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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Aleksandry Tobolskiej

pt. ,,Projektowanie receptoréw molekularnych wykorzystujacych metalokompleksy peptydowe”
wykonanej na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej pod kierunkiem dwéch
promotordéw: prof. dr hab. inz. Wojciecha Wrdéblewskiego z Wydziatu Chemicznego Politechniki
Warszawskiej oraz prof. dr hab. Stawomira Seka z Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego

Tematyka przedstawionej mi do recenzji dysertacji dotyczy syntezy chemicznej i charakterystyki
metalopeptyddw oraz badania ich wtasciwosci kompleksotwdrczych wobec jonéw fosforanowych.
Peptydy ze wzgledu na ich maty rozmiar, wysokg specyficznos$¢ i niskg toksycznos¢ sg szeroko
badane pod katem ich potencjalnych zastosowan w medycynie, w tym jako narzedzia w testach
diagnostycznych. Zdolnos¢ peptyddw do selektywnego wigzania sie z docelowymi czgsteczkami lub
komérkami stanowi podstawe do ich wykorzystania w opracowaniu skutecznych testow
diagnostycznych. Ponadto, peptydy mogg byé modyfikowane réznymi znacznikami lub etykietami,
co pozwala na wykrywanie i kwantyfikacje docelowych czgsteczek w prébkach biologicznych lub
srodowiskowych. Istnieje nieskonczona liczba mozliwych kombinacji sekwencji peptydéw lub ich
modyfikowanych chemicznie odpowiednikéw wiec wydaje sie, ze istnieje wiele nieodkrytych
mozliwosci w ich zastosowaniu. Dzieki tym wielkim mozliwosciom jakie dajg peptydy a takie
nieodkrytym zastosowaniom naukowcy bedg mogli je badaé przez wiele najblizszych lat. | choé
wydawatoby sie, ze za jaki$ czas sztuczna inteligencja (SI) znajdzie wszystkie mozliwe rozwigzania
(sekwencje i zastosowania peptyddéw) to w mojej ocenie nigdy nie osiggnie poziomu wyobrazni
ludzkiej. Po zadaniu nastepujgcego pytania sztucznej inteligencji: ,podaj sekwencje peptydu
kompleksujacego jony miedzi i stuzgcego do wykrywania jonéw fosforanowych” uzyskatam od SI
nastepujgcg odpowiedz: , Niestety, jako model jezykowy nie jestem w stanie zaproponowac
sekwencji peptydu kompleksujgcego jony miedzi, ktéry jednoczesnie stuzytby do wykrywania
jonow fosforanowych. W literaturze naukowej znane sg peptydy zdolne do kompleksowania jonéw
miedzi, takie jak np. His-His-Lys, ktéry posiada aminokwasy histydyne, lizyne oraz dwukrotnie
histydyne, ktdéra jest silnym ligandem jondw miedzi. Jesli chodzi o wykrywanie jonow
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fosforanowych, to znany jest peptyd RRAKGR, ktéry posiada aminokwasy arginine oraz lizyne,
zdolne do wigzania anionéw fosforanowych. Peptyd ten jest wykorzystywany jako sondy do
wykrywania aktywnosci kinaz biatkowych, ktére s3 odpowiedzialne za fosforylacje biatek. Nalezy
jednak zaznaczyé¢, ze jedna sekwencja peptydu nie moze jednoczesnie kompleksowaé jony miedzi i
stuzy¢ do wykrywania jonéw fosforanowych”. Réwniez bazy danych nie poradzity sobie z
odpowiedzig na to pytanie. Bardzo ucieszyta mnie odpowiedz Sl i zbiorowej pamieci zapisanej w
Swiatowym internecie, gdyz pokazata ze nie jest w stanie zastgpi¢ cztowieka w pomystowosci i w
proponowaniu nowych rozwigzan oraz uktadéw badawczych. Okazuje sie, ze cztowiek jest ciggle
potrzebny! Pomystowoscia w znalezienia ukfadu wigzgcego selektywnie jony fosforanowe
wykazata sie Doktorantka — mgr inz. Aleksandra Tobolska, ktérej prace doktorska otrzymatam do
oceny. Celem rozprawy bylo zaprojektowanie i opis witasciwosci fizykochemicznych
metalopeptyddéw (posiadajagcych domene wigzacg His2 z kationami metali przejsciowych jako
narzedzi diagnostycznych w identyfikacji jonéw fosforanowych w tym np. AMP lub ADP.

Wyniki swojej pracy mgr inz. Aleksandra Tobolska przedstawita w postaci dysertacji
doktorskiej bedacej zbiorem pieciu publikacji opatrzonych wstepem i syntetycznym opisem
uzyskanych rezultatéw badan. Ta czes$¢ pracy zawarta jest na 39 stronach maszynopisu. Otwiera jg
informacja o Zrdédle finasowania stypendium doktorskiego, ktérym byt projekt
Interdyscyplinarnych Studiéw Doktoranckich TRI-BIO-CHEM. Nastepnie przedstawione zostaty
streszczenia pracy w jezyku polskim i angielskim, po ktérych znajdywaty sie kolejno rozdziaty
zatytutowane: wprowadzenie, cel i zakres pracy, wyniki badan i podsumowanie. Te czes¢ pracy
zamyka wykaz 58 pozycji literaturowych cytowanych przez autorke. Nastepnie Doktorantka
umiescita szczegétowe oswiadczenia wspdétautoréw oraz publikacje (P1 — P5), na ktérych oparta
swojg dysertacje. Praca napisana jest w jezyku polskim, w sposéb poprawny i przystepny. W pracy
znajduje sie kilka ogdlnych rysunkéw oraz odwotan do rysunkow znajdujacych sie w publikacjach
P1 — P5. Na uwage zastuguja podziekowania, ktére Doktorantka zamiescita na poczatku swojej
dysertacji. Po ich lekturze, wida¢, ze jest Swiadoma, iz jej praca powstata dzieki wspdtpracy,
pomocy, wsparciu innych oséb oraz ze praca w dobrej, dynamicznej i inspirujgcej atmosferze jest
niezwykle wazna.

W krotkim wprowadzeniu do dysertacji, mgr inz. Tobolska podjeta sie nietatwego zadania
jakim byto przedstawienie w sposdb mozliwie syntetyczny informacji na temat peptydow
wykorzystywanych w procesach rozpoznawania molekularnego, ze szczegélnym uwzglednieniem
peptydu beta-amyloidowego i roli jego N-terminalnie skréconej postaci w wigzaniu jonéw metali
przejsciowych. Opisata réwniez stan wiedzy na temat receptoréw rozpoznajgcych aniony
fosforanowe. Po tym krétkim wstepie Doktorantka przedstawita cele pracy doktorskiej w ktéorym w
krétko przedstawita problem badawczy i postawione sobie zadania badawcze. Postanowita
skonstruowaé skuteczny receptor (w postaci metalopeptydu) do wykrywania aniondéw
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fosforanowych. Pani Tobolska wybrata ten rodzaj aniondw z uwagi na ich duze znaczenie
fizjologiczne oraz sktadnik czgsteczek magazynujacych energie (ATP, ADP) czy czasteczek
budulcowych kwaséw nukleinowych.

W kolejnym rozdziale zatytutowanym ,Wyniki badan” Doktorantka przedstawia zatozenia i
wyniki pieciu wydanych publikacji, stanowigcych gtéwny rdzen rozprawy. Wktad Doktorantki w
powstanie manuskryptow zostat potwierdzony oswiadczeniami od pozostatych wspétautorow. W
mojej opinii Doktorantka miata duzy udziat w ich powstanie i dlatego uzasadnione jest
wykorzystanie tych publikacji w jej rozprawie doktorskiej. Lektura poszczegdlnych oswiadczen w
kontekscie wktadu pracy mgr inz. Tobolskiej pokazuje jej rozwdj jako coraz bardziej samodzielnego
badacza. Od wykonawcy, zaangazowanego W rejestracje i analize eksperymentow
woltamperometrycznych oraz pomiaréw spektroskopowych w pierwszej publikacji, dotyczacej
wyboru najlepszego peptydu wigzacego jony Cu(ll), po wspdtudziat w opracowaniu catej koncepcji
badan, zaprojektowaniu eksperymentéw elektrochemicznych i ich wykonaniu, przeprowadzeniu
pomiaréw spektroskopowych i potencjometrycznych, wspoétudziale w analizie i interpretacji
wynikow. O Jej istotnym wktadzie w przygotowanie oraz wspétredagowanie publikacji P2 — P5
Swiadczy fakt, ze jest ich autorem korespondencyjnym, co nie zdarza sie czesto w przypadku
Doktorantéw i co zastuguje na szczegblng pochwate!

Publikacje przedstawione s3 w porzadku chronologicznym ale co wazniejsze w porzadku
skutkowo-przyczynowym. Oznacza to, ze kazda kolejna publikacja stanowi rozwiniecie badan
uzyskanych wczesniej. W publikacji P1 Kandydatka opisata wyniki badan dla réznych peptydow,
bedgcych analogami N-koricowego fragmentu peptydu AB5-x. Peptydy te zawieraty reszte
histydyny w pozycji 2. Najlepsze wtasciwosci pod wzgledem wigzania jondw miedzi miat peptyd o
sekwencji RHDSG (AB5-9). Peptyd ten zostat wybrany i opisany w kolejnej publikacji P2, w ktorej
metalopeptyd byt badany pod wzgledem oddziatywania z anionami fosforanowymi(V) w
warunkach zblizonych do fizjologicznych. W receptorach tych jon metalu petnit role centrum
metalicznego, ktére jest zardwno miejscem rozpoznajgcym analit, jak i znacznikiem redoks o
wiasciwosciach elektrochemicznych okreslanych przez otoczenie koordynacyjne. Uzyskane wyniki
pokazaty, ze Doktorantce udato sie uzyskac¢ selektywny receptor. W trzeciej publikacji P3
Kandydatka przeprowadzita badania kompleksowania jonéw Ni(ll) chcac sprawdzié, czy po
pierwsze peptydy te wigza jony niklu oraz czy podobnie jak kompleksy z jonami miedzi(ll) wigza
jony fosforanowe(V). Doktorantka przeprowadzita petng charakterystyke fizykochemiczng
kompleksu (AB5-9)-Ni(ll) a w publikacji P4 rozszerzyta zakres badan i pokazata, ze struktura
kompleksu peptydu z jonami niklu(ll) jest zupetnie inna niz z jonami miedzi(ll) oraz ze rozréznia on
nukleotydy posiadajgce jedno lub trzy ugrupowania fosforanowe. Jest to bardzo ciekawe i wazne
odkrycie, gdyz dotychczas nie ma doniesien literaturowych na ten temat. W publikacji P5
Doktorantka opisata proces optymalizacji struktury metalopeptydu AB5-9-Cu(ll) w taki sposdb aby
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charakteryzowat sie on wiekszym powinowactwem wzgledem aniondéw fosforanowych(V) w
stosunku do peptydu wczedniej wyselekcjonowanego. Analiza wynikdw pozwolita na wybér
peptydéw RHGSG i RHRSG, ktére w potaczeniu z jonami Cu(ll) wykazywaty najwyzszg selektywnosé
i czutos¢ wzgledem wspomnianych anionéw. Nowoscig w tej publikacji byto zastosowanie analizy
chemometrycznej odpowiedzi elektrochemicznych zarejestrowanych w roztworach zawierajgcych
uktady dwusktadnikowe i tréjsktadnikowe do rozrdézniania oligopeptyddw z His2. Wyniki tej analizy
byty dla mnie zaskakujace, gdyz umozliwity pogrupowanie peptydéw na klastery pomimo ich
znacznie podobnej sekwencji aminokwasowe;.

Recenzowanie pracy bedacej zastawieniem juz ocenionych publikacji nie utatwia
Recenzentowi zadania spetnienia tzw. , obowigzku recenzenckiego” czyli wyszukania jej stabszych
punktow. Po lekturze pracy doktorskiej nasunety mi sie jedynie nastepujace pytania:

1) Podczas badan nie byt stosowany peptyd kontrolny o przemieszanej sekwencji w stosunku
do sekwencji oryginalnej? Czy stosowanie takiego peptydu lub peptydéw kontrolnych
podczas prowadzonych elektrochemicznych i spektroskopowych? Czy zastosowanie takich
peptyddw kontrolnych wspomogtoby analize chemometryczng?

2) Czy mozliwe bytoby zastosowanie technologii phage display do znalezienia jeszcze lepszego
metalokompleksu do wykrywania anionéw fosforanowych? Jakie mogg byc¢ inne niz peptyd
AB lub phage display inspiracje w poszukiwaniu idealnego metalokompleksu?

3) Prosze o pokazanie chromatogramdéw oraz widm MS dla wybranych peptyddéw. Jaka byta
wydajnos¢ syntezy peptydow?

4) Czy istniejg dzisiaj innej metody fizykochemiczne do odrdzniania czgsteczek AMP od ADP?
Jak pod wzgledem ekonomicznym mozna oszacowac zastosowanie tych metod w
laboratorium diagnostycznym?

5) Na str. 38 Doktorantka napisafta, ze , istnieje potencjalna mozliwos¢ wykorzystania takiego
podejscia do rozrdzniania peptyddw, istotnych z punktu widzenia choroby Alzheimera. Jest
to nowy kierunek badan, ktéry zostanie podjety w dalszej pracy badawczej autorki
niniejszej rozprawy”. Prosze o rozwiniecie tej mysli. Jakie to podejscie do rozrdzniania
peptydéw?

6) Jak od strony technicznej mogtoby by¢ zbudowane urzadzenie do wykrywania lub
rozrdzniania czgsteczek ATP i ADP w materiale biologicznym? Czy planowane sg w
przysztosci badania na rzeczywistych prébkach biologicznych?

Reasumujgc, uwazam, ze cel pracy zostat zrealizowany, a postawione przez Autorke tezy
znalazty potwierdzenie. Warto$s¢ merytoryczng rozprawy mgr inz. Aleksandry Tobolskiej
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potwierdza fakt, ze jest to materiat juz opublikowany, a wiec przepuszczony przez geste sito
whnikliwych recenzji specjalistéw w dziedzinie. Uzyskane wyniki badan opublikowane zostaty w
czasopismach o szerokim zasiegu miedzynarodowym, w tym w czasopismach o wysokim
wspotczynniku oddziatywania. Do najwazniejszych osiggnie¢ pracy, stanowigcych jednoczes$nie
element nowosci naukowej, zaliczam pokazanie, ze skrocony peptyd AB5-9 efektywnie wigie
jony miedzi(ll) i niklu(ll) a utworzony metalopeptyd jest skutecznym receptorem dla anionow
fosforanowych. Na podkreslenie zastuguje fakt przeprowadzenia przez Doktorantke petnej, czesto
zmudne;j i czasochtonnej charakterystyki fizykochemicznej badanych metalokomplekséw.

Na zakonczenie recenzji warto podkresli¢, ze p. Aleksandra Tobolska jest wspétautorem
pieciu publikacji naukowych w czasopismach z listy JCR oraz w jednej znajdujacej sie w materiatach
zjazdowych. W pieciu z nich jest pierwszym autorem, i w jednej trzecim autorem, co dowodzi na
jego duzy wktad merytoryczny w powstate prace. Brata udziat w prezentowaniu wynikéw
naukowych w formie doniesien konferencyjnych (jedenascie). Doktorantka uczestniczyta jako
wykonawca w realizacji jednego projektu naukowego (OPUS), jednego projektu uczelnianego
(IDUB) oraz byta kierownikiem wtfasnego grantu badawczego (PRELUDIUM). Dorobek naukowy
Doktorantki jest imponujacy i zastuguje na szczegdlng pochwate.

Uwazam, ze tematyka pracy jest bardzo interesujgca i niezwykle potrzebna. Czesé
doswiadczalna pracy doktorskiej zostata dobrze zaplanowana a wyniki zinterpretowane
poprawnie. Rozprawa mgr inz. Aleksandry Tobolskiej zawiera bogaty, solidny i wartosciowy
materiat doswiadczalny. Biorgc pod uwage powyzsze fakty, stwierdzam, ze przedtozona do oceny
rozprawa spetfnia ustawowe i zwyczajowe kryteria stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z
wymaganiami artykutu 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. 2 2022 r. poz. 574 z pbéin. zm.). W tym odniesieniu wnosze do Rady Dyscypliny Naukowej
Nauki Chemiczne Politechniki Warszawskiej o dopuszczenie mgr inz. Aleksandry Tobolskiej do
dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych i
przyrodniczych w dyscyplinie nauki chemiczne. Ponadto, majac na wzgledzie wkfad pracy
Doktorantki w zaprojektowanie i szerokie przebadanie nowych metalokomplekséw, wykrywajgcych
jony fosforanowe(V) zwracam sie jednoczesnie do Wysokiej Rady z wnioskiem o wyrdznienie tej
rozprawy.

%L&%W \Lo}ouv(\o

Katedra Chemii tel. +48 58 523 50 37 ul. Wita Stwosza 63 www.chemia.ug.edu.pl
Biomedycznej e-mail: s.rodziewicz-motowidlo@ug.edu.pl 80-308 Gdansk



