wegla 4’. Z uwagi na to, ze intensywnos¢
fluorescencji ESIPT pochodnych 3-hydroksychromen-4-onu, jest w wodzie znaczgco pomniejszona w
porownaniu z rozpuszczalnikami aprotycznymi, Autorka opracowata warunki pomiarowe, w ktorych
uzyskata wzmocnienie fluorescencji ESIPT badanych fluoroforéw poprzez dodatek BSA lub zastosowanie
fluorescencji wzmocnionej metalem (MEF). Tak dopracowane warunki, zastosowane zostaty w dalszym
etapie do oznaczenia fluorescencji ESIPT po uwolnieniu fluorofora z glikozydéw przy zastosowaniu
enzymow hydrolitycznych w srodowisku wodnym.

Kolejnym zadaniem, byta synteza glikozyddw, zawierajgcych jako aglikony uprzednio zsyntezowane
fluorofory. Do badan wytypowano trzy serie B-glikozyddéw: pochodne glukopiranozy, glukozaminy i kwasu
glukuronowego. Synteza przebiegata w dwdch etapach: w pierwszym etapie sprzegano odpowiednie
fluorofory z peracetylowanymi bromkami lub chlorkami glikozylowymi, a w drugim etapie usuwano ostony
O-acetylowe z otrzymanych glukozydéw. Doktorantka opisata szczegétowo procedury syntetyczne oraz
przedstawita mechanizm reakcji, zgodnie z ktérym uzyskano selektywnie B-glikozydy. Struktury wszystkich
zwigzkow zostaty potwierdzone metodami spektroskopowymi (*H NMR, 3C NMR, MS/HRMS, IR). Wyniki
analiz zostaty bardzo starannie opracowane i zestawione w tabelach. Nie mam zadnych watpliwosci, co do
struktury syntezowanych pofaczen.

Zaproponowana metodyka pozwolita na otrzymanie selektywnie B-glikozydéw, selektywnos¢ byta tutaj
bardzo istotna, gdyz w kolejnym, kluczowym etapie pracy przeprowadzano enzymatyczng hydrolize z
udziatem trzech enzymow: B-glukozydazy, B-glukuronidazy i N-acetylo-B-glukozaminozydazy. W wyniku
takiej hydrolizy miato nastgpi¢ uwolnienie fluoroforow ESIPT, dzieki czemu mozna byto monitorowad
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przebieg reakcji enzymatycznej. Doktorantka wykazata, ze wszystkie B-glukozydy, poza jednym, w
kontakcie z B-glukozydazg ulegaty reakcji enzymatycznej, a postep hydrolizy mégt byé monitorowany
poprzez pomiar fluorescencji ESIPT. Tym jednym wyjatkiem byt glukozyd 4’-dimetyloaminoflawonolu (7c).
Autorka ttumaczy wysoka stabilnos¢ glukozydu 7c¢ elektronodonorowym charakterem podstawnika
dimetyloaminowego w pozycji 4" aglikonu. Udowadnia, ze szereg szybkosci hydrolizy enzymatycznej jest
zgodny ze statymi Hammetta, odpowiadajgcymi 4’-podstawnikom. Dodatkowo wnioski te zostaty
potwierdzone analizg rozktadu tadunku. Uwazam, ze taka argumentacja jest przekonujaca, ale nie wyjasnia
dlaczego glukozyd 7c w ogéle nie ulegat reakcji enzymatycznej. Uwazam, ze nalezato wzig¢ pod uwage nie
tylko tadunek czgstkowy, ale réwniez objetos¢ 4’-podstawnikédw. To byta reakcja enzymatyczna, a
substraty nie byty naturalnymi substratami dla B-glukozydazy. Byé moze 7c¢c nie wigzat sie w miejscu
aktywnym enzymu z uwagi na zawade przestrzenng. Szkoda, ze ten analog nie zostat uwzgledniony w
badaniach z dwoma pozostatymi enzymami, do ktérych mdgtby mieé wieksze powinowactwo i ulegac
reakcji hydrolizy.

Pomiary fluorescencji w trakcie enzymatycznej hydrolizy glukozyddw z udziatem BSA byty przeprowadzone
w fizjologicznym pH (7,4) oraz w kwasnym pH (5,2). Prosze o wyjasnienie dlaczego przyjeto takie
Srodowisko dla kazdego z enzymdéw? Dlaczego w eksperymencie z wykorzystaniem MEF zastosowano pH
7,4?

Autorka dowodzi, ze w kwasnym srodowisku (pH 5,2) reakcje hydrolizy enzymatycznej przebiegajg szybciej
niz w srodowisku pH 7,4. Prawdopodobnie takie zachowanie wynika z optymalngo pH dla stosowanych
enzymow. Uwazam, ze praca zyskataby, gdyby przytoczone zostaty dane dotyczace optymalnych
warunkoéw dla wszystkich stosowanych enzyméw.

Kilka dodatkowych uwag przedstawiam ponizej:
str. 9-11 — wiele z przedstawionych skrotéw nie wymaga wyjasnienia (np. D0, HPLC, IR, NMR, etc),

str. 18, 19, 27 — Rys. 3, 5i 11 — na schematach reakcyjnych odszczepiany aglikon (ROH) powinien by¢
narysowany pod strzatkami reakcyjnymi; sposdb w jaki ROH jest narysowany swiadczy o tym,
ze ponownie bierze udziat w reakcji, a tak nie jest

str. 21 — nazwa handlowa leku przeciwwirusowego to zanamiwir , a nie zenamiwir

str. 43 — ,,Sitg napedowa ESIPT jest redystrybucja gestosci elektronowej, ktéra zmienia centra kwasowo-
zasadowe w elektronicznie wzbudzonych czasteczkach (N*) w poréwnaniu z czgsteczkami w
stanie podstawowym (N)”,
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str. 63 — rozdziat 3.11.2.3: ,ilos¢ B-glukozydazy miescita sie w zakresie od 2,5 mikrograméw do 50
nanounitéw” — powinno by¢ 2,5 mikrounitow; pomytkowo opisano procedure dla zwigzku 7c,
powinien by¢ zwiazek 7e

str. 82, 87 — w zwiazkach 6g i 6h oraz 7g i 7h lepiej oznaczac heteroatomy jako X=0 dla furanu i X=S dla
tiofuranu; oznaczenie R zwyczajowo dotyczy potaczen z atomem wegla,

str. 86, Rys. 40 — produktem reakcji transestryfikacji jest wolny cukier i octan metylu, pomytkowo
przerysowany zostaf jeszcze raz substrat reakcji

Powyzsze uwagi polemiczne i krytyczne nie wptywajg na koncowa ocene rozprawy. Cel pracy zostat
zrealizowany pomyslnie. Autorka wykazata sie niewatpliwie dobrym przygotowaniem merytorycznym,
duza starannoscig w planowaniu i przeprowadzeniu eksperymentow. Przyjeta metodyka byta poprawna.
Wyniki przedstawione w rozprawie doktorskiej sg wartosciowe, posiadajg elementy nowosci naukowej i
zostaly juz opublikowane w trzech publikacjach naukowych z listy JCR oraz byty zaprezentowane na
trzynastu konferencjach o zakresie krajowym i miedzynarodowym. Warto nadmienié, ze badania
prowadzone w niniejszej pracy byty wspotfinansowane z kilku projektow, a na szczegdlng uwage zastuguje
pozyskanie przez Doktorantke grantu Preludium.

Uwazam, ze rozprawa doktorska pt Fluorescencyjne wskazniki aktywnosci 8-
glikozydaz wykazujgce zjawisko wewngtrzczgsteczkowego przeniesienia protonu w
stanie wzbudzonym spetnia warunki okreslone wart. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789) i z petnym przekonaniem wnioskuje o dopuszczenie
mgr Mileny Reszki do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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