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Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Walczewskiej-Szewc zostata
wykonana w Instytucie Fizyki Doswiadczalnej Uniwersytetu Gdanskiego oraz Research School

of Biology, Australian National University.

Rozprawa doktorska posiada form¢ zszywki, z obszernym 100 stronnicowym
opisem/komentarzem autorskim w jezyku angielskim, oraz trzema oryginalnymi opublikowanymi
pracami wlasnymi. Zostata podzielona na piecdziesiat, nieco rozdrobnionych podrozdziatéw, wliczajac
w to streszczenie, 10 rozdzialéw gtownych, podsumowanie, 4 zalgczniki i spis literatury. Praca zawiera
ponadto przydatne spisy tabel i rysunkoéw. Nalezy jedynie zalowaé, ze nie zamieszczono wykazu,
stosowanych licznie, skrétow i oznaczen. Ponizsza recenzja nie zawiera oceny wspdtautorskich,
zrecenzowanych publikacji, a ogranicza si¢ do oceny wartosci merytorycznej calosci pracy doktorskiej
oraz zgodnosci celow z osiggnieciami koncowymi, wyboru materiatu, metod badawczych, wynikow

symulacji oraz ich analizy.

Podstawowym celem pracy doktorskiej mgr K. Walczewskiej-Szewc bylo wykorzystanie
szerokiej gamy modeli numerycznych do optymalizacji interpretacji wynikow pomiaréw
Forsterowskiego rezonansowego przenoszenia energii, z uwzglednieniem takich czynnikow
wplywajacych na transfer, jak nieokreslonos¢ potozenia i uporzgdkowania molekut, przy réwnoczesne;j
nieoznaczonosci swobody konformacyjnej makromolekut (oraz dyfuzji barwnikow). Autorka postawita
sobie za cel zbadanie zasiegu zjawiska FRET i przydatnosci narzedzia, jakim jest "linijka
spektroskopowa", do badania zjawisk w duzych uktadach biologicznych, o rozmiarach oddzialywania

powyzej 100 A,

Rozdzial 1 ocenianej rozprawy doktorskiej zawiera dobrze skonstruowany opis teorii zjawiska
Forsterowskiego rezonansowego przenoszenia energii (FRET) oraz przeglad aktualnego stanu wiedzy
w doniesieniu do pomiaréw FRET stacjonarnych i rozdzielczych czasowo, zakresu przekazywania

energii, czynnika orientacyjnego i dyfuzji barwnikow.



W rozdziatach 2 i 3 zaprezentowano metodyke symulacji odpowiednio Monte Carlo (MC)
oraz Dynamiki Molekularnej (MD). Opis zawiera prosta charakteryzacje metod, a nastepnie rozwiniecie

kryteriow fotoselekcji, ewolucji systemu wydajnosci FRET oraz zanikéw fluorescencji.

Wprowadzenie do wynik6éw obliczen zawiera rozdziat 4. Po raz wtéry wyartykutowano cel badan

w postaci trzech probleméw, ktdre zostang poddane analizie.

Z wynikami symulacji opublikowanymi w zalacznikach, sprzezone sa opisy zawarte

w kolejnych, nieparzystych rozdziatach: 5, 71 9.

Bardzo interesujace, z silnym aspektem aplikacyjnym, sg wyniki badan opublikowanych w pracy
K. Walczewska-Szewc, et al.,, J. Mol. Model (2013,19,4195), w ktérych Doktorantka dokonata
drobiazgowych obliczen i analizy przydatnosci metody symulacji MC, dla modelu, gdzie pojedynczy
akeeptor zastgpiono grupg scisle upakowanych akceptoréw. Panuje powszechne przekonanie (poparte
wynikami licznych badan), ze ze wzgledu na czynnik zaniku proporcjonalny do szostej potegi
odlegtosci, wydajnos¢ procesu rezonansowego Forsterowskiego transferu energii maleje
do niemierzalnie matych wartosci, juz przy odleglosciach donor-akceptor rzedu 80-100 A. Czyni
to analiz¢ FRET, dla wysoko rozmiarowych makromolekut biologicznych bezwarto$ciowymi. Autorka
wykazala jednak, Zze wydajny proces FRET moze, w specyficznych warunkach uktadéw multi-
akceptorowych, zachodzi¢ przy odleglosciach ponad 150 A, czyli dla dystansu niemal dwukrotnie
przekraczajacego odleglosci uznawane dotychczas jako efektywne, z punktu widzenia przekazywania
energii typu dipol-dipol. Wynik jest obiecujgcy, z punktu widzenia zastosowania do badania procesu
rezonansowego przenoszenia energii, w kompleksach donorowo-akceptorowych podwojnych helis
DNA, w ktoérych Forsterowski promieni osigga wartosci nawet ~ 170 A. Mimo iz jak oszacowano,
wydajnos¢ uktadéw multi-akceptorowych podnosi wydajnos¢ FRET o ponad 50 %, to warto jednak
zwroci¢ uwage, ze oszacowana bezwzgledna wydajnos¢ tego procesu nie przekracza 0,2, przy wymiarze

biatka globularnego wynoszacym 100 A (rys. 4, str. 4199).

Rozdziat 7 i odpowiadajaca mu publikacja w Phys. Chem. Chem. Phys. (2014,16,12317),
zawierajg analiz¢ przydatnosci trzech uproszczonych metod obliczeniowych, pozwalajacych zastapié
czasochtonne symulacje metodg Dynamiki Molekularnej (MD). Pierwsza z tych metod opiera sie
na prostym geometrycznym algorytmie rekonstrukeji "dostgpnej przestrzeni barwnikow" (AV), druga
pod nazwa "biblioteki rotameru" (Rotamer Library - RL), bazuje na czynnikach orientacyjnym
1 konformacyjnym, é trzecie podejscie, biorace pod uwagg trajektorie barwnikéw, okreslone zostato
jako: "free dye snapshots" (FD). Z przeprowadzonej analizy wynika, ze Doktorantka jest $wiadoma
ograniczenn wynikajacych z przyjetych uproszczen, tj. zalozenia prostej statycznej struktury

makromolekut i braku oddziatlywan barwnik-barwnik oraz barwnik-makromolekuta. Skrupulatnie



przeprowadzone symulacje pozwolity na okreslenie stopnia poszerzenia czynnika odlegtosci i rozktadu
FRET, w zaleznosci od dyfuzji barwnika i dynamiki molekuly gospodarza. Autorka wykazata,
ze zaproponowana metoda szybkich obliczen powinna umozliwi¢ oszacowanie, na ile dyfuzja
barwnik6éw i ich uporzadkowanie moga wptywaé na relacje pomigdzy wydajnoscig transferu energii
a odleglosciag pomiedzy barwnikami. Nieco zaskakujaca jest konkluzja, ze wszystkie trzy zastosowane
metody obliczen prowadza do zblizonych jakosciowo rezultatow, choé z zalozen i dyskusji wynika,
ze uwzgledniajg bardzo odmienne cechy symulowanych obiektow. Mimo drobnych réznic w wynikach
symulacji, wykorzystane znakowane, do$¢ roznigce si¢ uktady molekularne zdaja sie jednak potwierdzaé

ten wniosek.

Rozdzial 9 rozprawy i publikacja w Phys. Chem. Chem. Phys. (2014,16,18949) zawierajg
sprawdzenie przydatnosci barwnikéw  bifunkcjonalnych, rozwigzujgcych problem dyfuzji
w symulacjach Forsterowskiego rezonansowego procesu transferu energii. Autorka wykazata, ze silne
oddzialywanie pomi¢dzy znacznikami i molekutami gospodarza, ograniczajagce ruchy barwnikéow
i swobodng rotacj¢, prowadzi do silnej redukcji efektu dyfuzji barwnikow i zmniejsza rozrzut
wydajnosci FRET. Zgodnie z oczekiwaniami, w ukladzie w ktérym molekuty donora i akceptora sg
sztywno usytuowane w okreslonych miejscach (np. helisy DNA), wykorzystujac wyniki badan FRET,
bez wyrafinowanych metod analizy, mozna z wigkszg dokladno$cig okresli¢ odleglosci barwnikow
1 zmiany orientacyjne ukladu. Mam tu jedynie drobng uwage, w odniesieniu do sensu fizycznego
wyznaczonych srednich warto$ci rozkladu P(x?), przy bardzo specyficznych, dalekich od "normalnego"
rozktadu (poza makromolekutami znakowanymi barwnikiem bifunkcjonalnym, dla ktorych rozktad jest

"gaussowski"; rys. 3, str. 18951).

Poza "glownym tokiem" rozprawy, mgr K. Walczewska-Szewc wzbogacita ja dwoma
rozdziatami nr: 6 i 8 z nieopublikowanymi badaniami wilasnymi dotyczgcymi odpowiednio,
wzmocnionego dzigki obecnosci metalu rezonansowego transferu energii, oraz testowania mozliwosci
probkowania symulacji MD w celu $ledzenia zachowania znacznikéw fluorescencyjnych w bialtkach.

Szczegoblnie interesujace wydaje mi si¢ pierwsze z ww. zagadnien, gdzie Autorka analizowata
zaleznos¢ wydajnosci FRET od grubosci warstwy. Symulacje pozwolity na wykazanie, ze dla warstw
grubszych od 150 A, FRET nie zalezy od grubosci warstwy metalicznej. Mierzalny poziom FRET (~0,2)
Réwnie ciekawym jest wynik zaleznosci wydajnosci FRET od odleglosci pomiedzy fluoroforami,
dla wybranych /’ gmboéci warstw metalicznych. Autorka obserwowata dla odleglosci pomigdzy
fluoroforami wynoéza,cyrrii naWet 500 A. Rozdziat ten zawiera wiele przyczynkow, ktore doktorantka
planuje rozwigzaé¢ w toku dalszych badan. By¢ moze glebszej analizy wart jest obszar specyficznego
minimum na wykresie wydajnosci FRET w funkcji odlegtosci metal-barwnik, dla obliczen ukladow bez

uwzglednienia rozpraszania energii.



W rozdziale 10 przedstawiono obszerne wnioski konicowe, a rozpraw¢ koncza: zbior
zalgcznikdw zawierajgcych publikacje wiasne Doktorantki, dodatki oraz bardzo bogaty, liczacy

170 pozycji wykaz, dobrze dobranych i aktualnych pozyc;ji literaturowych.

W podsumowaniu moge stwierdzi¢, Ze tematyka badawcza rozprawy doktorskiej
mgr K. Walczewskiej-Szewc jest oryginalna, zagadnienie nietrywialne, a tre$¢ pracy odpowiada
tematowi okreslonemu w szeroko ujetym tytule. Glownym osiagni¢gciem Autorki byto zbadanie zasiggu
zjawiska FRET i przydatnosci narzgdzia, jakim jest "linijka spektroskopowa" do badania zjawisk
w duzych ukladach biologicznych, o rozmiarach oddziatywania powyzej 100 A. Uklad rozprawy jest
logiczny, z jednoznacznym rozréznieniem wkladu wiasnego Doktorantki i wynikéw innych autoréw.
Struktura podziatu tresci pracy jak rowniez kolejnos$é rozdzialow nie budzg watpliwosci. Na uznanie
zastuguje rzetelna, bardzo szeroka dyskusja otrzymanych wynikow w oparciu o przyzwoitg liczbe
aktualnych i poprawnie wykorzystanych zrédet literaturowych.

Formalna strona rozprawy jest bez zarzutu, jezyk jest precyzyjny i poprawny, praktycznie nie

dajacy mozliwos$ci wytkniecia bledow natury edytorskie;.

Przedstawione powyzej nieliczne uwagi nie umniejszajg wartosci pracy i powinny postuzy¢
jedynie jako zacheta do dyskusji. Zawarte w rozprawie wyniki analizy przydatnosci szerokiej gamy
modeli numerycznych do optymalizacji interpretacji wynikow pomiaréw Forsterowskiego
rezonansowego przenoszenia energii, z uwzglednieniem takich czynnikoéw wplywajacych na transfer jak
nieokre$lono$¢ potozenia i uporzadkowania molekul oraz dyfuzja, sg znaczacymi wynikami
naukowymi. Wymagato to od Doktorantki wiedzy teoretycznej, inwencji oraz przeprowadzenia
zmudnych symulacji komputerowych, poprzedzonych doborem odpowiednich technik obliczeniowych.
Uzyskane dane zostaly wydajnie zinterpretowane, co $wiadczy o duzej dojrzalosci naukowe;j
mgr K. Walczewskiej-Szewe. Zaproponowane zagadnienie badawcze jest aktualne i ma swoje
uzasadnienie w doniesieniach najnowszej, Swiatowej literatury. Stanowi wkiad do wcigz intensywnie
rozwijanego kierunku badan zwigzku pomiedzy strukturg a funkcja kompleksow makromolekularnych.
Zaprezentowane w rozprawie wyniki badan zostaly cze¢sciowo zawarte w 3 obszernych pracach
opublikowanych w renomowanych czasopismach, z tzw. listy filadelfijskiej. Uwazam, ze osiagnigcia

autorki rozprawy sa oryginalne i wazne, a otrzymane wyniki wpisuja si¢ w aktualny nurt badan.

W konkluzji oceniam rozprawg doktorskq Pani mgr Katarzyny Walczewskiej-Szewc
wysoko i stwierdzam, ze spelnia ona bez zastrzezen wymagania zwyczajowe i formalne stawiane
przez Ustawe o tytule naukowym i stopniach naukowych, wnioskuj¢ zatem o jej dopuszczenie

do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



