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Recenzja

rozprawy doktorgkiegr Dawida Grabarka

pt. ,Modelling and charactertion of one- and two-photon absorption for
chosen gree and yellow fluorescprdteins with theoretical chemistry methods”

Biatko zielonej fluorescencji (angyreen fluorescent proteirGFP) jest naturalnie
wystepujacym biatkiem wykazujcym zielora fluorescengj przy ekspozycji nawiatto z
zakresu niebieskiego do ultrafioletu. Charaktergzgg struktun tzw. B-beczutki. We
wnetrzu w fluoroforze znajdyj sie trzy aminokwasy seryna, tyrozyna, glicyna (tripeiat
Ser65 -Tyr66 — gly67), ktére w otaczeym je srodowisku ulegaj cyklizacji i dehydratacji,
co prowadzi do powstania fluoryagego uktadu spezonych wihzaa podwdjnych. Biatko
znajduje zastosowanie w biologii molekularnej koki66prawdza si jako tzw. molekuta
reporterowa, staca do badania np. aktywswm promotorow lub wydajniei roznych
procesow w komorek. Wkrétce po odkryciu biatko GEdstato zmodyfikowane na wiele
sposobdéw poprzez wprowadzanie mutacji, co ulatwilmzszerzylo jego wykorzystanie.
Powstaly w ten sposob biatlkaviecace na niebieskob{ue, BFB, cyjanowo ¢yan, CFB,
z0to (yellow, YFB. W odr&nieniu od innych biatek wykazagych fluorescengj nie
wymaga ono kofaktorow, jako aktywatorow, ani towamcych biatek oraz ATP. Do
wzbudzenia jego fluorescencji wymagane jest jedywiatto mieszczce s¢ w odpowiednim
zakresie absorbcji. Przedmiotem pracy doktorskagpmgr Grabarkaasbiatko ,zielone”
oraz ,zotte".

Przedstawiona mojej ocenie rozprawa doktorska repteje jeden z kolejnych
etapOw konsekwentnej realizacji badav dziedzinie fotobiochemii/fotobiologii, ktérych
celem jest badanie uktadéw o znaczeniu biologiczpyay pomocy zaawansowanych metod
chemii kwantowej i metod klasycznej dynamiki molkkuej. Rozprawa doktorska pana mgr

Dawida Grabarka reprezentuje jeden z kolejnych éatagonsekwentnej realizacji bada



struktury i wiaciwosci spektroskopowych takich molekut prowadzonychsadregu lat pod
kierunkiem prof. dr hab. Tadeusza Andruniowa.

Generalnie przedstawione pogteg obejmuje badanie zaleosci pomidzy struktug
tych zwizkOw orazsrodowiskiem, a ich aktywr$gia. Celem nadrg@dnym pracy byta proba
przedstawienia pogbionego opisy zaréwno chromoforow biatek fluoresgiemak i ich
otoczeniadrodowiska w celu tworzenia w przyszéd nowych bialek o bardziej
wyspecjalizowanych wigiwosciach w dalszych etapach badaj grupy zwazkow.

W teoretycznym opisie wptywusmdka na fizyczne i chemiczne tawosci molekut
najtrudniejszym i zarazem najbardziej istotnym peotem jest wybor odpowiedniego
modelu. Dae pod tym wzgidem nadzieje stwarzapbecnie metody chemii kwantowej oraz
symulacje metodami dynamiki molekularnej. Do tepskl probleméw zaliczy nalery
badania, przedstawione w recenzowanej rozprawitodskiej. Dlatego tew petni doceniam
celowa¢ prac podejmowanych w tym zakresie i jedndoEe uwaam za w pelni
uzasadniony podstawowy cel Autora rozprawy. Nema watpliwosci, iz temat jest bardzo
aktualny, rozwaania nader potrzebne, mieszoe s¢ w ramach wspotczesnego nurtu badania
substancji 0 znaczeniu biologicznym, a Zmak bada o oddzialywaniach
migedzymolekularnych.

Jako gtébwi cecle wskazujca optymalne wiéciwosci uktadow badanych, czyli
swoisty analizator/sygnalizator, Autor wybrat elektowe widma jedno (OPA) — |
dwufotonowe (TPA), co jest oczywiste ze wall na widciwosci tych biatek. Zaréwno
wybor modelu biatek (czyli chromofora i jego otooi® wraz z wyborem modelu opisu ich
srodowiska, jak rowniz wyb6r metod do obliczania wybranych parametrownvidymaga
podgcia decyzji. Jako parametry tych widm Autor wybealerge wzbudzé elektronowych
(AE), sike (moc oscylatora, f) poszczegdlnych pézepraz przekroje czynne dwufotonowej
absorpcjio(TPA), poniewa te parametry molekularne naglagic najbardziej do oceny
wiasciwosci fluoryzujacych zwizkdéw. Naley pamktac, iz ostatni z nich jest subtelnym,
nieliniowym parametrem wygzego rzdu, czyli wymagajcym nader starannego wyboru

metody obliczé kwantowo-chemicznych.

Zanim przejg do omawiania merytorycznego poszczegolnycksaz rozprawy, z
kronikarskiej porzdncsci wspommr, iz rozprawa napisana jest w j. angielskim, na 200
stronach, z czego 50 stron dotycg opisu biatek zielonej woktej fluorescencji oraz
stosowanych technik badawczych, a pozostate stzajmuje omowienie wynikow wiasnych

i wnioski; spis literatury zawiera 267 pozycji. Btkczyta si z wielka przyjemndcia.



Rozprawa napisana jest ale, logicznie, z zaznaczonymi celami i sposobentgumusvania.
Spkta jest kacowymi wnioskami, z wyranym nawizaniem do celéw wymienionych w
fragmencie pocgkowym rozprawy. Istotm zalet tekstu pracy, a zarazem zastulyutora,
jest umiegtne rozdzielenie wlasnego dorobku od materialu etiyoznego. Materiat
przedstawiony w dysertacji jest opublikowany w 4blgacjach i przedstawiany byt na
konferencjach.

Czes¢ pierwsza rozprawy(Rozdziaty 1, 1l i Ill) pawiecona jest omdwieniu
podstawowych informacji na temat bialek fluoryayjch oraz przedstawieniu wspoétczesnej
wiedzy na ich temat w punktu widzeniasdaadczeé oraz dokonanych oblicagrzy pomocy
chemii kwantowej (rozdziat I). Z tego przedu Autor w logiczny sposéb przedstawia
zadania sformutowane pod adresem swojej rozpravkyodskiej (rozdziat II). Rozdziat Il
przedstawia w zwizty sposob metodykbada metodami chemii kwantowej i przy pomocy
symulacji metod mechaniki klasycznej. Povsgzy przegid napisany jest niezwykle
elegancko, zwle, a zarazem ciekawigwiadczy o dobrym zrozumieniu przez Autora
stosowanych metod. W pracy, rowhnie tej jej czsci, znajduje si bardzo wiele odnimikow
do biezacej literatury na temat badanych biatek, azéa@dndnikdéw do publikacji o metodach
obliczeniowych, co wskazuje na szegokiedz Autora w przestrzeni prowadzonych bada
wiasnych. Podoba miekrociutki rozdziat 11 (str.35), w ktorym Doktorafbrmutuje cztery
»objectives”, czyli zadania postawione sobie, catwia czytanie cgci omawiaacej wyniki
wiasne poprzez powotaniegsia odpowiednie zadania na str.35.

Czes¢ druga rozprawy zawiera opis wynikdw wiasnych Autora. Przechpdio jej
omowienia. Prowadzone jest ono wedlug schematuaodstia poszczegolnych warstw,
badanego ukitadu, poczyaajod warstw oddalonych adodka, jgli za srodek (pdro) uktadu
uzn& chromofor.

Powyze] wspominatam o konieczéad podgcia przez Autora decyzji w paru
kwestiach. Dwie pierwsze kwestie dotyomyboru metody obliczei zdefiniowania modelu
ukladu. W sprawie optymalnego wyboru metody oblicparametrow spektroskopowych
wspomnianych powaej (AE, f, o(PA)) zaprezentowane zostaty obliczenia parametrow
spektroskopowych chromoforéw w postaci neutralny@mionowych w gazie gazowej w
ramach metody czasowo-zate] metody funkcjonatow ggtasci TD-DFT/CAM-B3LYP (i
takze mniej rozbudowanych funkcjonatéw) oraz metody zgmnych klasterow CC2
wykorzystupc bazy funkcyjne Dunninga. Badanie wktadgscz wymiennej funkcjonatu do
omawianych parametrow stanowi takwartgciowy opis.



Po ustaleniu spraw metodycznych zaczyrsaj kregi rozprawy zwazane z wyborem

modelu uktadu. Tych warstw (kregbéw) jest @ar

1. Autor postawit pytania: jak zmieniggic parametry widm OPA i TPA w zalrdici od
struktury chromoforu, badg az 22 chromofory w fazie gazowej nalee do 4
gidbwnych grup. Zanotowat zaleos¢ wartaci energii przejcia elektronowego do
kwadratu zmiany momentu dipolowego pod wptywem wdzmmia, podczas gdy
przekréj czynny dwufotonowej absorpcji nie wykaztgkiej zalenosci. Sprawa nieco
si¢ zmienia w przypadku wzbudzelo wyzszych stanéw wzbudzonych.

2. Po wyborze metody obliciezdefiniowanie modelu ukiadu jest najistotniejszym
punktem. Jako jednostka centralna zostaly wybramg biatka fluorescencyjne
(neutralne, anionowe i ,citrine”) zanurzone w otesi, z ktorym maliwe s
oddziatywania typu elektrostatycznego, a zelkérodowisko/otoczenie zdolne do
polaryzacji. Otoczenie opisane zostato przy pomagyamiki molekularnej CP2K.
Uktad jest super-kompleksem, w ktérym biakdtodowisko oddziatuje z
dozwolonymi whczonymi oddziatywaniami hydrofilowymi i hydrofobowy
aminokwaséw. Ciekawym wnioskiem z tejeéz bada jest obserwacja,zi w
przypadku otoczenia polaryzowalnego parametry walektronowych nie zaig od
rozmiarOw i sktadu tegérodowiska.

3. Pozostata jeszcze jedna #hwos¢ do zbadania, opisana w &7. W tej, ostatniejsci
rozprawy Autor zaproponowat zmiammodelu samych biatek, aby zaobserwéwa
wptyw wyboru biatek chromoforowych na widmasledzic czynniki, sprzyjaice
wzrostowi intensywngci widm OPA i TPA.

W jaki spos6b mina zmodyfikowa struktue obecnie znanych biatek
fluorescencyjnych, aby zekszy wydajngé jego fluorescencji? Z bada
ukierunkowanych w wymienionym aspekcie najbardziggresujgce wydaj sic dwa
whnioski, dobrze poparte przedstawionymi wynikanddsAutora:

1. Rozwinkcie uktadu podwodjnych wiar w chromoforze biatka przyczyniaesido

zwickszenie parametru przekroju czynnego dwufotonolwspepcii,

2. Autor zanotowat pozytywny wptyw obedid wigzar wodorowych pomidzy atomem

tlenu molekuty fenylu obecnej w chromoforze a odpmimim akceptorem protonu w jego

otoczeniu, co przyczynia esirowniez do wzrostu przekroju czynnego dwufotonowej
absorpcji, chyba najwaiejszego parametru ocerieggo niezwykle wisciwosci biatek

fluorescencyjnych.



Chcat intuicyjnie powysze dwa punkty wydajsie zrozumiate uwzam, ze otrzymanie
powyzszych rezultatbw w ramach obligz&wantowych wraz z uwzgtinieniem wptywow
srodowiska metodami dynamiki molekularnej jestzyla osiagnigciem Autora. Moim
zdaniem, wyniki badauzyskane przez Pana mgr Grabarka poszedmychczasowwiedz
w dziedzinie fluorescencyjnych biatek. Autor wykbge znajomdcia literatury przedmiotu,
umiegtnoscia racjonalnego planowania i realizowania had&raz zdolnécia do
formutowania wnioskéw. A zrozumienie wgj omawianych mechanizméw pozwoli
najpewniej w przyszkzi na zaprojektowanie nowych zyzkow.

Rozprawa doktorska napisana j@sietnie, czyta si ja z wielkim zainteresowaniem.
Strona edytorska rozprawy jest poprawna, Wwiddbatgé o jasné¢ wywodow, materiat
zebrany jest na wielu rysunkach. #dg rozdziat zaczyna sikrotkim przedstawieniem
problemu, a zakieczony jest zwgztym, krotkim podsumowaniem, co bardzo utatwia any
rozprawy.

Podsumowanie:Przedstawioq przez mgr Dawida Grabarka rozprawloktorslky
oceniam bardzo pozytywnie. Praca ta jest bardzoydolprzyktadem badateoretycznych
przy pomocy metod chemii kwantowej i dynamiki malkknej sprzzonych z danymi
spektroskopowymi. Autor opracowat dobér odpowietimaeetod obliczeniowych, wykazig
inwencg i dobri znajomdci ducha nowoczesnej spektroskopii i chemii kwargpw

Whiosek kacowy: Otrzymana do recenzji rozprawa doktorska spetnisdimiajaco,
moim zdaniem, warunki ustawoweswiadczy o bardzo dobrym opanowaniu metod chemii
kwantowej i spektroskopii teoretyczn&wiadczy ona réwnie o samodzieln&ci Autora w
stawianiu i rozwizywaniu wspotczesnych probleméw badawczych. Prastwsz o
dopuszczenie pana mgr Dawida Grabarka do dalszgpldw przewodu doktorskiego.

Joanna Sadlej

Zal. 1. Wniosek o wyrinienie rozprawy doktorskiej mgr Dawida Grabarka
pt. ,Modelling and characterization of one- and {@mton absorption for chosen green and yellow
fluorescent proteins with theoretical chemistry mogis”



Whiosek o wyirdienie rozprawy doktorskiej
mgr Dawidaabarka
pt. ,Modelling and characterization ohe- and two-photon absorption for
chosen gree and yellow fluoresgeateins with theoretical chemistry methods”

Moim zdaniem rozprawa doktorska pamagr Dawida Grabarkazastuguje na

wyroznienie. Poniej podsumuje odpowiedzi na pytanie, dlaczego?

Po pierwsze: podija zostata bardzo ciekawa i aktualna tematyka beraw

Po drugie: Autor postawit ciekawa hipoten wptywie srodowiska i zmian w strukturze

chemicznej chromoforu na vélgwosci spektroskopowe biatek fluorescencyjnych;

Po trzecie: Autor zastosowat w swoich badaniachOlezgsne metody chemii kwantowej i
dynamiki molekularnej w celu obliczania parametrg@dno- i dwufotonowych prz&j

elektronowych;

Po czwarte - Autor zaproponowat ngmijace zmiany w strukturach biatek, aby otrzyma
biatka o lepszych parametrach spektroskopowych;map poleg& na rozwingcie uktadu
podwojnych wazaa w chromoforze oraz/lub na zgiiszenie roli powstagych w uktadach
wiazaa wodorowych. Stworzone modele i pogs¢ metodyczne Autora pokazupite

predykcyjra i zastugug na uznanie.

Po pite: Autor wykazat din dojrzalédé naukow w krytycznym analizowaniu swoich

wynikéw; rozprawa doktorska Autora jest napisanspasob bardzo dojrzaty, kompetentny.

Po szoste: Autor jest wspotautorem 4 publikacjikoauwch (dwoch autoréw tylko 1)

Joanna Sadlej



