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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Stachurskiej - Korzeniowskiej,

zatytutowanej: ,,Dodecylosiarczan sodu w badaniach strukturalnych bialek”.

Zmiany struktury biatek zachodzace pod wplywem dodecylosiarczanu sodu (SDS) sg
podstawg dla najpopularniejszej techniki laboratoryjnej stosowanej do rozdzielania biatek
i okreSlania ich mas czasteczkowych: elektroforezy w zelu poliakrylamidowym. Jednak
mechanizm, za pomocg ktérego SDS indukuje rozwijanie bialek oraz mikrostruktura
komplekséw biatko-SDS pozostajag w duzej. mierze nieznane.

Przedstawiona do recenzji rozprawa wpisuje si¢ w poszukiwania mechanizmu, poprzez
ktory SDS indukuje rozwijanie biatek. Badania metodami eksperymentalnymi i teoretycznym,
w ktérych w ostatnim okresie szczegélng role odgrywaja metody symulacji dynamiki
molekularnej pozwolity na zaproponowanie kilku modeli zachodzenia tego procesu. Jednak
w wigkszosci odnoszg si¢ do sytuacji, z ktérg mamy do czynienia w przypadku Wykorzystana
SDS w elektroforezie, a wiec przy bardzo duzym stezeniu SDS i podwyzszonej temperaturze.
Metody symulacji dynamiki molekularnej pokazujg, ze w przypadku wielu biatek (oczywiscie
w warunkach podobnych do tych stosowanych w elektroforezie) zmiany struktury zachodza
w czasach rzedu mikrosekund. Z tego powodu trudno prowadzié¢ badania szybko$ci zmian
strukturalnych metodami eksperymentalnymi, czego jednak podjeta si¢ Autorka rozprawy.

Rozprawa doktorska jest obszernym, oryginalnym opracowaniem o do$¢ klasycznym
ukladzie tresci przypominajaca typowy podziat wystepujgcy w publikacjach naukowych. Cze$é
rozdziatéw zostata podzielona na podrozdzialy, a niektére na jeszcze mniejsze czesci sktadowe.
Calo$¢ opatrzona jest streszczeniem w jezyku angielskim i polskim, wykazem stosowanych
skrotow oraz wykazem wykorzystywanych programéw komputerowych i zasobow
internetowych, a takze wykazem publikacji, ktérych wspotautorka jest Autorka rozprawy
i ktore zawierajg cze$¢ prezentowanych wynikéw. Nie mam zastrzezen do formalnego uktadu

pracy, ktéry daje klarowny obraz tresci.




Tytul pracy dos¢ dobrze okresla zawarto$¢ rozprawy, choé w mojej ocenie ma
brzemiennie nazbyt ogélne. Pierwszy rozdziat zatytutowany ,,Wstgp” (str. 14 do str. 32) stanowi
wprowadzenie w tematyke rozprawy opartg na literaturze, jednak wybrzmiewa w nim
popularno-naukowe podejscie Autorki. Odbidr tego rozdzialu przez czytelnika psuje
stosowanie swoistego zargonu, ktdry zamazuje odréznienie zjawisk fizycznych, jakimi sg
absorpcja promieniowania elektromagnetycznego, fluorescencja i dichroizm kotowy
od wielkosci fizycznych charakteryzujacych te zjawiska: absorbancji lub transmitancji,
natezenia fluorescencji i eliptycznosci. Ten zargon zlewajacy zjawiska z wielko$ciami
fizycznymi jest niestety kontynuowany w catej rozprawie, choéby w podpisach osi rzednych
na wielu rysunkéch: »fluorescencja”, a powinno by¢ natezenie fluorescencji, czy ,,CD”,
a powinna by¢ eliptycznos’éi. Z obowigzku recenzenta zwracam tez uwage na wynikajgce
prawdopodobnie z tego zargonu stwierdzenie w podrozdziale ,, Oddzialywanie promieniowania
UV z materig” na str. 25: ,Fala elektromagnetyczna charakteryzuje sie dualizmem
korpuskularno — falowym, oznacza to, ze jest jednoczesnie falg i strumieniem czqgsteczek. ...
Z drugiej strony jest to zbior czqgsteczek .A..”, ktére delikatnie okreslajac jest niepoprawne.
Czgsteczka, to co najmniej dwa polaczone wigzaniem chemicznym atomy, a foton to czgstka
fundamentalna. Na str. 25 1 26 znajdujemy podzial promieniowania elektromagnetycznego
z zakresu ultrafioletu, w ktérym nalezy zmieni¢ kolejno$¢ w podawanych zakresach dtugosci
fal ub w podawanych zakresach energii, tak aby kolejno$¢ wymienianych dtugosci fal
odpowiadata energii fotonow. I jeszcze jedna uwaga do tego podrozdziatu, na str. 26
prawdopodobnie tzw. literowka spowodowala, ze wedlug Autorki energia elektronowa
czgsteczki: ,,wynika z energii potencjalnej interakcji elektrondw z jgder”.

Ostatnie zdanie Wstepu (str. 15) zarysowuje doktadniej zawarto$é rozprawy, w ktérym
Autorka stwierdza, ze: ,,zostaly opisane przeprowadzone badania uktadéw biatko—SDS oraz
préba zrozumienia zachodzqcych w wybranych bialkach [...] zmian strukturalnych pod
wplywem dodecylosiarczanu sodu, z wyraznym podziatem na zmiany struktury II- i III-
rzedowej”.

W rozdziale drugim na czternastu stronach Autorka prezentuje wykorzystane materiaty
i zastosowane metody eksperymentalne i obliczeniowe do analizy widm dichroizmu kolowego
oraz krzywych prezentujacych zmiany wielkosci fizycznych uzyskanych z eksperymentdw
wykonanych metodg zatrzymanego przeptywu. W ocenie recenzenta dobér metod badawczych,
ktére wykorzystata Autorka jest wladciwy. Na szczegdlne podkreslenie zastuguje wigczenie do
badan prob $ledzenia szybkosci zachodzenia proceséw zmian struktury biatek przy uzyciu

aparatury o lepszych parametrach niz wezesniej stosowana w tego typu badaniach przez innych
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autoréw. Rozdziat ten czyta sie juz znacznie lepiej niz poprzedni, cho¢ Autorka nie ustrzegta
sie bledu w dwdch miejscach: na str. 37 czytamy, ze spektrofotometr UV-2401-PC Shimadzu
jest wyposazony w ,dwie lampy generujgce promieniowanie elekiromagnetyczne
spolaryzowane liniowo”, i dalej na str. 38, ze spektrofluorymetr Cary Eclipse firmy Agilent
Technologies jest wyposazony w: ,Jlampe ksenonowqg emitujgcq promieniowanié
elektromagnetyczne S*polaryzowane liniowo”. Lampy w wymienionych urzadzeniach nie
emitujg promieniowania spolaryzowanego liniowo. Nalezy tez wspomnie¢ o braku informacji
w tym rozdziale dotyczacej poprawek na filtr wewnetrzny w pomiarach natezenia fluorescencji,
co jednak znalaztem w publikacji, ktéra zawiera cze$¢ przedstawianych w rozprawie wynikow
badan.

Najbardziej obszerny rozdziat trzeci, zatytutlowany ,,Badania wiasne”, zajmuje az 126
stron rozprawy. Ma charakter bardzo szczegélowego raportu prezentujacego krok po kroku
kolejne etapy przeprowadzonych przez Autorke eksperymentow i analize ich wynikéw
opatrzonych interpretacja oraz w czgsci dyskusja w odniesieniu do literatury naukowej
dotyczacych wptywu dodecylosiarczanu sodu (SDS) na strukture I1- i ITI-rzedows pigciu bialek:
o—chymotrypsyny i a—chymotrypsynogenu pochodzacych z trzustki bydlecej, albuminy
surowicy bydlecej, lizozymu z biatka jaja kurzego oraz a-laktoalbuminy z mleka krowiego.
Co istotne doboér badanych biatek nie wydaje sie przypadkowy, patrzac zar6wno na masy
czasteczkowe, jak 1 udziat w strukturze natywnej mostkow disiarczkowych, a-helis i B-kartek.

Zasadniczo rozdzial ten sklada si¢ z dwoch czgsci. W czgsci pierwszej (40 stron
manuskryptu, 9 tabel, 23 rysunki) Autorka przedstawia wyniki wptywu dodecylosiarczanu sodu
na strukture II- i Ill-rzedowa a—chymotrypsyny i a—chymotrypsynogenu. Wyniki tych badan
zostaly juz opublikowane w trzech artykulach naukowych, w ktorych Doktorantka jest
pierwszym autorem, w renomowanym czasopismie ACS Omega o wysokim wskazniku wptywu
IF: 4,3. Pokazuje to, ze uzyskane wyniki przeszly pozytywnie weryﬁkacje; recenzentow
miedzynarodowych. Czg$¢é druga (85 stron manuskryptu, 22 tabele, 49 rysunkéw) zawiera
bardzo szczegdlowy raport z badan wptywu SDS na strukture II- i [II-rzedows albuminy,
lizozymu i o-laktoalbuminy, rozbudowane dodatkowo o wplyw sily jonowej roztworu.
Jak sama Autorka stwierdza, zostata wykorzystana wypracowana wczesniej Sciezka badawcza
w odniesieniu do dwodch biatek: o—chymotrypsyny 1 o—chymotrypsynogenu, ktora
sie sprawdzita i przyniosta publikacje. Wyniki poszczegdlnych eksperymentéw i ich
omodwienie konczg si¢ krétkimi podsumowaniami.

Sposéb prezentowania wynikéw, ich opis i dyskusja sa na dobrym poziomie, chociaz mam

kilka uwag, ktére nie umniejszaja merytorycznej warto$ei tresci rozdziatu ,,Badania wiasne”,
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ale z obowigzku recenzenta powinienem je wskazaé. Nie przywiazujac wiekszej wagi do kilku
»literowek”, ktdre mozna znalezé w tekscie, przedstawiam ponizsze uwagi.

1. Na stronie 64 Autorka wprowadza swoistego rodzaju definicje: ,tzw. relatywne
(rdznicowe) krzywe postepu reakcji, ktore uzyskuje si¢ poprzez odjecie od krzywej blaiko—SDS
krzywej biatko bufor”. Uwazam, ze to bardzo niefortunne okreslenie, dodatkowo sugerujace,
ze ,relatywne” to to samo co ,réznicowe”. Stownik jezyka polskiego PWN definiuje
relatywny” — uzalezniony od czegos, wynikajacy z poréwnania, a jako synonim podaje
»wzgledny”. Tymczasem definicja Autorki méwi, ze sg to krzywe przedstawiajgce réZnicc;
wartosci mierzonej wielkosci fizycznej uzyskanej w ukladzie biatko — SDS i biatko — bufor.
W tekscie rozprawy i podpisach pod rysunkami »relatywne krzywe” pojawia sig az 47 razy.
W mojej ocenie lepszym okresleniem byloby ,,skorygowane” zamiast »relatywne”, bo przeciez
odejmujgc wartosci mierzonej wielkodci uzyskane dla ukladu bialko - bufor od wartosci tej
samej wielkosci fizycznej uzyskanej dla uktadu zawierajgcego biatko, bufor i SDS korygujemy
widmo.

2. Na stronie 70. Autorka stwierdza, ze: ,;model czteroetapowy znacznie lepiej opisuje
proces”. I tu ogélna uwaga, ze dopasowanie do krzywej kazdego modelu, ktéry sktadatby si¢
z wigcej niz jednej krzywej eksponencjalnej zawsze bedzie lepsze. Czym wigksza liczba
zatozonych etapdw reakeji tym dopasowanie bedzie lepsze. Nasuwa sie pytanie, na ktére nie
znalaztem odpowiedzi w rozprawie, jakie inne przestanki przemawiajg akurat za modelem
czteroetapowym, poza jakoscig dopasowania do dapych eksperymentalnych.

3. Na rysunkach 25 i 26 na osi odcietych znajduje si¢ dltugos$¢ fali w nm w zakresie
0 -200 nm, a na tej osi powinien by¢ czas, skoro ma przedstawia¢ krzywa postepu reakcii.

4. W Polsce stosujemy przecinek w systemie dziesigtnym, a na rysunkach 27, 31, 32, 33, 38
i w tabeli 9 znajduja sie kropki. »

5. Na stronie 87. Autorka podsumowuje wyniki badan fluorescencji o—chymotrypsyny
i a—chymotrypsynogenu w obecnosci roznych stezenn SDS. Zgadzam sie ze stwierdzeniem
zawartym w tym podsumowaniu, ale bardzo prosze o odniesienie sie do faktu, ze poniewaz
dodatek SDS zmienia strukture II- i II-rzgdowa biatka, to pojawia si¢ mozliwosé, aby np.
niektére tryptofany, ktére wezesniej nie mialy kontaktu z rozpuszczalnikiem uzyskaty taki
kontakt lub kontakt z SDS. Wiadomo bowiem, ze whasciwosci fluorescencyjne zalezg silnie
od mikrootoczenia chromoforu.

6. Przygladajac sie widmom przedstawionym w tej czesci rozprawy, a szczegblnie
na rysunkach 41, 43, 45, 50, 54, 59, na ktérych widoczne sg bardzo silne zmiany w widmach

dichroizmu kotowego mieszanin zawierajacych biatka z SDS juz przy najmniejszym badanym
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stezeniu SDS w poréwnaniu do uzyskanych dla roztworéw samego biatka nasuwa si¢ pytanie,
czy nie nalezalo wykonaé pomiaréw przy jeszcze mniejszych stezeniach SDS, aby sprawdzi¢
te radykalne zmiany w widmach CD.

7. Bez watpienia interesujgcym zagadnieniem jest wplyw sity jonowej roztworu na badane
zmiany strukturalne. Z obowigzku recenzenta zwracam jednak uwage, ze bufor fosforanowy
o stezeniu 10 mM i pH = 7 nie ma sily jonowej zero. Stad wszystkie dane w tabelach
i wykresach w tych podrozdziatach nie pokazuja warto$ci sity jonowej, tylko wartosci jej
wzrostu wzgledem roztworu buforowego w wyniku dodania chlorku sodu. Oczywiscie to
nie umniejsza warto$ci uzyskanych rezultatow, ale konieczne bedzie zmiana zapiséw
dotyczgcych wartosci sity jonowej przy publikacji rezultatow prezentowanych w tej czesci
rozprawy. W tym miejscu nasuwa si¢ pytanie o dalsze losy nieopublikowanych wynikéw
prezentowanych w rozprawie.

W rozdziatach 4 i 5 Autorka zgrabnie podsumowuje wyniki i pokazuje dalsze
perspektywy badan. Rozdziat 6. stanowiacy ,,Dodatek” uszczegotawia graficznie cz¢$¢ danych
prezentowanych we wczesniejszych rozdziatach. Calos¢ konczy zestawienie literatury,
do ktorej Autorka odwoluje si¢ w rozprawie.

Stwierdzam, ze moje wczesniejsze uwagi oraz wskazane braki i niedociagnigcia nie
obnizajg warto$ci merytorycznej rozprawy. Bezsporne sa osiggnigcia Autorki oceniane]
rozprawy, do ktorych przede wszystkim zaliczam: jednoznaczne wskazanie czynnikéw,
od ktérych zaleza obserwowane zmiany w strukturze II- i Ill-rzedowej; pokazanie réznych
,,Sciezek” ich zachodzenia; pokazanie, ze zmiany w strukturze zachodza juz dla malych stezen
SDS - znacznie ponizej krytycznego stezenia micelizacji; pokazanie, ze zmiany zachodzace
w strukturze II- i [II-rzedowej nie zawsze sa ze soba $cisle skorelowane; uchwycenie kinetyki
zachodzenia tych zmian w czeéci badanych uktadow. Choé¢ mimo doktadniejszej aparatury,
w przypadku niektérych biatek zmiany strukturalne sg na tyle szybkie, ze nadal nie mozna
$ledzi¢ tego procesu w funkcji czasu, poniewaz zachodza w czasie kroétszym niz czas martwy
uktadu pomiarowego.

Nalezy rowniez zwrdci¢ uwage, ze w celu realizacji badan objgtych oceniang rozprawg,
Autorka musiata opanowac¢ bardzo bogaty warsztat badawczy. Szczegélnie wazna role odgrywa
tu wiasciwa interpretacja uzyskanych danych spektroskopowych. Jestem pelen podziwu
dla opanowania w mojej ocenie trudnej metody badawczej, jaka jest metoda zatrzymanego
przeplywu.

Bardzo waznym jest takze fakt, ze publikowanie wynikéw badan w dobrych

czasopismach w trakcie realizacji ocenianej rozprawy przyniosto Autorce istotny dorobek
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naukowy, wsparty dodatkowo wczesniejsza publikacjg z 2019 roku w The Journal of Physical
Chemistry B. We wszystkich publikacjach Autorka rozprawy jest pierwszym autorem.
Podsumowujac, stwierdzam, ze oceniana rozprawa doktorska, przygotowana
pod opiekg prof. dr. hab. Jana Antosiewicza stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego, jak réwniez wykazuje 0g0lng wiedze teoretyczng Doktorantki i dowodii
umiejetnosci  samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Autorka rozprawy spetnia
wymagania  stawiane  kandydatom do stopnia  naukowego  doktora. Wnosze

0 przyjecie rozprawy i dopuszczenie Autorki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego;



