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Recenzja rozprawy doktorskiej
pana magistra Grzegorza Nawrockiego
pt. ,,Oddzialywania biomolekul z powierzchniami cial stalych w
symulacjach dynamiki molekularnej”

Oddziatywania bialek z powierzchniami ciat statych — zardwno krysztatéw pierwiastkéw lub
zwigzkdéw nieorganicznych jak i polimerow — stanowia niezwykle wazny obiekt badan
wspolczesnej fizykochemii wskutek ich roli w budowie i funkcjonowaniu organizméw
zywych (chociazby polaczenia migéni i S$ciggien kregowcdw z kosémi czy migsni
stawonogow z zewnetrznym szkieletem chitynowym) oraz znaczenia w nanotechnologii.
Mechanizmy oraz energetyka tych oddziatywan nie sa jeszcze dobrze poznane na poziomie
molekularnym. Dlatego badania zawarte w rozprawie doktorskiej p. mgra Grzegorza
Nawrockiego, ktorej przedmiotem jest glownie poznanie oddziatywan aminokwasow,

peptydéw i biatek z wybranymi nanoczastkami sa waznym krokiem do zrozumienia tego
zagadnienia.

Na glowny tekst rozprawy skladaja sie 4 rozdzialy o klasycznym ukladzie:
wprowadzenie, ktore zawiera cel pracy (11 stron), metody (27 stron), wyniki (44 strony) i
podsumowanie (3 strony). Po ostatnim rozdziale podana jest bibliografia (110 pozycji) a do
rozprawy dolaczone sa 3 publikacje Autora (odpowiednio w PCCP, J. Chem. Phys. i J. Phys.
Chem. C; sa to bardzo dobre czasopisma), ktore obejmuja wigkszo$¢ materialu zawartego w

rozprawie. Jeszcze jedna praca jest w przygotowaniu. Tekst jest ilustrowany dobrze
dobranymi rysunkami.

W pracy Autor przebadal oddziatywania wody, terminalnie blokowanych naturalnych
aminokwaséw, modelowych czasteczek reprezentujacych same tancuchy boczne
aminokwasow, dipeptydow, oligopeptydow o réznej dlugosci i sekwencji oraz modelowego
biatka — klatki tryptofanowej — (kod PDB: 1L2Y) z powierzchniami czterech ciat statych:
tlenku cynku (1), siarczku cynku (II), metalicznego ztota i celulozy. W badaniu oddzialywan
aminokwasow peptydow i biatek powierzchnie ciat statych byty hydratowane; dla poréwnania
wykonano rowniez obliczenia energii w prozni. W przypadku ZnO, ZnS i Au byty
uwzglednione wszystkie mozliwe plaszczyzny przekroju krysztalu. Uklady bedace
przedmiotem badan oraz metody badan adsorpcji peptydow i biatek na powierzchniach
wymienionych ciat statych sg krotko ale wyczerpujaco scharakteryzowane w czgsci wstgpne;.

Narzedziem obliczeniowym byta dynamika molekularna z uzyciem pol silowych
AMBER99, CHARMM?27, CHARMM36 i OPLS/AA. Dla zlota stosowano trzy rozne



warianty pola sitowego: FFB (potencjal Lennarda-Jonesa), FFV (potencjat Lennarda-Jonesa
ale o zwigkszonej glebokosci studni potencjau tak, aby oddziatywania z woda byty silniejsze)
i FFI (potencjat Lennarda-Jonesa oraz dodatnie i ujemne punktowe tadunki elektryczne aby
uwzgledni¢ polaryzacj¢ atomu zlota przy oddziatywaniach z woda). Metoda dynamiki
molekularnej, empiryczne pola silowe oraz pojecie i metody wyznaczania potencjatéw
sredniej sity (PMF) sa opisane w czg$ci metodologicznej rozprawy.

Dla ZnO Autor wyznaczyt parametry potencjatu Lennarda-Jonesa i tadunki punktowe
metoda DFT. Pozostale parametry byty albo standardowymi parametrami pdl sitowych albo
zostaly wzigte z literatury. W przypadku zlota traktowanego w polu FFV, Autor dopasowat
parametry potencjatu Lennarda-Jonesa tak, aby kat zwilzania wody na powierzchni byt rowny

zeru a obliczona energia oddzialywania pojedynczej czasteczki wody byta zgodna z energia
obliczong metodami chemii kwantowe;.

Autor badat rowniez kowalencyjne wiazanie grupy bocznej cysteiny z ZnS (poprzez
siarkg, z utworzeniem wigzania disulfidowego) oraz zlotem (z utworzeniem wigzania AuS).
Do opisu tych oddziatywan kowalencyjnych zastosowal potencjal Morse’a o glgbokosci
minimum odpowiadajacej energii wiazania S-S lub Au-S (obie sa rzgdu 250 kJ/mol). Takie
podejscie nie jest do konca poprawne, poniewaz obliczona w ten sposob energia oddziatywan
jest znacznie zawyzona. Powodem jest to, ze Autor zatozyt tworzenie odpowiednich wigzan z
rozdzielonych atomow w prézni. Tymczasem nalezaloby rozwazaé nastgpujace reakcje
chemiczne a nastgpnie oszacowaé zmiang energii swobodnej (co bytoby spojne z faktem, ze
Autor analizuje dalej potencjaly $redniej sity) lub wewnetrznej w ich wyniku:

(Zn)-S(s;h) + HS-R(h) + utl(h) = (Zn)-S-S-R(s;h) + utl-H (h)
Au(s,h) + HS-R(h) + utl(h) = Au-S-R(s,h) + utl-H(h)

gdzie R oznacza cysteing bez koncowej grupy wodorosiarczkowej, utl oznacza czasteczke
utleniacza, symbol (h) obok odpowiedniego indywiduum chemicznego oznacza, ze
rozpatrujemy hydratowana czasteczk¢ a symbol (s,h), Ze rozpatrujemy hydratowang
powierzchnig ciata statego. Hydratacja jest co prawda w przeprowadzonych symulacjach MD
uwzgledniona ale utlenianie juz nie. Pozostaje tez problem co przyjaé za utleniacz; zwykle w
organizmach zywych jest to utleniona forma glutationu. Poprawny opis procesu wiazania
grupy bocznej cysteiny doprowadzitby do znacznie nizszych warto$ci energii wigzan niz te
podane dla mCys w tabelach 3.3 i 3.4 i na pewno nie byloby tak kolosalnej réznicy migdzy
potencjatem Sredniej sity zwiazanej niekowalencyjnie i kowalencyjnie cysteiny na rys. 3.21.
Przyktadowo, wyznaczona eksperymentalnie energia swobodna reakcji tworzenia mostka
disulfidowego laczacego dwie reszty cysteiny w S$rodowisku wodnym w temperaturze
pokojowej wynosi ok. 21 kJ/mol (Doig i Williams, J. Mol. Biol., 1991, 217, 389); jest to
warto$¢ ponad 10-krotnie nizsza niz warto$¢ glebokosci studni potencjatu przyjgta przez
Autora. Poniewaz kowalencyjne wiazanie cysteiny stanowilo niewielki utamek badan a
ponadto wydaje sig, ze mozna poroéwnywac obliczone energie np. dla réznych powierzchni
tego samego ciala stalego uwazam, ze powyzej sformulowane zastrzezenie do metodologii
stosowanej przez Autora nie umniejsza w znaczacym stopniu warto$¢ pracy.

W przypadku badania oddziatywan blokowanych aminokwaséw i dipeptydow, Autor
prowadzil symulacje z wigzami na odleglo$¢ migdzy $rodkiem masy aminokwasu/dipeptydu a
powierzchnia. Te symulacje mialy na celu wyznaczenie potencjalow $redniej sily
oddziatywan aminokwaséw i dipeptydow z powierzchniami ciat statych. W przypadku
badania adsorpcji wody, oligopeptydow oraz klatki tryptofanowej prowadzit symulacje bez
wigzow. Do obliczania potencjaléw Sredniej sity z symulacji ograniczonej dynamiki
molekularnej, Autor opracowat oryginalny algorytm polegajacy na obliczeniu $redniej sity dla
kazdego okna symulacyjnego w centrum potencjatu ograniczajacego a nastgpnie scatkowaniu



sit w celu uzyskania potencjatu $redniej sity. Metoda ta jest poprawna jednak wydaje mi sig,
ze prosciej byloby zastosowad metode analizy wazonych histogramow (WHAM) opracowana
w 1992 roku przez Kumara (J. Comput. Chem., 1992, 13, 1011). Zaleta algorytmu Kumara
jest to, ze umozliwia obliczenie wartosci PMF w kazdym punkcie a nie tylko dla odleglosci
czasteczki adsorbatu od powierzchni odpowiadajacych centrom potencjatlow ograniczajacych.
Bardzo wysoko oceniam to, ze Autor zadal sobie trud oszacowania bigdéw wartosci
potencjatow Sredniej sity.

W pierwszym etapie pracy Autor wyznaczyt rozktad gestosci oraz polaryzacji wody w
otoczeniu badanych powierzchni. Stwierdzil, na tej podstawie, ze powierzchnie ZnO maja
charakter hydrofilowy (wyrazne maksimum rozkladu gestosci blisko powierzchni),
powierzchnie ZnS charakter hydrofobowy (gesto$¢ rosnie prawie monotonicznie w miarg
oddalania sie od powierzchni az do wartosci odpowiadajacej czystej wodzie) a powierzchnia
celulozy posredni. Charakter powierzchni ztota zalezy od uzytego pola silowego; w
przypadku pola FFB jest hydrofobowy natomiast w przypadku dwoch pozostatych
hydrofilowy. Jest interesujace, ze wyraznie decyduje tutaj sita oddziatywania z czasteczkami
wody a nie obecno$¢ explicite komponentu elektrostatycznego. Na podstawie zbadanego
eksperymentalnie zachowania powierzchni zlota o réznym stopniu czysto§ci Autor wnioskuje,
ze potencjal FFB opisuje zachowanie zlota zanieczyszczonego a dwa pozostale czystego.
Whioski dotyczace charakteru powierzchni maja odzwierciedlenie w wigzaniu aminokwaséw
o r6znym charakterze, ktore jest omowione w dalszej czgéci rozprawy.

W dalszej czeSci badan Autor wyznaczyt potencjaty $redniej sity oddziatywan
aminokwasow, modeli taficuchow bocznych aminokwaséw oraz dipeptydow z badanymi
powierzchniami. Warto$¢ potencjatu $redniej sity w minimum byta identyfikowane z energia
wigzania danego indywiduum z dana powierzchnia. Sa tutaj dwie nieScisltosci:
terminologiczna i merytoryczna. NieScisto$¢ terminologiczna polega na tym, Ze potencjal
$redniej sity ma znacznie wiecej wspdlnego z energia swobodna, niz z energia potencjalna,
poniewaz zawiera on wklad entropowy. Mozna oczywiscie, w uproszczeniu (i spotyka sig to
czesto w literaturze) nazwaé go ,.energia’ ale trzeba wyraznie zaznaczyé, ze takie
uproszczenie si¢ stosuje. NieScisto$cia merytoryczng bylo zréwnanie wartosci potencjatu
$redniej sily w minimum z energig (swobodna) wiazania. Stan zwiazany naleZy raczej
zdefiniowaé jako rezydencje adsorbatu w calym basenie minimum potencjatu $redniej sity,
czyli np. w odlegtosci od zera do potozenia maksimum desolwatacyjnego lub efektywnego
osiagniecia asymptoty poziomej, jezeli maksimum nie ma (oznaczam dalej tg odleglo$¢ przez
dy). Nalezaloby zatem scalkowaé potencjat $redniej sity po odleglosciach do odlegtosci
granicznej 1 potraktowaé catke jako wielko$¢ proporcjonalng do catki konfiguracyjnej dla
stanu zwigzanego a nastepnie scalkowaé go dla stanu niezwiazanego, od d,, do ,,wysokosci”
pudetka, dy.. W podejsciu klasycznym, standardowa energi¢ swobodna wiazania (AF),)
mozna wtedy obliczy¢ nastgpujaco:

AF ——R] ln W ——RJ ln
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gdzie W(x) jest potencjatem $redniej sity, R jest uniwersalng stata gazowa, T jest temperaturg
bezwzgledng a [w] i [nw] oznaczaja odpowiednio stezenie adsorbatu w stanie zwiazanym i
niezwiazanym. Poniewaz powierzchnia jest nieskoficzona, catkowanie jest przeprowadzone w
jednym wymiarze. Wydaje sig¢ jednak, Ze poréwnanie wartosci potencjatow $redniej sity w



minimum daje przynajmniej pétilosciowy obraz zdolno$¢ wiazania aminokwasow i biatek
przez poszczegdlne powierzchnie.

Nie bardzo rozumiem dlaczego Autor umiescit , kreski” w wierszach odpowiadajacych
Asp, Glu, Lys i Arg w tablicy 3.3 (oddzialywanie z ZnS). Z potencjalow S$redniej sity
przedstawionych na rysunku 3.19 wynika, Ze istnieja stany zwiazane (minima potencjatu
$redniej sity) dla kazdego z tych aminokwasow. Minimom tym odpowiada dodatnia wartos¢
potencjatu $redniej sity co oznacza, ze stan zwiazany jest na pewno mniej prawdopodobny niz
niezwigzany ale, tym niemniej, istnieje.

Autor nastgpnie wyznaczyt potencjaly Sredniej sity modeli samych tancuchow
bocznych. Stwierdzit, ze wartosci ,,energii” wigzania pozostaja w dos¢ dobrej zgodnosci z
energiami wigzania aminokwaséw, jezeli uwzgledni sie wktad pochodzacy od tancucha
glownego.

Dalsza czg$¢ pracy dotyczy potencjatéw Sredniej sity wiazania dipeptydéw Autor
stwierdza, ze ,energia” adsorpcji nie jest rozkladalna na wklady poszczegdlnych
aminokwasow. Jest to wniosek bardzo wazny w kontekécie tendencji do wyrazania, w
badaniach QSAR, wlasciwosci oligo- i polipeptydow jako superpozycji wkladow
pochodzacych od poszczegdlnych aminokwasow.

W ostatniej czgsci rozprawy Autor zbadal adsorpcjg oligopeptydow i Kklatki
tryptofanowej. Stwierdzil, Ze czas rezydencji oligopeptydu zalezy nie tylko od charakteru
tworzacych go aminowkaséw ale rowniez od jego dlugoéci. Adsorpcja biatka na
powierzchniach ZnO i ZnS okazata si¢ zdarzeniem zachodzacym rzadko, natomiast adsorpcja
na zlocie byla trwala, niezaleznie od uzytego pola sitowego z tym, Ze w przypadku pola FFB
biatko wiazato si¢ z powierzchnia zlota a w przypadku dwoch pozostatych wiazato sig z nim
za posrednictwem warstwy wody.

Moim zdaniem najwigksza warto$cig rozprawy jest wyznaczenie potencjaléow Sredniej
sity wigzania aminokwasow i modeli taficuchow bocznych z badanymi powierzchniami.
Oprocz wartosci poznawczej oraz mozliwych zastosowan w projektowaniu nanomateriatow,
uzyskane dane moga okazaé si¢ bezcenne w rozwijaniu modeli gruboziarnistych do symulacji
adsorpcji biatek na powierzchniach.

Praca jest napisana poprawnym jezykiem. Stwierdzitem tylko nieliczne literowki (np.
na str. 51 ,,Watos$ci” w podpisie pod tablica 1). Ponadto rysunki 3.25 i 3.26, na ktérych
zostaty poréwnane ,.energie” wigzania aminokwasow ze zlotem w réznych polach sitowych
moglyby by¢ lepiej opisane; nie wiadomo jakie kolory odpowiadaja jakim energiom; ta
informacja jest podana w tekscie ale rysunek powinien by¢ zwartg catoscia. Przydatyby si¢
tez warto$ci wspotczynnikow korelacji.

Podsumowujac, rozpraweg doktorska p. mgra Grzegorza Nawrockiego uwazam za
niezwykle warto$ciowa, zaréwno pod wzgledem naukowym jak i prezentacji wynikdw.
Wymienione powyzej uwagi krytyczne, z ktorych cze$¢ ma charakter dyskusyjny, nie
umniejszajg W znaczacym stopniu jej wartosci. Autor jednoznacznie udowodnil, ze potrafi
rozwigzywa¢ nietrywialne i wymagajace ogromnego nakladu pracy problemy naukowe na
poziomie profesjonalnym i przekonywujaco przedstawi¢ swoje wyniki. Rozprawa spelnia z
nawiazka ustawowe oraz zwyczajowe wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Dlatego
z pelnym przekonaniem zwracam si¢ do Wysokiej Rady Instytutu Fizyki Polskiej Akademii
Nauk o dopuszczenie p. mgra Grzegorza Nawrockiego do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Biorac pod uwage ogrom i wysoki profesjonalizm wykonanej pracy, znakomita
jakos¢ wynikéw, potencjalne znaczenie tych wynikow w przysztych badaniach naukowych



oraz fakt, ze material rozprawy zostat juz opublikowany w postaci trzech artykutow w bardzo
dobrych czasopismach naukowych, wnosze o wyrdéznienie rozprawy.

PN

prof. d; hab. Jézef Adam Liwo



