Institute of Biochemistry and Biophysics
Polish Academy of Sciences

prof. dr hab. Michat Dadlez Warszawa 30.11.2022
Zaktad Biofizyki, IBB PAN

Pawinskiego 5A

02-106 Warszawa

Pawinskiego 5a; 02-106 Warszawa; Tel.: +48 22 / 592 21 45; Fax: +48 22/ 592 21 90; e-mail: secretariate@ibb.waw.pl; http://www.ibb.waw.pl

Ocena osiggniecia naukowego pt. “Od niepetnego do wyczerpujacego opisu
strukturalnego zwigzkéw bioaktywnych za pomocg spektrometrii ruchliwo$ci jonow
sprzgzonej ze spektrometrig mas” i dorobku naukowego oraz dziatalnosci organizacyjnej i
dydaktycznej p. dr Magdaleny Zimnickiej w zwiazku z ubieganiem si¢ o stopien doktora

habilitowanego w dziedzinie nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia.

1. Sylwetka kandydatki
Pani dr Magdalena Zimnicka ukonczyta w roku 2004 studia magisterskie na kierunku chemia
na Wydziale Chemii Uniwersytetu Warszawskiego. Jej praca magisterska dotyczyta
zastosowania spektrometrii mas do badan anionowych o-adduktow amin do 1,3,5-
trinitrobenzenu. Od poczatku swojej kariery naukowej spektrometria mas pozostaje je gtbwnym
narzedziem badawczym. Studia doktoranckie odbyta w Instytucie Chemii Organicznej Polskiej
Akademii Nauk w Warszawie pod opicka prof. dr hab. Witolda Danikiewicza. Zaowocowaty
one pracg doktorska pt. ,,Badanie wlasciwosci i reakcji anionowych c-adduktow nitrozwigzkow
aromatycznych w fazie gazowej” i jej obrong w lutym w roku 2009.

Kandydatka w latach 2009-2013 pracowata w IChO na stanowisku asystenta, z przerwa
w roku 2010 na roczny staz podoktorski na Wydziale Chemii w Uniwersytecie
Waszyngtonskim, Seattle, USA, a od roku 2013 adiunkta. Przebieg kariery Kandydatki mieSci
sie w typowej Sciezce z relatywnie niedhugim stazem podoktorskim w prominentnym osrodku

w USA.



2. Ocena osiggni¢cia naukowego.

W sktad osiagnigcia naukowego zatytutowanego “Od niepetnego do wyczerpujacego opisu
strukturalnego zwigzkéw bioaktywnych za pomoca spektrometrii ruchliwosci jondw
sprzgzonej ze spektrometrig mas” wilgczono sze$¢ prac z lat 2014-2021. Kandydatka jest w
czterech z tych prac pierwszg (w tym w jednej jedyng) Autorkg. Cho¢ w zadnej nie jest ona
wymieniona jako Autor ostatni, to we wszystkich jest wskazana jako Autorka korespondujaca.
Prace publikowane byty w czasopismach o réznym IF, od 2 do 6,5, w tym dwie powyzej 4, w
tym w Analyst i Analytical Chemistry oraz czasopismach specjalistycznych z pogranicza
spektrometrii mas i analityki chemicznej. Kandydatka szczegétowo opisuje swoj udziat w
powstaniu kazdej publikacji, szacujac swoj wktad od 60 do 100%. Jest on bez watpienia
kluczowy, obejmujacy wszystkie etapy, standardowo sktadajace si¢ na wykonanie projektu
naukowego, od poczatkowej idei, pracy eksperymentalnej az do zakonczenia publikacyjnego.
Wspoétautorzy zgodnie poswiadczajg wiodaca role Kandydatki w tych publikacjach. Liczby
cytowan tego zestawu prac w dokumentach nie podano. Badania IM-MS nie sa jak na razie
rozpowszechnione, interesuja waski krag specjalistow. Nie mozna spodziewaé si¢ wysokiej
liczby cytowan. Niemniej, ich potencjal jest duzy, rowniez aplikacyjny, znaczenie procedur lon
Mobility bedzie nadazac za rewolucyjnym rozwojem zastosowan spektrometrii mas w biologii
1 medycynie, a prace Autorki z pewno$cig przyczynig si¢ do ich upowszechnienia. Prace
wchodzace w sktad osiagnigcia naukowego byly wykonywane w IChO z niewielkim udziatem
wspolpracownikow z innych instytucji polskich (IChF, IMDIiK) oraz jednej instytucji
zagranicznej (University of Jyvaskyla, Finlandia).

Tematyka prac spojnie skupia si¢ na badaniu mozliwosci jakie niesie sprzezenie spektrometrii
mas ze spektrometrig ruchliwosci jonow (z ang. lon Mobility - Mass Spectrometry - IM-MS)
wspartej obliczeniami teoretycznymi dla uzyskania informacji strukturalnej dla badanych
zwigzkoéw, pozwalajac uzyska¢ wyczerpujacg ich charakterystyke w jednym eksperymencie.
Prace Autorki obrazujg jak rozwdj i poprawa parametrow relatywnie nowej metody $ledzenia
separacji jondow w fazie gazowej w zalezno$ci od przekroju czynnego na zderzenia moze
przynies¢ wazne i trudne do uzyskania informacje strukturalne dla réznych klas zwigzkow
bioaktywnych, czgsto krytyczne dla ich biologicznej funkcji. Opanowanie technik pomiarow
przekroju czynnego na zderzenia jednocze$nie z pomiarami mas znacznie poszerza palete
dostgpnych metod analizy struktury. Technika ta wyrdznia si¢ na przyklad zdolnoscig do
uzyskania informacji osobno dla ré6znych form strukturalnych czasteczek wspoétistniejacych w
badanych probkach. Wdrozenie metod IM-MS w komercyjnie dostepnych systemach

pomiarowych spektrometrii mas to rzecz relatywnie niedawna, eksploracja ich wad i zalet dla



zwiazkow bioaktywnych to wcigz wyzwanie o charakterze pionierskim. Prace Autorki wpisuja
si¢ w ten nurt 1 nalezy wyrazi¢ nadziej¢, ze rowniez dzigki tym pracom technika ta si¢
rozpowszechni i znajdzie wiele pozytecznych zastosowan w analityce zwigzkow bioaktywnych.
Dotyczy to zwlaszcza badan w ztozonych mieszaninach biologicznych. Cechuje si¢ ona
bowiem niepordwnanym poziomem specyficznosci, uzyskanym poprzez dotaczenie
unikalnego parametru przekroju czynnego na zderzenia do procesu selekcji sygnatu
odpowiadajacego pojedynczej formie strukturalnej zwigzku. Autorka analizuje przebieg
ewolucji rozwigzan technicznych IM, ukltadajac te interesujgce informacje w formie tabeli.
Przeprowadzone przez nig badania zaprezentowane w autoreferacie pokazujg, ze sprzezona
technika IM-MS osiagnat stopien rozwoju pozwalajacy uzyska¢ unikalng charakterystyke
strukturalna, cenng zwtaszcza w przypadku zwiazkow, ktorych analiza strukturalna byta trudna
I niepelna, takich jak zwigzki izomeryczne o trudnych do rozdzielenia wiasno$ciach
wspotistniejgcych form.

Opis osiggnigcia podzielono na prace dotyczace probleméw rozdziatu zwigzkéw
izomerycznych (Al-A4), sposobow zwigkszania rozdzielczosci podziatu IM (A1-A4) oraz
modelowania struktur trojwymiarowych na postawie poréwnania zmierzonych czaséw dryftu i
obliczonych na tej podstawie warto$ci przekroju czynnego z uzyskiwanymi w teorii (A1-A6).

W pierwszej z prac Autorka rozwigzata problem braku selektywnosci w oznaczeniach dwdch
wybranych epimerycznych flawonoidow: (+)-katechiny i (-)-epikatechiny. Poprzednie proby
rozdzielenia sygnatu obu zwigzkow przy zastosowaniu metod klasycznych w tym klasycznego
podejscia IM-MS nie zakonczyly si¢ powodzeniem. Autorka pokonata te trudnosci
wykorzystujac stereoselektywne oddziatywania flawonoidéw z chiralnymi modyfikatorami i
metalami przejsciowymi, zmieniajace wartos¢ CCS kompleksu w rozny sposob dla obu
zwigzkoéw. Przetestowata szereg kombinacji ligandow uzyskujac oczekiwang separacje
sygnatlow w przypadku dimeru badanego zwigzku w kompleksie z hydrofobowym D-
aminokwasem i jonem miedzi. Ze wzgledu na szerokie spektrum dziatan leczniczych
flawonoidow, przeciwzapalnych, przeciwutleniajgcych, przeciwwysiekowych, rozkurczowych
etc. precyzyjne metody analityczne majg istotne znaczenie praktyczne. Autorka nie podaje
jednak jakie plany badawcze moglyby zapewni¢ kontynuacje podjetego watku.

Idac dalej tropem tego sukcesu Autorka zainteresowala si¢ problemem rozdzielania
izomerycznych form p-laktamdw, intensywnie badanych niearomatycznych zwigzkow
heterocyklicznych, interesujacych na przyktad ze wzgledu na ich czeste wystepowanie jako
elementow struktur antybiotykow. Jako szczegolnie interesujace Autorka wymienia zbadanie

efektywnosci rozdziatu w zalezno$ci od konfiguracji podstawnikdéw atoméw wegla C5 i C6



badanych diastereomerow B-laktamowych, ktorych konfiguracja odpowiada za aktywno$¢
biologiczng B-laktamow. Okazato si¢, ze konfiguracja podstawnikéw na atomach C5 i C6
odgrywa kluczowa role rowniez w skutecznosci rozdziatu diastereoizomeroéw B-laktamowych.
Autorka zbadata wplyw czynnika kationowego na rdznicowanie diastereoizomerow [3-
laktamowych, spodziewajac si¢, ze obecno$¢ jonu metalu moze powodowaé zmiany
konformacyjne, utatwiajac ich separacj¢ pomimo podobienstwa strukturalnego. Zbadata tez
wplyw natury gazu buforowego i parametréw pola elektrycznego wedrujacej fali (TWIM) w
komorze ruchliwosci jonow, jej predkosci i amplitudy.

Analiza literatury wskazala Autorce nastepny wazny obszar badawczy, w ktérym mozliwos¢
zastosowania odczynnikow przesuni¢cia IM jest obiecujaca technika dla rozdzielenia sygnatow
izomerOdw badanych zwiazkow. W trzeciej pracy obiektem badan staly si¢ epimery
tripeptydow zawierajacych reszty argininowe, wybrane z racji problemow w rozdziale
metodami klasycznej chromatografii cieczowej peptydéw zawierajagcych miejsca zasadowe.
Autorka oceniata wptyw kompleksowania ich z kwasami organicznymi na separacje 1M,
wykorzystujac  zjawisko  stabilizacji  oddziatywan elektrostatycznych ~w  prézni.
Kompleksowanie z kwasami pozwolito na rozrdznienie wezesniej nierozréznialnych lub stabo
rozroznialnych jonow epimerycznych peptydéw. Wyznaczono tez eksperymentalne wartosci
przekroju czynnego, ktore zostaty skonfrontowane z wartosciami teoretycznymi uzyskanymi
dla struktur modelowych, co pozwolitlo na strukturalne zinterpretowanie obserwowanych
roznic w czasach dryftu i1 lepsze zrozumienie zachodzacych w fazie gazowej przejs¢
strukturalnych tych kompleksow niekowalencyjnych. Zastosowanie z kolei eteréw koronowych
jako odczynnikéw przesunigcia IM pozwolito zneutralizowac strate czuto$ci pomiaru zwigzang
ze stosowaniem trybu jondw ujemnych i uzyskaé separacje tri- i tetraptydow o rdéznym
potozeniu D-aminokwasu w sekwencji (praca czwarta), cho¢ jak sama Autorka stwierdza to
podejécie znajdzie ograniczone zastosowanie, bo jego efekt sumaryczny jest stabszy od
oczekiwanego.

Dalsze dwie prace dotycza zastosowania metod obliczeniowych do przewidywania czasow
dryfu badanych uktadow i wykorzystanie tych obliczen do modelowania ich struktur
przestrzennych. Dla niektérych uktadow dla ktorych metody klasyczne zawodza lub nie moga
by¢ stosowane metoda IM-MS jest jedyng umozliwiajacg dostarczenie specyficznej wiedzy
strukturalnej. Przedmiotem jej badan staty si¢ nalezace do tej klasy asocjatow molekularnych
kompleksy supramolekularne kwasu foliowego (FA) z cyklodekstrynami (CD —a, B 1 v). Maja
one istotne znaczenie ze wzgledu na zdolno$¢ zwickszania rozpuszczalnosci kwasu foliowego.

Badania Autorki, bedagce kombinacja analiz IM-MS, z autorskim sposobem Kalibracji



wyznaczania eksperymentalnych wartosci CCS, obliczen termodynamicznych 1
pétempirycznych procedur modelowania strukturalnego doprowadzity do zaproponowania
dwu réznych sposobow niekowalencyjnego aczenia si¢ FA i CD. Do$wiadczenie uzyskane w
toku badan sktonity Autorke do ich podsumowania w formie pracy metodologicznej dotyczacej
oceny przydatnosci IM-MS w badaniach strukturalnych komplekséw makrocyklicznych
receptorow z anionowymi ligandami. Wskazata w nich miedzy innymi, ze roéwniez dla
badanych kompleks6w konformacja obserwowana w eksperymentach IM-MS w fazie gazowej
zachowuje swoj natywny charakter.

Autorka w swoich pracach nie tylko zastosowata technik¢ IM-MS do badan serii waznych
biologicznie zwiazkow, ale tez wdrozyla szereg innowacji ulepszajacych te metodyke.
Zbudowala tym samym unikalne kompetencje laczace ekspertyz¢ w dziedzinie analiz
mobilnosci jondw i spektrometrii mas z procedurami obliczeniowymi, wykazujac wage IM-MS
jako waznej metody komplementarnej w badaniach strukturalnych. Badania dr Zimnickiej maja
tez znaczenie praktyczne. Spektrometria mas staje si¢ w coraz wigkszy stopniu metoda z
wyboru przy oznaczeniach ilo§ciowych np. lekéw i ich metabolitow. Wiaczenie dodatkowej
separacji IM do analiz iloSciowych krytycznie poprawi specyficznos¢ w najbardziej
problematycznych sytuacjach trudnych do rozdzielenia zwigzkow, ktore mogg silnie r6znié si¢
tez aktywnos$cig biologiczng. Tym samym IM moze pomdc w sytuacjach, gdy bardziej
klasyczne podejscia pozwalaja tylko na oznaczenie sumy stezen formy aktywnej i nieaktywnej,

a nie pozwalaja na wydzielenie sygnatu formy aktywne;.

3. Inne osiagnigcia naukowe kandydatki.
Autorka legitymuje si¢ tacznie 20 publikacjami w recenzowanych czasopismach, poza
szescioma publikacjami wchodzacymi w sktad rozprawy. Dokumenty wymieniajg 17 prac z
okresu po uzyskaniu doktoratu (w tym 4 prace wynikle z rocznego stazu podoktorskiego w
USA) oraz 3 prace opublikowane przed uzyskaniem stopnia doktora. Tematyka prac
powstatych w toku stazu podoktorskiego oraz po nim jest r6znorodna, jednak nieodmiennie
dotyczy badz réznych aspektow metodycznych spektrometrii mas badz jej zastosowania w
badaniach szerokiego spektrum zwigzkow. Prace Autorki byty cytowane 310 razy, prowadzac
do indeksu Hirscha 9. Kandydatka regularnie prezentuje wyniki swoich badan w formie
posterow na znaczacych konferencjach, wygtaszata wyktady plenarne i wyktady na zaproszenie.
Kierowata dwoma zakonczonymi grantami MNiSzW i NCN, obecnie kieruje projektem
finansowanym z programu PLGrid. Uczestniczyta w kilku innych grantach, w tym w dwu z

uczestnictwem grup spoza Polski (Prof. J. L. Sessler, Department of Chemistry, University of



Texas, Austin, USA, Prof. Antonello Filippi, Department of Chemistry and Technologies of
Drug, Sapienza University of Rome, Rzym, Wlochy). Brata udzial w pracach komitetu
organizacyjnego dwu konferencji krajowych. Recenzuje prace w czasopismach
specjalistycznych: Molecules, J.Org. Chem., ACS Omega, Sci. Rep., Anal. Chem., APPA,

Encyclopedia, J. Mass Spectrom., Int. J. Mass Spectrom., Rapid Commun. Mass Spectrom..

4. Aktywnos¢ dydaktyczna i popularyzatorska.

Dziatalno$§¢ dydaktyczna Kandydatki, pracujgcej w instytucie PAN, ogranicza si¢
jednorazowego wygtoszenia serii wyktadoéw (15h) w ramach Warszawskiej Szkoty Doktorskiej
Nauk Scistych i Biomedycznych (zima 2021/2022), promotorstwa pomocniczego jednej pracy
doktorskiej (2015), opieki nad jedng pracg magisterskg 1 grupg stazystow/praktykantow.
Miejsce zatrudnienia Kandydatki nie obliguje do szerszej dziatalno$ci edukacyjnej, jednak opieka
nad procesem ksztalcenia podyplomowego, zwlaszcza udziat w prowadzeniu doktorantow,
nalezg do zakresu dobrze pojetych obowigzkow pracownikow instytutow PAN. Kandydatka
spelnita minimum zaangazowania, lecz od 2015 roku nie legitymuje si¢ opieka nad
doktorantami, albo o tym nie wspomina. Praca ze studentami po doktoracie buduje kapitat
niezb¢dny do budowy wiasnego zespotu i efektywng prace po habilitacji, ktdra powinna by¢
srodkiem, a nie celem. Kandydatka byta cztonkinig komitetow organizacyjnych dwu polskich
konferencji, wyglosita jeden wyktad popularnonaukowy. Szersza dziatalno$¢ edukacyjna,

popularyzatorska i organizacyjna nie sg na liscie priorytetéw Kandydatki.

5. Wniosek koncowy
W podsumowaniu, zdaniem recenzenta dorobek przedstawiony jako osiggnigcie naukowe p. dr
Magdaleny Zimnickiej wypelnia wymagania stawiane W postgpowaniach w sprawie nadania
stopnia doktora habilitowanego w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie
nauki chemiczne. Recenzent wnioskuje zatem o nadanie p. dr Magdalenie Zimnickiej stopnia
doktora habilitowanego w dziedzinie nauk S$cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki

chemiczne.
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