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w zatjgczeniu przesytam recenzje rozprawy doktorskiej mgr. Dawida Grabarka pt. ,Modelowanie
i charakterystyka absorpcji jedno- i dwufotonowej w wybranych zielonych i Zéttych biatkach
fluorescencyjnych metodami chemii teoretycznej (ang. Moedlling and characterization of one- and two-
photon absorption for chosen green and yellow fluorescent proteins with theoretical chemistry
methods)”, wykonanej pod opieka prof. dr. hab. Tadeusza Andruniéwa z Wydziatu Chemicznego Politechniki

Wroctawskiej.
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Recenzja
rozprawy doktorskiej magistra Dawida Grabarka
zatytutowanej:
~Modelowanie i charakterystyka absorpcji jedno- i dwufotonowej w wybranych zielonych
i Zottych biatkach fluorescencyjnych metodami chemii teoretycznej
(ang. Moedlling and characterization of one- and two-photon absorption for chosen green and

yellow fluorescent proteins with theoretical chemistry methods).”

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska mgr. Dawida Grabarka zostala wykonana pod
kierunkiem prof. dr. hab. Tadeusza Andruniéwa w Katedrze Inzynierii i Modelowania Materialéw
Zaawansowanych Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej. Rozprawa zostata napisana w jezyku
angielskim i stanowi obszerne ponad 200 stronicowe opracowanie. W pracy stosowana jest duza liczba
skrotéw odnoszacych sie do nazw uzywanych w tekécie, ktére zostaty zdefiniowane na poczatkowych
stronicach dysertacji. Na ostatnich trzech stronach dokumentu znajduje sie informacja o dorobku
naukowym Kandydata do stopnia doktora. Praca zostata napisana starannie pod wzgledem jezykowym.
Tresci sa przedstawione w sposéb klarowny, z bardzo starannymi szatami: graficzng oraz edytorska.
Oczywiscie w tego rodzaju rozprawach nie mozna byto uniknaé pewnego rodzaju nieécistosci i drobnych
biedéw. Jest ich jednak niewiele i nie wplywaja na catkowita ocene pracy. Generalnie, jasny sposéb
przedstawienia problemu oraz zbiér rozdziatéw ukladajacych si¢ w logiczng catosé, dowodza duzej
dojrzatosci Autora ocenianej dysertacji.

Ukiad rozprawy jest typowy dla tego rodzaju opracowan i sktada sie z siedmiu rozdziatéw,
zatytutowanych odpowiednio w jezyku angielskim: (1) Introduction (34 strony); (2) Objectives (ponad 1
strona); (3) Methodology (16 stron); (4) XCFs benchmark and gas-phase OPA and TPA
spectra of chromophores (30 stron); (5) Fluorescent protein models choice (25 stron); (6) Impact of the
chromophore’s proetin environment on OPA and TPA spectra (29 stron); (7) Summary and outlook
(2 strony). Dodatkowo do czeéci wynikowej pracy zostaly zalaczone: Supporting Information
(33 strony), Bibliography (25 stron, 267 pozycji) oraz Scientific output (3 strony). Na poczatku rozprawy
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Doktorant umiescit jednostronicowe wprowadzenie do tematyki podjetych badan (Foreword) oraz wykaz
skrétéw i wielkosci fizycznych uzywanych w pracy (Glossary of abbreviations and symbols - 5 stron).
Odrebny dokument stanowi jednostronicowe streszczenie pracy po polsku. Tytut rozprawy odpowiada jej
tresci i zawartym w niej wynikom badan.

Wyizolowanie z meduzy Aequorea victoria biatka GFP (ang. Green Fluorescent Protein) przez
Osamu Shimomure w 1962 roku, byto odkryciem ciekawym, ktére zapoczatkowato rozwéj badan nad
biochemicznymi mechanizmami luminescencji oraz wprowadzito nowa jako$¢ do biologii molekularnej.
O tym jak byto to wazne odkrycie $wiadczy fakt przyznania Nagrody Nobla w 2008 roku 0. Shimomurze
za opis zjawiska oraz dwém innym badaczom, Martinowi Chalfiemu i Rogerowi Tsienowi, za badania nad
biatkiem GFP. Te stosunkowo niewielkie biatko, sktadajace sie z 238 reszt aminokwasowych
o drugorzedowej strukturze jedenastu B-kartek utozonych w przestrzeni na ksztatt barytki zostato do
dnia dzisiejszego wielokrotnie zmodyfikowane chemicznie. Badania te miaty na celu m.in. zwiekszenie
jego trwatosci, wydajnosci kwantowej oraz zastosowania w szerszym zakresie promieniowania
elektromagnetycznego. Prowadzono tez liczne badania wplywu réznego rodzaju czynnikéw fizyko-
chemicznych na wiasciwosci fluorescencyjne GFP. Biatka $wiecace ze wzgledu na swojg niska toksycznos¢
dla organizmu zwierzecego, duza stabilnoé¢ struktury oraz stosunkowo tatwa mozliwogé wprowadzenia
molekuty do wnetrza komérki pozwalajg na znakowanie oraz $ledzenie wielu proceséw i zmian
komérkowych, obserwowanie ekspresji genéw, rozprzestrzenianie sie komérek nowotworowych oraz
zmian w komérkach nerwowych. Sg to tylko niektére wazne zastosowania tej grupy biatek. Do dnia
dzisiejszego prowadzone sg badania nad biatkami fluorescencyjnymi, majace na celu znalezienie takich
warunkow, aby mozna byto zwiekszy¢ ich stosowalnoéé.

Zaproponowane przez mgr. Dawida Grabarka badania doskonale wpisujg sie w powyzszy trend.
Mgr Dawid Grabarek podjat sig teoretycznych studiéw nad wplywem $rodowiska chromoforowego
fluorescencyjnych biatek na ich jedno- i dwufotonowe widma absorpcyjne. Zawarta w rozprawie
przedmowa przybliza czytelnikowi rozprawy cel oraz koncepcje planowanych w pracy badan. Doktorant
zaktada przeprowadzenie przy uzyciu metod obliczeniowych studiéw w trzech etapach, ktére pozwola
ustali¢ wptyw zmiany otoczenia chromoforéw obecnych w biatkach fluorescencyjnych (FP) na ich jedno-
(OPA) i dwufotonowe (TPA) widma absorpcyjne. Istota podjetych badan jest zrozumienie molekularnych
mechanizméw dziatania chromoforéw decydujacych o intensywnosci absorpcji dwufotonowej w réznych
biatkach fluorescencyjnych. Autor prezentuje uzyte metody obliczeniowe (XCF; TDDFT) do znalezienia
korelacji pomigdzy widmami FPs otrzymanymi technikami OPA i TPA, jak réwniez wpltywu budowy

chromoforu i jego chemicznego otoczenia na te widma.

WYDZIAL CHEMII Katedra Chemii Bionieorganicznej

ul. Wita Stwosza 63, 80-308 Gdansk
tel. +48 523 50 55, email: mariusz.makowski@ug.edu.pl z %




@ il ;,:? Ll *}.}} Fi &‘* it

UNIWERSYTET GDANSKI T N 0 3 A R [ \ - f /\ U ,A CHEMIAUG

Cze$¢ wprowadzajaca pracy (Introduction) zostala po$wiecona przegladowi doniesien
literaturowych, $cisle zwigzanych z tematyka proponowanych przez Doktoranta badan. Opis rozpoczyna
si¢ od przedstawienia historii odkrycia biatka GFP, nastepnie pojawiaja sie informacje o jego
fizykochemicznych wiasciwoéciach, budowie, zastosowaniach, modyfikacjach oraz eksperymentalnych
i obliczeniowych technikach uzywanych w badaniach proceséw jedno- i dwufotonowej absorpcji. Ta czest
jest napisana bardzo przejrzyscie, z drobnymi tylko nieprecyzyjnymi okresleniami jak podawanie
»pH=9.00" (strona 17 Introduction), zamiast ,pH 9.00". Jest to zreszta konsekwentnie powtarzane na
kolejnych stronicach dysertacji.

Cele rozprawy zostaly jasno sprecyzowane i zawarte syntetycznie w 6 punktach. Autor planuje w
trakcie realizacji pracy wykorzystanie metod obliczeniowych do analizy wptywu budowy chromoforéw
FP (obecnos¢ sprzezonych wigzari, miejsc protonowania, diugoéci tancucha polipeptydowego
i konformacja) na widma absorpcyjne OPA i TPA. Nastepnie, Doktorant zamierza otrzymane wyniki
poréwnac i poddac analizie korelacyjnej. Zatozone cele obejmuja znalezienie najbardziej optymalnego
podejscia, spoéréd powszechnie dostgpnych metod obliczeniowych (XCF, CC2, TDDFT/B3LYP,
TDDFT/CAM-B3LYP, QM/MM), za pomoca ktérego zaplanowano okreélenie wptywu na widma OPA i TPA,
tworzacych sig¢ z chromoforem FP wigzah wodorowych oraz obecno$ci elektrostatycznych tadunkéw
punktowych indukowanych przez chromofor powodujacych zmiane jego geometrii.

Mgr Dawid Grabarek w rozdziale Methodology pisze, iz prowadzone przez niego badania nie maja na
celu rozwijania metod chemii kwantowej, a tylko wykorzystanie juz istniejacych narzedzi do prowadzenia
okreslonych badain. W tej czesci rozprawy dokonany zostat przez Autora przeglad metod obliczeniowych
uzytych do osiagnigcia zatozonych badawczych celéw. Wskazane zostaly réwniez ich wady i zalety oraz
mozliwosci zastosowania do badania widm OPA i TPA.

Otrzymane przez Doktoranta wyniki i ich dyskusja to kolejne trzy rozdziaty, odpowiednio 4-6,
recenzowanej rozprawy doktorskiej. W rozdziale 4 przedstawione zostaty wyniki obliczen dla proceséw
OPA oraz TPA, dla fragmentéw chromoforowych biatek fluorescencyjnych w fazie gazowej (bez obecnoéci
biatka). Autor zaczyna od poréwnania wydajnosci réznego rodzaju funkcjonatéw (dobranych w oparciu
0 udziat energii wymiennej Hartree Focka (HF) w wyrazeniu na energie korelacyjno-wymienng) oraz baz

funkcyjnych w odtwarzaniu zmian energii wzbudzenia (AE), przekroju dwufotonowej absorpcji ( &774)
oraz sily oscylatora (f) dla 8 reprezentatywnych chromoforéw (5 uktadéw obojetnych oraz

3 anionowych) wyznaczonych przy zastosowaniu metody sprzezonych klastréw (CC2). Funkcjonat CAM-
B3LYP okazuje si¢ by¢ najlepszy do odtwarzania energii wzbudzenia CC2 obojetnych chromoforéw. Dla
uktadéw anionowych w tej kwestii spisuja sie lepiej B3LYP oraz B1LYP.
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W dalszej czesci tego rozdziatu Doktorant opisuje zalezno$ci pomiedzy widmami TPA a struktura
réznego rodzaju chromoforéw (w liczbie 22), obecnych w biatkach fluoroscencyjnych. Uktady zostaty
podzielone na 4 grupy w oparciu o strukture i obecno$¢ tadunku. Autor wykazuje, ze dla przejécia

pomiedzy singletowym stanem podstawowym a pierwszym wzbudzonym stanem singletowym, o7"4 jest

proporcjonalne do kwadratu zmiany momentu dipolowego spowodowanego przejsciem elektronowym

(e ™P4~(Ap)?), co jest zgodne z dwustanowym modelem TPA. Dla wzbudzeri do wyzszych stanéw nie
udato sie znalezé podobnego deskryptora korelujacego z wartoécia o™ "4, Doktorant wykazat znaczacy

wzrost intensywnoéci TPA w jednej z grup badanych zwigzkéw B, zawierajacych uktady anionowe ze
zwiekszajacym sie stopniowo udziatem sprzezonych wigzan podwdjnych w koncowej strukturze, ktéry

wyttumaczyl obecnoécia lezgcych relatywnie nisko stanéw wzbudzonych §; w anionach oraz obecno$cia

sprzezonych wigzan podwéjnych. Z tych samych powodéw zaobserwowat on tez relatywnie niska TPA dla
uktadéw z grupy C, zawierajacej obojetne chromofory, w ktoérych sprzezenie poszczegélnych czesci
molekutly zostalo przerwane obecnos$cig wigzan pojedynczych.

W kolejnym rozdziale (5) zostaly przedstawione wyniki obliczen OPA oraz TPA chromoforéw
z uwzglednieniem $rodowiska biatkowego (w postaci biatek zielonej oraz zéitej fluorescencji). Doktorant
opisuje w tym miejscu badania optymalnego rozmiaru podukladu traktowanego metodami QM w celu
wyznaczenia OPA oraz TPA. Doktorant wykazal, Ze pasmo OPA moze by¢ przesunigte
w kierunku wiekszych dlugosci fali nawet do 0,15 eV, po samym tylko uwzglednieniu biatkowego
$rodowiska za pomocg osadzenia elektrostatycznego (EE) i traktowaniu samego chromoforu metodami
QM. Wyniki otrzymane przez Autora wskazuja réwniez na wplyw obecnosci wigzan wodorowych
pomiedzy chromoforem a otoczeniem, na zwiekszenie wydajnosci OPA. Z drugiej strony oddziatywania
hydrofobowe okazaly sie prowadzi¢ do przesuniecia dtugosci fali odpowiadajacej czerwonemu Swiathu
oraz gaszenia OPA. Doktorant konkluduje, Zze w celu otrzymywania wartosciowych w sensie jakoSciowym
wynikéw, nalezy potraktowaé odpowiednio 220-250 lub okoto 80-100 atoméw metodami QM, w
zalezno$ci od tego czy na pozostalg cze$¢ badanego uktadu zastosuje si¢ EE czy osadzenie polaryzacyjne
(PE). Na koniec Autor proponuje procedure, ktora w praktyce stosuje do badan opisywanych w kolejnym
rozdziale. Gl6wnym zalozeniem procedury przy zastosowaniu EE jest uwzglednienie w warstwie QM
czasteczek poszczegblnych aminokwaséw oraz wody w promieniu 0,30-0,35nm (w zaleznosci od
badanego biatka). Zastosowanie PE prowadzi (nawet dla uktadéw z duzg liczbg atoméw potraktowanych
QM) do otrzymania widm OPA oraz TPA praktycznie identycznych do tych otrzymanych dla samych

chromoforéw. Doktorant zapewnia wyczerpujacy opis procedury doboru podukiadu traktowanego
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metodami QM do poprawnego wyznaczania zaréwno OPA jak i TPA biatek fluorescencyjnych. Nasuwa sig
w tym miejscu pytanie, czy proponowany przez Doktoranta promien 3-3.5 A od chromoforu (powyzej),
sprawdzitby sie réwniez w odtwarzaniu widm dla innych biatek niz rozpatrywane, np. CFP czy RFP? Czy
moze w tym przypadku nalezatoby przeprowadzi¢ te sama analize, ktéra zostata wykonana dla GFP i YFP?

W ostatnim rozdziale (6) po$wieconym oméwieniu wynikéw wiasnych, mgr. Dawid Grabarek podjat
sie poréwnania widm OPA oraz TPA wybranych fluorescencyjnych biatek réznigcych si¢ sekwencjg
aminokwasowa do okreélenia wpltywu $rodowiska chromoforu na ksztattowanie widm OPA oraz TPA,
biorac pod uwage wigzania wodorowe, oddziatywania elektrostatyczne, geometri¢ chromoforu oraz pole

elektryczne. W przypadku przejé¢é Sy,— S, dla GFPs, zaréwno wigzania wodorowe jak i pole

elektrostatyczne zwiekszaja wydajno$¢é TPA, podczas gdy wydajno$¢ OPA ulega zmniejszeniu. Ponadto
Doktorant wykazat, ze dla wspomnianych przej$¢ intensywnos¢ OPA oraz TPA zalezy od utworzonej przez
uktad sieci wigzan wodorowych. Tym samym wykazal, ze dla kazdego rodzaju przej$¢ obecnos¢,
zwigzanych do grupy fenolanowej poprzez wigzanie wodorowe aminokwaséw oraz czasteczek wody,
prowadzi do zwiekszenia TPA oraz OPA. Innym sposobem na zwigkszanie TPA okazuje si¢ by¢ tworzenie
oddziatujacego z fenolanem uktadu z bardziej dodatnim tadunkiem.

Podsumowujgc, mgr Dawid Grabarek dokonat okreslenia metodyki badan w postaci dopasowania
odpowiedniego funkcjonatu do obliczern kwantowo-chemicznych oraz analizy optymalnej liczby atomow
traktowanych metodami QM w podejéciu QM/MM MD, ktéra pozwala na otrzymanie poprawnych
rezultatow.

Supporting Information jest uzupekieniem uzyskanych wynikéw badan, ktére pozwala na dokonanie
glebszej analizy rezultatébw. Pojawiaja sie tez w tej czeSci pracy m.in. szczegély protokotu
przeprowadzonych obliczeri dynamiki molekularnej (MD). Obliczenia te zostaly przeprowadzone
w polu sitowym ff99SBildn zaimplementowanym do pakietu AMBER. Czy obliczenia MD prowadzone byty
z wykorzystaniem pakietu Gaussian? W jaki sposéb zostalo sprawdzone, ze 10 ns dynamiki jest
wystarczajgce do tego typu obliczen?

Pan mgr Dawid Grabarek jest wspoétautorem 10 prac z listy JCR (dziewigciu opublikowanych
i jednej w recenzji), 15 prezentacji konferencyjnych, w tym siedmiu wygtoszonych referatéw. Wyniki
badan wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej Kandydata zostaty przedstawione w czterech
dwuautorskich pracach w bardzo dobrych czasopismach o wysokich wspétczynnikach wplywu:
J. Chem. Theory Comput, Int. ]. Quantum Chem.. Praca zostata sfinansowana z grantu przyznanego przez
Narodowe Centrum Nauki w ramach programu Preludium 11, ktérego Doktorant byt kierownikiem. Jest to

bez watpienia bardzo dobre osiagniecie mgr. Dawida Grabarka, jak i promotora w osobie
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prof. Tadeusza Andruniéwa. Nie mam najmniejszych watpliwosci, iz w powstawaniu kazdej z prac wkiad
Doktoranta byt dominujgcy. W pracy zostato zacytowanych 267 pozycji literaturowych. Nalezy zwrdci¢
tutaj uwage na fakt, iz wiekszo$¢ z nich, poza pracami fundamentalnymi, zostata opublikowana po 2000
roku. Dowodzi to aktualnoéci prowadzonej przez Doktoranta tematyki badan.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr. Dawida Grabarka zostala napisana w jezyku
angielskim. Jest to obszerne teoretyczne studium po$wigcone modelowaniu i charakterystyce absorpcji
jedno- i dwufotonowej wybranych fluorescencyjnych biatek. Bardzo starannie przygotowana pod kazdym
wzgledem praca, zawiera w sobie wymagane elementy nowo$ci naukowej potwierdzone rzetelnymi
wynikami badan. Przedlozona mi do oceny rozprawa speinia wszystkie wymagania stawiane ustawg
o tytule i stopniach naukowych a takze zwyczajowe kryteria stawiane rozprawom doktorskim. W zwigzku
z tym, wnosze do Rady Dyscypliny Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie
mgr. Dawida Grabarka do dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia doktora nauk chemicznych
w dyscyplinie chemia.

Ze wzgledu na wysokg warto$¢ naukowg oraz znaczacy dorobek naukowy Kandydata, wnosze
réowniez do Rady Dyscypliny Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej o wyréznienie rozprawy

doktorskiej mgr. Dawida Grabarka.

TR T O
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