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Instytut Materiatéw Zaawansowanych

Politechnika Wroctawska

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Aleksandry Magdaleny Tobolskiej

Projektowanie receptoréow molekularnych wykorzystujgcych
metalokompleksy peptydowe
Promotorzy: prof. dr hab. inz. Wojciech Wrdéblewski
prof. dr hab. Stawomir Sek

Potencjalne mozliwosci zastosowania peptydéw w procesach rozpoznawania
molekularnego przyczynity sie do rosngcego zainteresowania nimi w obszarze analityki czy
bioanalityki. Biorgc pod uwage fakt, ze zwiazki te selektywnie oddziatywajg zaréwno z
makrostrukturami takimi jak biatka czy kwasy nukleinowe, jak i z matymi czgsteczkami np.
aminokwasami, jonami oraz to, ze istnieje mozliwo$¢é otrzymania peptyddw o réznorodne;j
strukturze i wifasciwosciach, syntetyczne peptydy mogg miec istotne znaczenie w
rozwijajgcej sie diagnostyce. Szczegdlnie wazine wydajg sie specyficzne koordynacyjne
wiasciwosci peptydéw w kontekscie wykorzystania ich w warstwach receptorowych
urzadzen sensorowych.

Jednym z wielu czynnikéw, ktdére decydujg o funkcji i aktywnosci biologicznej
peptyddw i biatek, jest ich oddziatywanie z jonami metali. Peptydy posiadajg zdolnosci ich
kompleksowania. Z tego wzgledu peptydy moga by¢ sg wykorzystywane miedzy innymi w
warstwach receptorowych biosensoréw do oznaczania jonéw metali. Przyktadowo peptydy
bogate w reszty histydyny beda zdolne do wigzania dwudodatnich kationéw metali,
ponadto potozenie reszt histydyny istotnie wptywa na wiasciwosci strukturalne oraz
termodynamiczne powstajgcego kompleksu. Badania prowadzone w tym kierunku wpisujg
sie trendy badawcze oraz zapotrzebowanie rynkowe.

Kompleksy peptyddéw bogatych w reszty histydynowe (szczegélnie His2) badane s3
rowniez pod katem zdolnosci tworzenia asocjacji ternarnych. Dzieki wtasciwosciom tego
typu ww. uktady proteinowe mogg zosta¢ wykorzystane w projektowaniu receptoréw
molekularnych do oznaczania anionow.

Kompleksy metalopeptydéw wyposazone we fragment histydynowy - His2 (o
zdolnosciach koordynacyjnych) wydajg sie by¢ idealnym przyktadem receptora anionéw
fosforanowych (V). Istnieje ponadto mozliwos¢ modyfikacji i wzbogacania same] czesci
peptydowej, a obecnos¢ w strukturze czasteczki kationu metalu przejsciowego (miedz,
nikiel) umozliwia obserwacje oddziatywan typu receptor-analit technikami
elektrochemicznymi. Tego typu problematyka byta ideg rozprawy doktorskiej
przygotowanej przez mgr inz. Aleksandre Tobolska.

Wyniki badain dotyczacych mozliwosci opracowania nowych receptoréw
molekularnych w oparciu o metalopeptydy, selektywnych wobec wybranych anionéw
zostaty ujete w tematyczny cykl pieciu publikacji naukowych, ktére sg podstawa pracy
doktorskiej mgr inz. A. Tobolskiej.
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Do szczegdtowych zadan badawczych postawionych przez Doktorantke nalezato:
- wybér sekwencji peptydowej sposréd B-amyloidédw wyposazonych w motyw His2;
- scharakteryzowanie wtasciwosci fizykochemicznych kompleksédw binarnych modelowego
peptydu z kationami Cu(ll) i Ni(ll);
- badanie oddziatywan metalokomplekséw z anionami fosforanowymi oraz wybranymi
nukleotydami;
- zaprojektowanie szeregu peptyddw w oparciu o modelowg sekwencje B-amyloidu biorgc
pod uwage optymalizacje struktury oraz mozliwie najwieksze powinowactwo do anionéw
fosforanowych.

Realizujac zatozenia pracy doktorskiej Doktorantka wykorzystata ponizsze techniki
pomiarowe:
- spektrofotometrie UV-vis
- spektroskopie dichroizmu kotowego (CD)
- miareczkowanie potencjometryczne
- woltamperometrie cykliczng (CD)
- woltamperometrie pulsowo-réznicowg (DPV).

Recenzowana rozprawa doktorska niewatpliwie poszerza i uzupetnia w interesujacy
sposdb program badan w obszarze bioelektrochemii i sensorowych receptoréw
molekularnych, realizowany z powodzeniem na Woydziale Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego oraz Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej.

Przedstawiony do recenzji materiat rozprawy doktorskiej to, jak wspomniatam
powyzej, cykl pieciu publikacji (P1-P5) uzupetniony o zwiezty opis — ,przewodnik” (26 stron),
w ktérym wyodrebniono cztery kluczowe elementy: wprowadzenie - przeglad literatury
(rozdziat 1), cel pracy i zakres pracy doktorskiej (rozdziat 2), wyniki badan (rozdziat 3) oraz
podsumowanie (rozdziat 4). Ten syntetyczny opis konczy sie spisem literatury liczacym 58
pozycji.

Do pracy dotgczono ponadto oswiadczenia wspétautorow publikacji oraz opis
dorobku naukowego Doktorantki, na ktory sktada sie:

- 6 publikacji w czasopismach o tgcznym wspdtczynniku oddziatywan IF = 24,399, przy czym w
zakres pracy doktorskiej wchodzi pie¢ pozycji o tacznym IF = 24,399

- udziat w trzech projektach badawczych (w tym PRELUDIUM — kierownik projektu), a takze
udziat kilkunastu konferencjach naukowych.

W rozpoczynajgcym prace wprowadzeniu Doktorantka w sposdb zwiezty i bardzo
klarowny przedstawita role peptydéw w procesach rozpoznania molekularnego. Wskazata
kierunki badann majgce na celu wytworzenie receptoréw molekularnych o oczekiwanych
parametrach, podkreslajgc jednoczesnie, ze prace badawcze bedace podstawg rozprawy
doktorskiej wpisujg sie we wspotczesne trendy naukowe zwigzane z poszukiwaniem
inspirowanych naturg receptorow molekularnych do oznaczania anionéw. Zwrdcita
szczegolng uwage, w kontekscie kontroli analitycznej, na aniony fosforanowe (V) (istotne
zarowno w ochronie Srodowiska naturalnego jak i diagnostyce medycznej). Interesujgcym
rozwigzaniem analitycznym, w opinii Doktorantki, w kontroli obecnosci i stezenia
fosforandéw w prébkach ptynnych wydaje sie konstrukcja sensoréw chemicznych. Wigze sie
to jednak z trudnosciami dotyczacymi selektywnosci i czutosci stosowanych w tych
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urzgdzeniach receptoréw. W zwigzku z tym receptory bioanalityczne dos$¢ rzadko spetniajg
warunki i wymagania badan srodowiskowych.

W warunkach naturalnych rozpoznawanie anionéw fosforanowych (V) odbywa sie
przede wszystkim przez oddziatywania miedzyczgsteczkowe (gtéwnie wodorowe). Peptydy
sg zdolne do udziatu w tego typu rozpoznaniach, w zwigzku z czym wazne wydajg sie prace
ukierunkowane na wytwarzanie syntetycznych receptoréw fosforandw inspirowanych
natura.

W trakcie zaplanowanych badan wtasnych Doktorantka wykorzystata peptydokationy
(Cu(I1) i Ni(l1)) wyposazone w histydynowe reszty typu His2, obecnosc¢ reszt histydynowych w
pozycji drugiej takich struktur pomaga w stabilizacji termodynamicznej uktadéw typu 3N z
charakterystyczng niewysycong sferg koordynacyjng, a jon metalu przejSciowego odpowiada
za mozliwos¢ obserwowania oddziatywan receptor-analit za pomocg technik
elektrochemicznych.

Tego typu ujecie tematu stanowi oryginalny wktad badan Doktorantki w obecny stan
wiedzy — gdzie kation metalu przejSciowego petni jednoczesnie funkcje centrum
rozpoznawczego i znacznika redoks.

Badania kompleksowania peptyddw z kationami miedzi (ll), ktore przeprowadzita
mgr A. Tobolska pozwolity jej na wytonienie z szeregu B-amyloidéw (ABs), uktadu
zbudowanego z pieciu reszt aminokwasowych — analogu ABs.q, ktérym przypisata wtasciwosci
receptorowe. Kryterium wyboru byto zwigzane z usytuowaniem oraz liczbg reszt
histydynowych ww. sekwencji aminokwasu oraz charakter elektrochemicznej odpowiedzi
metalokompleksow.

Studia nad wybranym amyloidem (termodynamiczne i strukturalne oddziatywania
jondéw Cu? z B-amyloidami , wtasciwosci redoks utworzonych komplekséw) potwierdzity jego
zdolnosci do kompleksowania, natomiast prowadzone w pH 7,4 pomiary wykazaty
preferencyjne oddziatywanie metalopeptydéw z anionami fosforanowymi (V) oraz resztami
fosforanowymi nukleotydéw (dzieki znacznemu obnizeniu potencjatu utleniania centrum
metalicznego). Rejestrowane w trakcie badan odpowiedzi pragdowe dla nukleotydéw
wyposazonych w jedng/trzy reszty fosforanowe, rdznity sie, co pozwolito przypuszczaé o
selektywnosci uktadu. Wazinym rezultatem badan byta réwniez ocena zdolnosci
amyloidowych metalokomplekséw do tworzenia uktadéw ternarnych.

Realizujgc kolejne zatozenia projektu badawczego mgr A. Tobolska udowodnita, ze
budowa metalopeptydu wptywa znaczagco nie tylko na wtasciwosci strukturalne,
elektrochemiczne powstajgcych komplekséw, ale réwniez na zdolnosci do selektywnego
rozpoznawania anionéw fosforanowych (V). Oddziatywania kompleksu Cu(ll)-ABs.9z anionami
fosforanowymi (V) Doktorantka weryfikowata za pomoca analizy woltamperometrycznej,
uzupetnionej pomiarami spektroskopowymi dichroizmu kotowego i UV-vis. Z
przeprowadzonych badan wynikato, Zze oddziatywania metalokomoleksu z ligandem
fosforanowym sg dos¢ stabe.

Ocene selektywnosci rozpoznawania anionéw fosforanowych (V) przez wybrany
metalokompleks Pani Aleksandra prowadzita w obecnosci wybranych jonéw (chlorkowych,
siarczanowych (VI) oraz octanowych). Doktorantka nie obserwowata wptywu na wynik ww.
jonéw interferujgcych tym samym potwierdzita selektywnos¢ ukfadu wobec jondéw
fosforanowych (V) w mieszaninie z wybranymi interferentami.

Ponadto mgr A. Tobolska sprawdzita zdolnos¢ metalokompleksu do rozpoznawania
grupy fosforanowej (V) np. w nukleotydach. Zblizone wartosci potencjatéw utleniania jonéw
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miedzi () w uktadzie ternarnym z anionami fosforanowymi oraz AMP/ATP sugerowaty
oddziatywania metalokompleksu z grupami fosforanowymi nukleotydow.

W kolejnych badaniach Doktorantka otrzymata kompleksy ABs.s z jonami niklu (1l),
takie metalokompleksy (podobnie jak miedziowe) w roztworze o pH 7,4 preferencyjnie
oddziatywajg z anionami fosforanowymi (V) oraz resztami fosforanowymi nukleotydéw, co
zwigzane jest bezposrednio ze znacznym obnizeniem potencjatu utleniania ich centrum
metalicznego, warto podkredlié, ze w przypadku komplekséw niklowych rejestrowane byty
zréznicowane odpowiedzi pradowe dla nukleotydéw w zaleznosci od ilosci reszt
fosforanowych, co jest niezwykle istotne z punktu widzenia selektywnosci ukfadu.

W kolejnym etapie badan, ktére obejmowaty zaprojektowanie oraz synteze
peptydow (biblioteka), ktorych sekwencje bazowaty na modelu ABss, mgr A. Tobolska
podjeta préby wyselekcjonowania struktury amyloidowej, ktérej metalokompleks
charakteryzowatby sie najwiekszym powinowactwem wzgledem anionéw fosforanowych (V).
Doktorantka wybrata dwie takie sekwencje o najbardziej obiecujgcych witasciwosciach
receptorowych, selektywnym rozpoznawaniu reszt fosforanowych.

Interesujgcym  rezultatem badan Doktorantki byto rdéwniez zastosowanie
komplekséw metalopeptydowych do dyskryminacji oligopeptyddw typu His2 opierajac sie na
analizie chemometrycznej sygnatéw elektrochemicznych mierzonych w roztworach ich
uktadow dwu- lub trdjskatadnikowych, przy czym zgodnie z rezultatem badan mgr A.
Tobolskiej, mozliwe byto rozréznienie nawet bardzo podobnych strukturalnie peptydow

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska jednoznacznie dowodzi, ze mgr inz.
Aleksandra Tobolska posiada w stopniu bardzo wysokim doswiadczenie i umiejetnosci
niezbedne w pracy badawczej. Potrafi rozwigzywaé problemy oraz w sposdb krytyczny i
szczegdtowy analizowac otrzymane wyniki.

Widocznym efektem tego typu prac s3 liczne publikacje w czasopismach o wysokim
stopniu rozpoznawalnosci naukowej, udziat Doktorantki w licznych konferencjach naukowych
oraz prace w projektach naukowych (kierowanie jednym z nich). Z zatgczonych oswiadczen
wynika ponadto wiodgacy udziat Pani Aleksandry w opublikowanych pracach, dotyczyt on
opracowania koncepcji badan, projektowania oraz przeprowadzenie eksperymentow
elektrochemicznych, pomiaréw spektroskopowych, analizy rezultatéw, redagowaniu
materiatu. Doktorantka byta (w czesci z nich) autorem korespondencyjnym co dodatkowo
wskazuje na jej zaangazowanie w realizowane badania.

Cennym, w moim odczuciu, jest tez wstep do rozprawy, w ktérym Doktorantka w
sposob niezwykle umiejetny wprowadza czytelnika w idee celéw badawczych projektu,
utatwiajac jednoczesnie wiasciwy poglad na analizowane wyniki naukowe.

Reasumujgc, przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska dowodzi, ze
Doktorantka posiada wiedze i umiejetnosci niezbedne dla uzyskania stopnia doktora.

Rozprawa doktorska mgr inz. Aleksandry Tobolskiej jest bogata merytorycznie, a
jednoczesnie przedstawiona zwiezle i niezwykle klarownie, edytorsko - przygotowana bardzo
starannie.

W trakcie lektury rozprawy doktorskiej mgr inz. Aleksandry Tobolskiej nasuneta mi sie
jednak pewna uwaga, ktdérg podziele sie, co wynika z przywileju i obowigzku recenzenta.

W moim odczuciu, pisanie pracy doktorskiej w formie bezosobowej nie konca jest
wtasciwe, mimo, ze zwyczajowo akceptowane. Niemniej jednak utrudnia ocene wktadu pracy
wtasnej Doktorantki w tzw. badaniach wfasnych. Pomimo tego, ze w oswiadczeniach Pani
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Aleksandra wskazuje swdéj udziat w przygotowanie kazdej z pieciu publikacji, to uzycie
pierwszej osoby w opisie, ktory jest ,,przewodnikiem” po cyklu publikacyjnym, bytoby mitym
akcentem, podkreslajgcym jednocze$nie ogromny naktad pracy autorki.

Powyzsza uwaga nie zmienia jednak mojej bardzo dobrej opinii o pracy doktorskiej
mgr inz. Aleksandry Tobolskiej. Realizacja tego projektu badawczego oraz redakcja rozprawy
dowodzi, ze Doktorantka jest wyksztatconym i dojrzatym naukowcem, zdolnym do
rozwigzywania zadan badawczych przy wykorzystaniu wielu narzedzi analitycznych, technik
elektrochemicznych i spektroskopowych oraz do pracy z zespole.

Jestem w petni przekonana, ze recenzowana rozprawa spefnia wszystkie wymogi
stawiane pracom doktorskim przez ustawe z dnia 20 lipca 2018 roku — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 poz. 1668) wraz z pdzniejszymi zmianami. Pozwala mi to
wystgpi¢, z petnym przekonaniem, z wnioskiem do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne
Politechniki Warszawskiej o dopuszczenie Pani mgr inz. Aleksandry Tobolskiej do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Ponadto, biorgc pod uwage naktad pracy eksperymentalnej (przekraczajgcy pewne
normy zwyczajowe), dojrzatos¢ w planowaniu eksperymentéw i analizowaniu wynikéw oraz
opublikowany znaczacy, wybitny dorobek naukowy Doktorantki, wnioskuje o wyrdznienie
rozprawy doktorskiej mgr inz. Aleksandry Tobolskiej.

Wroctaw, 27 stycznia 2023 r.
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