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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Oli Grabowskiej pt. ,Termodynamiczne i strukturalne aspekty
oddzialywan zwigzkéw matoczasteczkowych z albuming i lizozymem” wykonanej na
Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdariskiego pod kierunkiem dr. hab. Dariusza

Wyrzykowskiego, prof. UG.

Powierzona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Oli Grabowskiej zostata wykonana w
Katedrze Chemii Ogélnej i Nieorganicznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego pod
kierunkiem Profesora Dariusza Wyrzykowskiego. Na wstepie pragne podkresli¢, ze od
pierwszych stron dysertacji uwage zwraca starannie przemyslany program badawczy oraz
atrakcyjna i aktualna tematyka. Nie jest to zaskoczeniem, zwazywszy, ze Promotor jest
uznanym specjalista w obszarze podejmowanej problematyki. Rozprawa jest rezultatem
konsekwentnie rozwijanego programu badawczego, mieszczacego sie na pograniczu chemii
biologicznej,  fizycznej i supramolekularnej ze  szczegdlnym  uwzglednieniem
termodynamicznych oraz strukturalnych aspektow oddziatywan zwigzkow
matoczasteczkowych z biomolekutami. Dobér probleméw i zwigkszanie ich ztozonosci
$wiadczg o wysokiej kulturze prowadzenia badan oraz stworzeniu Doktorantce warunkéw
sprzyjajgcych samodzielnosci naukowe;j.

Tematyka rozprawy dotyczy oddziatywan zwigzkéw matoczgsteczkowych z biatkami,
a wiec zagadnienia fundamentalnego dla zrozumienia procesdéw biologicznych. Sposéb i sita
wiagzania liganda wptywajg na jego dostgpnosé, transport, trwatosé, aktywnosé i potencjalng
toksycznosc. Problem ma zatem znaczenie poznawcze i praktyczne dla chemii bioorganicznej,
farmacji i biotechnologii. Za szczegdlnie trafne uwazam poréwnanie liganddéw roznigcych sie
rozmiarem, tadunkiem i réwnowaga hydrofilowo-hydrofobowa, co pozwolito sformutowacd
zaleznosci wykraczajace poza opis pojedynczych uktadéw.

Praca stanowi spéjne opracowanie wynikéw bedgcych podstawag dziesigciu
powigzanych tematycznie publikacji naukowych, opublikowanych w renomowanych
czasopismach miedzynarodowych o wysokim wspotezynniku oddziatywania. Obejmuje
wprowadzenie, cel i zadania badawcze, materialy i metody, dyskusje wynikéw,
podsumowanie oraz perspektywy dalszych badan, a uzupetniajg jg zataczone artykuty. Uktad
rozprawy jest logiczny i pozwala przesledzi¢ rozwdj koncepcji: od modelowych oddziatywan
surfaktantéw z albuming, przez wptyw budowy ligandéw i proceséw konkurencyjnych, po
poréwnanie albumin z lizozymem oraz zastosowanie cyklodekstryny do kontrolowania zmian
struktury biatka.
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Celem rozprawy byto okreslenie cech strukturalnych i fizykochemicznych ligandéw
decydujgcych o sile, mechanizmie i lokalizacji ich wigzania z biatkami. Jako uktady modelowe
wybrano albuminy surowicy bydlecej i ludzkiej oraz lizozym. Wybdr ten oceniam jako bardzo
przemyslany: albuminy sa elastycznymi biatkami transportowymi z wyspecjalizowanymi
wnekami, natomiast lizozym jest biatkiem bardziej zwartym, o odmiennym fadunku i funkcji.
Badaniami objeto 1-alkilosiarczany i 1-alkilosulfoniany, jon tetrafenyloboranowy,
polioksowanadany oraz jony heksacyjanozelazianowe(ll) i (Il1), a takze beta-cyklodekstryne.

Na bardzo wysoka ocene zastuguje warsztat metodyczny. Gtéwna technika byta
izotermiczna kalorymetria miareczkowa, umozliwiajgca wyznaczenie statych wiazania,
stechiometrii i parametrow termodynamicznych. Wyniki zestawiono z danymi
miareczkowania  konduktometrycznego, spektroskopii fluorescencyjnej, dichroizmu
kotowego, skaningowe] kalorymetrii réznicowej, technik elektrochemicznych i testéow
aktywnosci biologicznej, a interpretacje pogtebiono za pomocg symulacji dynamiki
molekularnej. Takie potaczenie metod pozwolito powigzaé termodynamike z lokalizacjag
ligandow, zmianami konformacji biatka i konsekwencjami funkcjonalnymi.

W badaniach dodecylosiarczanu sodu z albuming surowicy bydlecej wykazano
obecnos¢ co najmniej dwéch miejsc wigzania monomerdéw SDS. Pierwsze, zlokalizowane w
poblizu Trp-134, charakteryzuje sie wysokim powinowactwem, drugie natomiast ma mniejsze
powinowactwo i silniej zalezy od warunkéw eksperymentalnych. Nasycenie pierwszego
miejsca przy niewielkiej ilosci surfaktantu zwigksza stabilnos$¢ termiczng helikalnej struktury
BSA. Pokazuje to, ze efekt zalezy od stezenia i lokalizacji liganda i nie musi prowadzié¢ do
destabilizacji biatka.

Dla jonu tetrafenyloboranowego, bedgcego modelem duzego hydrofobowego anionu,
wykazano dwa gtéwne miejsca wigzania z BSA: w poblizu Trp-134 oraz w subdomenie IlIA.
Poréwnanie z SDS dowiodto, ze podobne wartosci powinowactwa nie oznaczajg identycznego
sposobu wigzania. Doswiadczenia konkurencyjne pokazaty ponadto, ze zajecie wspdlnego
miejsca przez jeden ligand wptywa na stechiometrie wigzania drugiego. Kompleksowanie
tetrafenyloboranu nie naruszato struktury drugorzedowej albuminy, lecz zwiekszato jej
odpornoéé termiczna.

Istotnym osiggnieciem jest analiza konkurencyjnych oddziatywan polioksowanadanéw
i jondw dodecylosiarczanowych 2z BSA. Autorka wykazata, ze albumina obecna
w standardowych pozywkach hodowlanych moze wigzaé badang substancje i zmieniaé
stgzenie jej wolnej, biologicznie aktywnej frakcji. Ma to bezposrednie znaczenie dla
interpretacji testéw cytotoksycznosci i zaleznosci stezenie-efekt, a zarazem wskazuje na
potrzebg swiadomego uwzgledniania konkurencji o miejsca wigzania podczas projektowania
eksperymentéw biologicznych.
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Bardzo interesujgca jest poréwnawcza analiza 1-alkilosiarczandw i 1-alkilosulfonianéw.
Pozornie niewielka zmiana grupy hydrofilowej i rozktadu tadunku wptywata na liczbe miejsc
wigzania, stechiometrie i stabilno$¢ komplekséw z albuminami; znaczenie miata réwniez
dtugosc tancucha weglowodorowego. Prowadzi to do kluczowego wniosku, ze mechanizmu
wigzania nie mozna przewidywacé na podstawie pojedynczej cechy liganda. O zachowaniu
uktadu decyduje wspétdziatanie rozmiaru, fadunku i charakteru hydrofilowo-hydrofobowego,
modulowane przez architekture biatka i warunki srodowiska.

Za szczegélnie wartosciowy uwazam cykl badan komplekséw inkluzyjnych
surfaktantow 2z beta-cyklodekstryng i ochrony struktury lizozymu. Wykazano, ie
1-alkilosulfoniany, zwtfaszcza o dtuzszym taficuchu, moga zaburzaé strukture drugorzedows
biatka. Beta-cyklodekstryna, wykazujagca wigksze powinowactwo do hydrofobowego
fragmentu surfaktantu, przechwytuje go i umozliwia odwrécenie zmian konformacyjnych oraz
ponowne zwinigcie lizozymu. Jest to elegancki przyktad kontrolowania réwnowag
supramolekularnych za pomocg liganda konkurencyjnego, istotny takze dla projektowania
formulacji.

Badania jonow heksacyjanozelazianowych(l1) i (Il1) z albuminami i lizozymem pozwolity
ocenié znaczenie tadunku elektrostatycznego. Silniej natadowany jon
heksacyjanozelazianowy(ll) wykazywat wigksze powinowactwo do dodatnio natadowanego
lizozymu niz analogiczny jon na Ill stopniu utlenienia. Wigzanie miato gtéwnie charakter
entalpowy i powierzchniowy, nie powodowato jednak istotnej destabilizacji struktury ani
zahamowania aktywnosci enzymatycznej. Wynik ten dowodzi, ze sama sita oddziatywania nie
przesadza o zmianie funkcji biatka; wazne s3 takze lokalizacja liganda i dostep do centrum
aktywnego.

Najwigkszg wartoscia poznawczg rozprawy jest wyprowadzenie na podstawie
przeprowadzonych badan ogélnych prawidtowosci opisujacych oddziatywania ligand—biatko.
Ligandy hydrofobowe preferuja odpowiednie kieszenie, aniony regiony wzbogacone
w dodatnio natadowane reszty, a zwigzki amfifilowe wykorzystuja oba rodzaje oddziatywar.
W albuminach istotng role odgrywa plastyczno$é domen i adaptacja do budowy liganda,
natomiast w lizozymie wigksze znaczenie maja oddziatywania powierzchniowe. Cenne jest
réwniez wskazanie granic uogdlnien: nawet homologiczne BSA i HSA moga réznié sie
specyficznoscig, a state rownowagi nalezy poréwnywaé w zgodnych warunkach.

Rozprawa zostata napisana starannie, poprawnym i precyzyjnym jezykiem naukowym.
Zestawienia tabelaryczne utatwiajg poréwnanie wtasciwosci biatek, ligandéw i parametréw
oddziatywan. Dyskusja nie ogranicza sig¢ do streszczenia publikacji, lecz porzadkuje wyniki
wedtug wspdlnej koncepcji i prowadzi do wnioskéw przekraczajacych zakres pojedynczych
artykutdw. Na uznanie zastuguje takze wskazanie dalszych kierunkéw badan, w tym analizy
kinetyki i walidacji miejsc wigzania. Swiadczy to o dojrzatodci naukowej Doktorantki.

UL Uniwersytetu Poznanskiego 8, Collegium Chemicum, 61-614 Poznar
g.h@amu.edu.pl



%L.J UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU

,
&& Wydziat Chemii, Zaktad Chemii i Technologii Zwigzkdéw Krzemu
Prof. dr hab. Grzegorz Hreczycho

Nie stwierdzam w rozprawie uchybiefi uzasadniajgcych formutowanie uwag
krytycznych. Ponizsze dwa pytania wynikaja wytacznie z zainteresowania inspirujgca tematyka
pracy i moga stanowi¢ punkt wyjscia do dyskusji podczas publicznej obrony:

1. Jednym z aktualnych probleméw $rodowiskowych i biomedycznych jest tworzenie tzw.
korony biatkowej na powierzchni mikro- i nanoplastikéw. Czy podejscie fgczace izotermiczng
kalorymetrie miareczkowg, metody spektroskopowe i modelowanie molekularne moina
zaadaptowac do badania oddziatywar albuminy lub lizozymu z takimi czgstkami? Ktére
elementy metodyki wymagatyby najwiekszych zmian ze wzgledu na polidyspersyjnosé
i heterogeniczno$¢ powierzchni mikroplastiku?

2. W rozprawie wykazano, ze o sposobie wigzania decyduje wspétdziatanie rozmiaru,
tadunku oraz charakteru hydrofilowo-hydrofobowego liganda. Ktéry z tych parametréw
Doktorantka uznataby za najbardziej uzyteczny punkt wyjscia do przewidywania
zachowania nowego liganda i w jakich sytuacjach przedstawione zaleznosci przestaja mieé
charakter uniwersalny?

Podsumowuijac, rozprawa doktorska mgr Oli Grabowskiej stanowi oryginalne i dojrzate
rozwigzanie istotnego problemu naukowego. Dokumentuje szeroka wiedze teoretyczna
Autorki, bardzo dobre opanowanie réznorodnych metod, umiejetnosé integrowania wynikéw
eksperymentalnych i obliczeniowych oraz zdolno$é do samodzielnego formutowania
wnioskow. Badania wnoszg istotny wktad w poznanie zaleznoéci pomiedzy budowa ligandéw
a mechanizmem ich oddziatywania z biatkami, a ich wartoé¢ obejmuje réwniez praktyczne
wskazéwki dotyczace interpretacji testéow biologicznych, projektowania formulacji
i kontrolowania zmian struktury biatek.

Gratuluje Pani mgr Oli Grabowskiej przygotowania znakomitej rozprawy doktorskiej
oraz zyczg dalszych sukceséw (miejmy nadzieje) w karierze naukowej. Gratulacje kieruje
rowniez do Promotora, Profesora Dariusza Wyrzykowskiego, za doskonate pokierowanie
realizacjg doktoratu i rozwojem naukowym Doktorantki.

Stwierdzam, ze przedfozona rozprawa spetnia wymagania okreélone w art. 187 ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. Wnosze zatem do Rady
Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu Gdariskiego o dopuszczenie mgr Oli Grabowskiej
do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk
Scistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki chemiczne. Jednoczeénie, ze wzgledu na
ponadprzecigtny poziom naukowy, spéjnoéé i interdyscyplina rnv charakter rozprawy, sktadam

osobny wniosek o jej wyrdznienie.
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WNIOSEK O WYROZNIENIE ROZPRAWY DOKTORSKIE] MGR OLI GRABOWSKIE)

Zwracam sie z wnioskiem o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr Oli Grabowskiej
pt. ,Termodynamiczne i strukturalne aspekty oddziatywarn zwigzkéw matoczasteczkowych
z albuming i lizozymem”, wykonanej pod kierunkiem Profesora Dariusza Wyrzykowskiego.

Podstawa wniosku jest wysoki poziom naukowy rozprawy, jej oryginalnoéé oraz szeroki
i interdyscyplinarny zakres przeprowadzonych badan. Doktorantka w sposdb dojrzaty
potgczyta wyniki uzyskane z wykorzystaniem wielu komplementarnych metod, tworzac spéjny
obraz analizowanych zjawisk. Na szczegdlne uznanie zastugujg umiejetnosé krytycznej
interpretacji wynikéw, trafno$é formutowanych wnioskéw oraz wysoki stopier samodzielnosci
naukowej.

Rozprawa, oparta na dziesigciu tematycznie powigzanych publikacjach, stanowi
wartosciowy i znaczacy wkfad w rozwdj badanej problematyki. Jej poziom wyraZnie
przewyisza wymagania stawiane rozprawom doktorskim, dlatego z petnym przekonaniem

wnioskuje o jej wyrdznienie.
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