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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Oli Grabowskiej pt. ,,Termodynamiczne i strukturalne aspekty

oddzialywan zwigzkoéw maloczasteczkowych z albuming i lizozymem”

Badania bedace podstawa przedstawionej mi do oceny pracy doktorskiej zostaly wykonane przez
Doktorantke w Zaktadzie Chemii Fizycznej Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem dr hab. Dariusza
Wyrzykowskiego. Tematyka rozprawy koncentruje si¢ na termodynamicznych, strukturalnych
1 molekularnych aspektach oddziatywan maloczasteczkowych ligandow z biatkami globularnymi, przede
wszystkim albuminami i lizozymem, oraz wykorzystaniu tych oddzialtywan do wyjasnienia procesow
rozpoznawania molekularnego, stabilizacji bialek oraz formowania komplekséw supramolekularnych.
Szczegolne miejsce w przedstawionym dorobku zajmuje izotermiczna kalorymetria miareczkowa (ITC),
ktora stanowi centralne narzedzie ilosciowego opisu badanych procesow. Poruszana w pracy problematyka
oddziatywan biatko-ligand nalezy do bardzo istotnych zagadnien wspotczesnej chemii biologicznej,
biofizyki czy chemii farmaceutycznej. Poznanie i1 zrozumienie czynnikéw odpowiedzialnych za
odpowiednie powinowactwo ligandow do biatek, mechanizméw stabilizacji struktur biatkowych czy tez
roli srodowiska molekularnego w procesach rozpoznawania biatko-ligand, czy biatko-biatko pozostaje
jednym z najwazniejszych wyzwan dzisiejszej chemii biologicznej i medycznej. W tym kontekscie
rozprawa mgr Oli Grabowskiej wpisuje si¢ bardzo dobrze w aktualny nurt badan nad zaleznoscig pomiedzy

strukturg chemiczng matych czasteczek a ich wlasciwosciami biologicznymi.




Przedstawiona rozprawa zostata przygotowana w formie przewodnika obejmujacego az dziesie¢
publikacji naukowych powigzanych tematycznie. Konstrukcja pracy jest spojna i niezwykle logiczna.
Poszczegdlne publikacje nie stanowia przypadkowego zbioru artykutow, lecz stanowia konsekwentnie
rozwijany problem badawczy. Szczegdlnie wysoko oceniam fakt, ze kolejne prace buduja coraz bardziej
ztozony obraz oddzialywan surfaktantéw, aniondw nieorganicznych oraz zwigzkoéw supramolekularnych z
makroczasteczkami.

W przeciwienstwie do wielu rozpraw opartych na publikacjach, w ocenianej pracy widoczna jest
wyrazna ciggltos¢ tematyczna prowadzonych badan. W pracy uwage zwraca szeroki wachlarz stosowanych
metod badawczych. Najistotniejsza z nich jest tu, wspomniana wczesniej, kalorymetria ITC, ktora jest
kluczowa metode w badaniach energetyki oddzialywan miedzyczasteczkowych. 7 wlasnego
doswiadczenia wiem, Ze jest to metoda trudna w analizie, gdyz na energetyke ma wplyw ogrom procesoéw
i reakcji, ktére nalezy wziag¢ pod uwage by pozna¢ intersujace nas parametry termodynamiczne zwigzane z
samym oddzialywaniem migdzyczasteczkowym. Oprocz ITC, Doktorantka wykorzystata w swojej pracy
spektroskopie fluorescencyjng, dichroizm kotowy (CD), réznicowa kalorymetrie skaningowa (DSC),
pomiary konduktometryczne, elektrochemi¢ oraz zaawansowane symulacje dynamiki molekularne;.
Szczegblnie cenne jest to, ze metody wzajemnie si¢ uzupelniaja i daja pelny obraz opisywanych
oddziatywan. Dzigki temu Autorka nie ogranicza si¢ do wyznaczania parametrow zwigzanych z wigzaniem,
ale podejmuje probe ich interpretacji na poziomie molekularnym.

Rozprawa liczy ponad 100 stron i ma charakter klasycznej pracy doktorskiej opartej na cyklu
publikacji. Zawiera ona wprowadzenie teoretyczne, cel i zadania badawcze, opis metod, obszerng dyskusje
wynikdéw oraz podsumowanie, a takze perspektywy dalszych badan. Wprowadzenie do pracy jest bardzo
obszerne 1 nalezy do najmocniejszych elementow rozprawy. Autorka w sposéb uporzadkowany
przedstawia zard6wno charakterystyke albumin, jak 1 lizozymu, podkreslajac réznice w ich strukturze,
tadunku oraz funkcji biologicznej, co uzasadnia ich wybdr jako uktadow modelowych. Na szczegdlne

uznanie zastuguje zestawienie wlasciwosci miejsc wiazacych albuminy (Sudlow I i II) oraz kontrastowe



ujecie lizozymu jako modelu dominujacych oddziatywan elektrostatycznych. Mimo walorow
merytorycznych, wprowadzenie jest bardzo rozbudowane i momentami traci charakter syntetycznego
przegladu, przechodzac w szczegétowy opis o charakterze bardziej podrecznikowym. We wprowadzeniu
zabrakto wyraznego podkreslenia luki badawczej, ktéra Autorka zamierza wypetni¢ realizujac projekt
doktorski. Cel pracy wynika raczej z ogélnego stanu wiedzy niz z wyraznie wskazanego problemu.

Cel pracy zostal sformutowany jasno i obejmuje okreslenie zaleznosci pomiedzy wlasciwosciami
wybranych ligandow a mechanizmem ich oddzialywan z albuming i lizozymem. Zadania badawcze sa
logiczne oraz dobrze zaplanowane i obejmuja zaréwno analize termodynamiczna, lokalizacj¢ miejsc
wigzania jak i wpltyw parametrow srodowiskowych. Rozdzial metodologiczny prezentuje bardzo szeroki
zestaw technik eksperymentalnych, poczawszy od ITC, przez spektroskopie, po metody elektrochemiczne
i modelowanie molekularne. Zastosowanie ITC jako metody wiodacej jest w pelni uzasadnione i stanowi
jedng z najmocniejszych stron pracy. Tu mam jednak dwa pytania. Jakie sa glowne Zrodla bledow
w analizie ITC w badanych uktadach i jak zostaty skorygowane? Czy przeprowadzono walidacje modeli
wzgledem danych eksperymentalnych, np. poprzez symulacje krzywych ITC lub parametrow
termodynamicznych?

Dyskusja wynikow to najwazniejsza i najbardziej rozbudowana cze$¢ pracy. Autorka w sposob
przekonujacy pokazuje, ze mechanizm wigzania ligandow nie jest determinowany pojedynczym
parametrem, lecz wynika z synergii czynnikow takich jak rozmiar, fadunek oraz charakter hydrofilowo-
hydrofobowy. Szczegblnie wartoSciowe sa analizy porownawcze roznych klas ligandow oraz
konkurencyjne eksperymenty modelujace rzeczywiste uktady biologiczne. Na uznanie zastuguje rowniez
konsekwentne powigzanie wynikow eksperymentalnych z analiza termodynamiczna, zwlaszcza
rozroznienie proceséw sterowanych entalpowo i1 entropowo oraz ich interpretacja w kontekscie
oddziatywan molekularnych. Tego typu podejscie $wiadczy o bardzo dobrej orientacji Autorki

w nowoczesnej chemii fizycznej ukladéw biologicznych



Pierwsza cze$¢ dyskusji to analiza oddzialywan SDS z albuming, ktora zostata przeprowadzona
bardzo szczegdtowo, z wykorzystaniem ITC, metod spektroskopowych i modelowania. Na szczegdlne
wyrdznienie zastuguje rozrdznienie miejsc wiazania, analiza wptywu pH i temperatury, identyfikacja
trzeciego miejsca wigzacego w okreslonych warunkach. Jednakze, interpretacja pojawienia si¢ trzeciego
miejsca wigzania moglaby zosta¢ bardziej jednoznacznie powigzana z modelowaniem. Brak jest tu dyskusji
alternatywnych modeli wigzania, np. modeli kooperatywnych czy niezaleznych. Interpretacja pojawienia
si¢ trzeciego miejsca nie jest jednoznaczna i moze rownie dobrze wynikaé z efektow kooperatywnych,
agregacji SDS czy zmian konformacyjnych biatka. Na ile mozna wykluczy¢ udzial agregatow SDS w
interpretacji wynikow?

W kolejnej czesci Autorka prezentuje roznice pomiedzy mechanizmami wigzania ligandow
hydrofobowych i amfifilowych. Szczegodlnie wartosciowe jest pordwnanie sterowania entalpowego
i entropowego. Doktorantka stusznie wskazuje na podobna warto$¢ AG dla réznych ligandéw, jednak nie
rozwija glebiej konsekwencji tego faktu, np. dla projektowania lekéw. Czy mozna oszacowaé wklad
hydratacji 1 reorganizacji rozpuszczalnika w obserwowanym efekcie entropowym? Jedyny krytyczny
komentarz do tej czesci pracy zwigzany jest z uproszczonym modelem biologicznym (komorki PC3). Brak
jest odniesienia do bardziej ztozonych uktadéw biologicznych. Interpretacja wynikoéw cytotoksycznosci
jest poprawna, ale mogtaby by¢ bardziej poglebiona mechanistycznie.

W kolejnych czesciach rozprawy szczeg6lnie interesujacy jest opis tworzenia kompleksow z f3
cyklodekstryna, analiza proceséw agregacji czy wpltyw ligandéw na stabilnos¢ biatek. W tej czesci pojawia
si¢ najwieksze rozproszenie tematyczne. Bark jest jednej, syntetycznej koncepcji laczacej wszystkie
wyniki. Rola modelowania molekularnego jest tu mniej wyrazna niz we wezesniejszych rozdziatach. Czy
Autorka mozna przedstawi¢ uniwersalny model oddziatywania cyklodekstryny z badanymi ligandami? Jak
wyglada kinetyka procesu ,,wytapywania” liganda przez cyklodekstryne?

Ostatnia cze¢$¢ dyskusji dotyczy oddzialywania jondéw heksacyjanozelazianowych(II)/(II1)

z albuminami i lizozymem. Prace wienczy Podsumowanie 1 Perspektywa dalszych badan. Sa to rozdziaty



opracowane bardzo syntetycznie i logicznie. Da si¢ jednak odczué¢ pewna zachowawczos¢ Autorki.
Bibliografia to 106 pozycji, ktére zostaly wybrane bardzo trafnie i odnoszg¢ si¢ zarowno do czgsci
teoretycznej, metodologicznej i dyskusji wynikow.

Nalezy wspomnie¢, ze Doktorantka kopie swoich artykuléw umiescita w Aneksie, ktéry fizycznie
stanowi ponad polowe pracy doktorskiej. To, czego mi zabrakto, to krétki wstep do kazdej z prac. Nie jest
to konieczne, gdyz wyniki zostaly wczesniej juz opisane, ale wprowadzenie czy krotkie wyjasnienie
powodow dziatan utatwitoby lekture wspomnianych artykulow. Ponizej przedstawiam kilka pytan
1 komentarzy, ktore pojawity si¢ w trakcie owej lektury:

- Na ile zastosowany model dwoch miejsc wigzacych jest modelem jednoznacznym? Czy analizowano
mozliwo$¢ istnienia wiekszej liczby stanéw posrednich, szczegoélnie w uktadzie pH = 51 288 K, gdzie
pojawiajg si¢ przestanki wskazujace na trzeci efekt energetyczny w przebiegu miareczkowania? (Publikacja
1)

- Czy mozliwe byloby zweryfikowanie proponowanych miejsc wigzacych innymi metodami
strukturalnymi, na przyktad przez NMR lub krystalografie, gdyby takie dane byty dostepne (Publikacja 2)?
- W wielu pracach interpretacja rodzaju sit odpowiedzialnych za wigzanie opiera si¢ przede wszystkim na
wzajemnych relacjach miedzy AH oraz TAS. Cho¢ jest to podejscie szeroko stosowane, nalezy pamietaé,
ze zlozonos¢ proceséw hydratacyjnych powoduje, iz przypisywanie okreslonych typow oddziatywan
wylacznie na podstawie kompensacji entalpia-entropia powinno by¢ traktowane ostroznie. Czy
obserwowana kompensacj¢ entalpia-entropia mozna uzna¢ za cechg uniwersalng badanych procesoéw, czy
raczej za efekt specyficznych warunkow eksperymentalnych?

- Ktéry z analizowanych uktadéw uwaza Doktorantka za najbardziej reprezentatywny dla rzeczywistych
procesow zachodzacych in vivo?

- Ktére z przedstawionych wynikoéw maja najwigkszy potencjat aplikacyjny w projektowaniu nowych

ligandow?



Podsumowujac, Praca mgr Oli Grabowskiej jest bardzo rozbudowanym i dobrze wykonanym
studium oddziatywan ligand-biatko. Jej najwigksza zaleta jest szeroki zakres metod oraz konsekwencja
w analizie termodynamicznej. Pomimo powyzszych uwag, ktére majg charakter gltéwnie dyskusyjny,
nalezy jednoznacznie stwierdzi¢, ze przedstawiona rozprawa prezentuje bardzo wysoki poziom
merytoryczny. Autorka wykazata si¢ umiejetnoscia samodzielnego planowania i realizacji badan,
krytycznej analizy danych oraz formutowania wnioskow o charakterze ogdélnym. Praca wnosi istotny wktad
w rozwdj wiedzy na temat oddzialywan ligand-biatko, szczegdlnie w ujeciu termodynamicznym
i strukturalnym, a uzyskane wyniki maja potencjat zard6wno poznawczy, jak i aplikacyjny. Stwierdzam
zatem, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Oli Grabowskiej w pelni spetnia warunki
okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz. U. z 2018 r.
poz. 1668 ze zm.), przepisy wprowadzajace ustawe o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz. U. z 2018 r.
poz. 1669 ze zm.). Wnioskuje zatem do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu Gdanskiego
o dopuszczenie Pani mgr Oli Grabowskiej do dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia doktora.
Biorgc pod uwage fakt, ze wyniki przedstawione w rozprawie zostaty opublikowane w cyklu az 10
publikacji (Doktorantka jest rdwniez wspotautorka czterech artykutdow niepowigzanych z tematyka
rozprawy) powiagzanych ze soba tematycznie w renomowanych czasopismach naukowych, Kandydatka
przygotowata bardzo dobra rozprawe i przeprowadzita dojrzala dyskusje, zwracam si¢ do Rady Dyscypliny

Nauki Chemiczne U. G. o wyr6znienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Oli Grabowskie;j.

7. wyrazami szacunku
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