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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Pawta Strzelczyka

"Badania strukturalne komplekséw awidyny z ligandami"

Rozprawa doktorska mgr Pawta Strzelczyka zostata zrealizowana
Instytucie Biochemii Technicznej Wydziatu Biotechnologii i Nauk o Zywnosci
Politechniki tédzkiej pod kierunkiem prof. dr hab. Grzegorza Bujacza. Badania
byty czesciowo finansowane ze srodkéw Narodowego Centrum Nauki w ramach
projektéw PRELUDIUM i ETIUDA oraz z Funduszu Mtodych Lideréw Nauki na
Wydziale Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki tédzkiej.

Tematyka prac wykonanych w ramach przewodu doktorskiego jest
czescig prowadzonych w grupie prof. Bujacza badan nad nowymi potencjalnymi
lekami o dziataniu przeciwnowotworowym tworzonymi na bazie biotyny. Pan
Strzelczyk przeprowadzit badania strukturalne oraz scharakteryzowat
metodami fizykochemicznymi sze$¢ komplekséw awidyny z pochodnymi
biotyny.

Rozprawa doktorska ma zasadniczo typowy uktad oparty na czterech
czesciach zawierajgcych wstep, omdéwienie metod badawczych, przedstawienie
uzyskanych wynikéw oraz ich dyskusje. Dodatkowo, rozprawa zawiera kopie
pieciu publikacji, w ktdrych wykorzystane zostaty wyniki uzyskane przez
Doktoranta. Ze wzgledu na udziat w nich innych autorow nie traktuje tych
publikacji jako czesci rozprawy podlegajacej ocenie, natomiast ich obecnos$é
przyjmuje z zadowoleniem, gdyz pozwalajg lepiej poznaé kontekst w jakim
prowadzone byly badania przedstawione w rozprawie a takze zawierajg

dodatkowe wyniki nie bedgce przedmiotem samej rozprawy.
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Zasadniczym, przedstawionym na samym poczatku rozprawy, celem pracy byto
zbadanie wigzania pochodnych biotyny z awidyng i okreslenie ewentualnych zmian w
strukturze biatka wywotanych tym wigzaniem. Awidyna tworzy z biotyng kompleks uwazany
za jeden z najtrwalszych wystepujacych w przyrodzie. Dlatego, poznanie oddziatywan miedzy
biatkiem a ligandami bylo istotne gdyz moze to zosta¢ wykorzystane do zaprojektowania
nowych pochodnych biotyny o nizszym powinowactwie.

Wstep teoretyczny skupia sie na trzech zagadnieniach: awidynie i jej strukturze oraz
wtasnosciach, biotynie i roli, ktérg petni w organizmie oraz na budowie i wykorzystaniu w
analityce biomedycznej kompleksdw awidyny z biotyng i jej pochodnymi. Ponadto, we wstepie
znalazto sie krotkie, zaledwie dwustronicowe, przedstawienie zwigzkdw metalocenowych i
mozliwosci ich uzycia w leczeniu nowotwordw z wykorzystaniem biotyny jako wektora
kierujgcego. Szkoda, ze ten rozdziat nie zostat nieco bardziej rozbudowany, gdyz zastosowania
te wydaja sie kluczowe dla uzasadnienia celowosci realizacji badan przedstawionych w
rozprawie.

Podstawowg technikg eksperymentalng wykorzystywang przez doktoranta byta
rentgenowska analiza strukturalna. Dlatego, kolejna czes¢ rozprawy poswiecona jest
omoéwieniu metodyki tych badan ze szczegdlnym uwzglednieniem specyfiki badan struktury
krystalicznej biatek. Ze wzgledu na ich ztozono$¢ przedstawienie w sposdb wyczerpujacy a
jednoczesnie zwiezty tych zagadnien jest zadaniem bardzo niewdziecznym. Badania
strukturalne obejmujg szereg kolejnych etapéw zaréwno eksperymentalnych jak i
obliczeniowych o catkowicie odmiennej metodologii i kazdy z tych etapéw wymaga odrebnego
omoéwienia. Uwazam, ze pan Strzelczyk poradzit sobie z tym problemem bardzo dobrze. Na
dwudziestu stronach przedstawiony zostat zarowno ogodlny tok analizy strukturalnej jak tez
wymienione zostaty najistotniejsze najczesciej spotykane problemy i oméwione metody ich
rozwigzywania. Dobdr tresci umozliwia poznanie tych zagadnien przez osobe nie zajmujaca sie
na co dzien krystalografig ale rownoczesnie opis procedur nie jest nadmiernie uproszczony.

Zataczone do rozprawy publikacje wskazujg, ze badania prowadzone przez
Doktoranta byty czescig wiekszego projektu realizowanego we wspdtpracy z osobami z innych
osrodkéw naukowych. Dlatego nalezy podkredlic, ze prezentacja wynikow zawarta w
rozprawie napisana zostata w pierwszej osobie, co jednoznacznie okresla udziat Doktoranta w

catosci badan.



Zasadniczym elementem badan przedstawionych w rozprawie byfo wyznaczenie
struktury krystalicznej siedmiu komplekséw awidyny z ligandami. W czterech przypadkach
ligandami byty ferrocenowe i rutenocenowe pochodne biotyny, kolejnym ligandem byt
znacznik fluorescencyjny HABA a ostatnie dwa ligandy byty pirenowymi pochodnymi biotyny i
destiobiotyny, réwniez o witasciwosciach fluorescencyjnych. Awidyna zostata zakupiona i
doczyszczona przez doktoranta natomiast ligandy (za wyjatkiem HABA) zostaty zsyntezowane
i udostepnione przez dr hab. Damiana Plazuka z Wydziatu Chemii Uniwersytetu todzkiego.
Krysztaty kompleksdw awidyny z ligandami we wszystkich przypadkach zostaty uzyskane przez
Doktoranta metodg kokrystalizacji. Pomiary dyfraktometryczne zostaty wykonane z uzyciem
synchrotronowych zrédet promieniowania w Berlinie i Hamburgu. Struktury krystaliczne
zostaty wyznaczone i udoktadnione przy uzyciu bardzo podobnych protokotéw postepowania
a jako$¢ uzyskanych struktur nie budzi zastrzezen. Oprocz badan strukturalnych Doktorant
przeprowadzit pomiary powinowactwa ligandow do awidyny przy uzyciu metody
miareczkowania kalorymetrycznego (ITC) oraz termoforezy mikroskalowe;j.

Uzyskane wyniki staty sie podstawg do analizy oddziatywan biatko-ligand,
przedstawionej w rozdziale pigtym rozprawy. Ponadto, Doktorant dokonat pordéwnania
czagsteczek awidyny pochodzacej z réznych struktur krystalicznych i okreslit charakter zmian
zachodzgcych w biatku w procesie przytgczania liganda. Do najistotniejszych wynikéw

uzyskanych i przedstawionych w rozprawie nalezg moim zdaniem:

e uzyskanie po raz pierwszy i zbadanie struktury komplekséw awidyny z
metalocenowymi pochodnymi biotyny o potencjalnym znaczeniu w terapii
nowotwordw oraz pirenowymi pochodnymi biotyny

e stwierdzenie, ze wprowadzone modyfikacje biotyny przyniosty pozgdany efekt w
postaci nizszego powinowactwa awidyny do ligandow

e stwierdzenie wptywu ligandéw na warunki krystalizacji i symetrie krysztatéw
komplekséw oraz otrzymanie krysztatéw o symetrii nie obserwowanej wczesniej
dla kompleksdw awidyny

e stwierdzenie, ze ugrupowania rutenocenowe i ferrocenowe moga by¢ wigzane w
biatku poprzez stabe wigzania wodorowe do elektronéw T pierscieni

cyklopentadienylowych



e stwierdzenie, ze awidyna wykazuje stereospecyficznos¢ wigzania czgsteczki
FcBiotOH

e stwierdzenie zwigzku pomiedzy konformacja elastycznej petli CD a wigzaniem
liganddw o zréznicowanej budowie

e rozstrzygniecie, ktéra forma tautomeryczna barwnika HABA jest zwigzana przez
awidyne

e okreslenie roli wigzan wodorowych w stabilizowaniu liganda w kieszeni wigzacej

Rozprawa zostata napisana dobrg polszczyzng i przygotowana bardzo starannie.
Dotyczy to zaréwno jej szaty graficznej jak tez zawartosci merytorycznej. Rysunki i tabele
zostaty przygotowane z duzg dbatoscia. Kolor jest uzywany nie tylko na rysunkach struktur, ale
rowniez do wyrdznienia na diagramach symboli niektérych atomoéw i orbitali oraz w tresci
rozprawy dla tytutéw rozdziatéw i symboli badanych zwigzkéw. Zwraca tez uwage bibliografia
zawierajgca az 200 pozycji literaturowych, z ktérych kazda zawiera petny tytut publikacji.
Rozprawa zawiera tez wykaz uzywanych skrétéw, rysunkdéw i tabel oraz przedstawienie
dorobku naukowego Doktoranta. Wprawdzie znalaztem w kilku miejscach drobne btedy, tzw.
literowki (na przyktad ,,e” zamiast ,,e”) jednak jest ich naprawde niewiele. Jedyny istotniejszy
btad to stwierdzenie zamieszczone na str. 47 ,,... ilos¢ atoméw niewodorowych w strukturze
nie przekracza 1000” gdzie nalezato uzy¢ wyrazenia ,liczba atomoéw”.

Za wyjatkiem kompleksu FcHomoBiot-en, struktury pozostatych zwigzkdw zostaty juz
opublikowane a co za tym idzie, przeszty przez sito weryfikacji ze strony recenzentéw
powotanych przez odpowiednie czasopisma. Ze swej strony nie dopatrzytem sie w rozprawie

istotnych uchybien natomiast, nasuneto mi sie kilka uwag i pytan:

e (Czy tetramer awidyny jest obecny réwniez w roztworze czy tez jest tylko wynikiem
specyficznego upakowania dimeréw w krysztale? Na stronie 123 rozprawy Doktorant
powotuje sie na wyniki analizy przy uzyciu serwera PISA, ktéra ,potwierdzita, ze
awidyna w roztworze wystepuje jako tetramer” jednak analiza wykonana byta w
oparciu kontakty miedzyczasteczkowe w krysztale, ktére wykazujga znaczne
dysproporcje zaréwno pod wzgledem powierzchni oddziatywania jak tez liczby
tworzonych wigzan wodorowych i mostkéw solnych. Czy sg dostepne w literaturze
wyniki badania masy czasteczkowej awidyny w roztworze?
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Jakie sg powody niepowodzenia w uzyskiwaniu krysztatéw kompleksow metoda
nasgczania? Oprdcz wspomnianego w rozprawie na str. 96 wptywu siarczanu amonu
moze to by¢ spowodowane blokowaniem miejsca wigzgcego przez ciasne upakowanie
czasteczek w krysztale lub przez elastyczng petle CD.

Dwie struktury zostaty rozwigzane z uzyciem programu Phaser a pozostate, programu
Molrep. Czy byty jakies merytoryczne powody takiego wyboru programéw, o ktérych
W rozprawie nie wspomniano czy tez byta to kwestia arbitralnego wyboru?

Czy dla zwigzku FeHexHexBiot byty prowadzone badania powinowactwa metoda
termoforezy tak jak dla pozostatych komplekséw?

Czy krystalizacja kompleksu zwigzku FcBiotOH byta prowadzona z uzyciem tylko
jednego stereoizomeru (S lub R) czy tez stosowana byta mieszanina obu
enancjomerow?

W opisie oddziatywan z udziatem pirenowych pochodnych biotyny pojawiajg sie
sformutowania , trzeci arkusz B” oraz ,,6smy arkusz B” podczas gdy arkusz B jest tylko
jeden a powyzisze sformutowania odnoszg sie oczywiscie do trzeciej i dsmej nici tego
arkusza.

Na str. 121 doktorant pisze, ze ,w porownaniu do komplekséw z metalocenowymi
pochodnymi biotyny (np. RuBiot) nie wystepujg bezposrednie oddziatywania reszt
aminokwasowych biatka z ugrupowaniem pirenowym” podczas gdy w strukturze
PirBiot Ser73 znajduje sie we wszystkich podjednostkach w odlegtosci okoto 3.5 A i
ponizej od pirenu co wskazuje na wigzanie wodorowe do elektronéw m, analogiczne
do obserwowanego w strukturze RuBiot. Podobnie jest w strukturze PirDestioBiot, tyle
ze tam oddziatywania tworzone sg dla podjednostki C przez Thr40 a dla podjednostki
D przez Ser101.

Czy rdznice w oddziatywaniach metalocenu z biatkiem w strukturach RuBiot i FcBiotOH
nie sg raczej wynikiem obecnosci dodatkowej grupy hydroksylowej w tej drugiej
strukturze a nie zmiany metalu?

Zabrakto mi w podsumowaniu wynikéw zestawienia pokazujgcego jak powinowactwo
awidyny do ligandéw spada wraz z wprowadzanymi modyfikacjami (co byto jednym z

celéw pracy). Wprawdzie wszystkie te informacje sg zawarte w rozprawie ale sg



rozproszone pomiedzy kolejnymi rozdziatami a poréwnania nie ufatwia rézna forma

prezentowania wynikéw stosowana dla réznych grup pochodnych.

Podsumowujac, stwierdzam ze rozprawa prezentuje nowe, oryginalne i istotne wyniki
badan stanowigce rozwigzanie problemu naukowego. Wysoki poziom naukowy badan jest
dodatkowo potwierdzony przez opublikowanie ich wynikéw w postaci pieciu artykutéw w
bardzo dobrych czasopismach o zasiegu $wiatowym. Udziat mgr Pawta Strzelczyka w
otrzymaniu wynikdow jest dobrze udokumentowany i $wiadczy o jego umiejetnosci
samodzielnego prowadzenia badan naukowych. Wykazat on tez dobre opanowanie literatury

przedmiotu oraz biegtos¢ w postugiwaniu sie nowoczesnymi metodami krystalografii biatek.

W swietle powyzszego, uwazam, ze rozprawa spetnia warunki okreslone w art. 13
ustawy z dnia 14 marca 2003 w stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2 2003 r., nr 65 poz. 595 z péZniejszymi zmianami) i stawiam
wniosek do Rady Wydziatu Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki tédzkiej o
dopuszczenie pana mgr Pawta Strzelczyka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Réwnoczesnie, wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskiej

foeef

prof. dr hab. Krzysztof Lewinski



