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OCENA
rozprawy doktorskiej mgr Pawta Morawiaka
pt. ,,Peptydowe mimetyki hydrolaz”

Pan mgr Pawel Morawiak wykonat prace doktorska zatytutowana: ,,Peptydowe mimetyki
hydrolaz” pod kierunkiem naukowym prof. dr hab. inz. Lukasza Berlickiego na Wydziale
Chemicznym Politechniki Wroctawskiej.

Przedmiotem pracy jest projektowanie i synteza uktadow polipeptydowych, ktére moga
pei¢ funkcje enzymatyczne. O tym, ze podj¢te zadanie badawcze jest ambitne i wpisuje si¢
w tendencje rozwojowe chemii biologicznej swiadczy tegoroczna Nagroda Nobla, przyznana
miedzy innymi za projektowanie biatek o zatozonej strukturze i wlasciwosciach. W swoich
badaniach, jako podstawe¢ do projektowania mimetykow hydrolaz Pawel Morawiak
wykorzystal trzy uktady: Helikalne peptydy zawierajace cykliczny B —aminokwas, analogi
palca cynkowego i analogi biatka mini-biatka MvaT. Niektore z analogdw tego biatka zostaly
zmodyfikowane przez wprowadzenia do sekwencji reszt kwasu trans-(1S,2S)-
aminocyklopentanokarboksylowego. Reszty te zostaty wbudowane do helikalnych obszarow
mini-biatka. Pozwolilo to na otrzymanie polipeptydéw o zwigkszonej w stosunku do MvaT
stabilno$ci strukturalnej. Wszystkie te uktady postuzyly jako rusztowania molekularne do
projektowania esteraz zawierajacych w centrum aktywnym reszte cysteiny lub jon cynku.
Badania polegaly na zaprojektowaniu ab initio nowych, nie istniejacych hydrolaz,
przeprowadzeniu syntezy chemicznej i zbadania ich struktury przestrzennej a takze okresleniu
aktywno$ci enzymatycznej. Sekwencje wybrane jako rusztowania molekularne do
zaprojektowania mimetykow enzymow byty wystarczajaco krotkie, aby umozliwi¢ efektywna
synteze¢ na nosniku statym jednak wykazywaty tendencj¢ do spontanicznego przyjmowania
stabilnych struktur przestrzennych. Przeprowadzenie zaplanowanych badan wymagato
syntezy pochodnej fluorenylometoksykarbonylowej p-aminokwasu. Synteza ta zostala
przeprowadzona zgodnie z procedurg, ktora byla wczesniej opisana w literaturze naukowe;j.
Substratem wykorzystanym w syntezie byt kwas adypinowy. Kluczowym etapem tej syntezy
jest utworzenie centrum chiralno$ci. W tym celu zastosowano chiralng addycje aminy w
pozycji B pierscienia cyklopentenowego. W zalezno$ci od konfiguracji zastosowanej aminy
mozliwe bylo otrzymanie dwdch mozliwych enancjomeréw. Synteza ta jest szczegdlowo
opisana w eksperymentalnej cze$ci pracy doktorskiej. Pewne zastrzezenia moze budzié
charakterystyka otrzymanych zwigzkow. W kilku przypadkach (t-butylowy ester 2-hydroksy-
1-cyklopentanokarboksylowego i  t-butylowy  ester  kwasu  2-metylosulfonol-
pentanokarboksylowego) nie zostaly podane dane analityczne produktow przejsciowych
wykorzystywanych w syntezie. Wprawdzie opisany eksperyment odtwarza syntez¢ opisang w
literaturze, a koncowy produkt jest analityczne scharakteryzowany w sposob nie budzacy
watpliwosci, jednak podanie mozliwie pelnych danych analitycznych byloby w tym



przypadku wskazane. Warto bytoby tez uwzgledni¢ dane dotyczace stercoselektywnosci
addycji aminy.

Poniewaz catkowita wydajnos$¢ pochodnej aminokwasu jest relatywnie niska (0k1%) nasuwa
si¢ pytanie o alternatywne $ciezki syntezy tej substancji. Czy autor rozpatrywal inne metody
otrzymywania  kwasu trans-(1S,2S)-aminocyklopentanokarboksylowego i czy je
przetestowat?

Peptydy otrzymano z wykorzystaniem automatycznego syntezatora. Synteza zostata
przeprowadzona wykorzystaniem klasycznej strategii Fmoc za$ jako aktywator w reakcjach
sprzegania zostal wykorzystany uktad diizopropylokabodiimid—oxyma. Ta metoda sprz¢gania
daje bardzo dobre wydajnosci produktow i jest obecnie powszechnie stosowana. Niektore z
otrzymanych peptydow zawieraly ponad 40 reszt aminokwasowych. Otrzymanie tak duzych
uktadéw stanowi powazne wyzwanie, zwlaszcza, ze autor zsyntezowat blisko 100 takich
peptydow. Wszystkie te zwiazki zastaty scharakteryzowane analitycznie i sg dla nich podane
czasy retencji oraz wartosci m/z. Wartosci te zostaly wyznaczone z duza doktadnos$cia
wynikajacg z zastosowania Wysokorozdzielczego spektrometru mas Q-TOF (Tabela 60),
jednak sposob prezentacji danych odbiega od powszechnie stosowanego. W tabeli brakuje
tadunkéw jonow i1 wzoré6w sumarycznych zastosowanych do obliczenia teoretycznych
warto$ci m/z dla zsyntezowanych zwigzkéw. Wzorcowy sposdb przedstawiania takiej serii
danych dla bardzo podobnych uktadéw mozna znalez¢ w pracy (Miniprotein-Based Artificial
Retroaldolase, Ozga K, Berlicki K. ACSc Catalysis 12 (24), pp.15424-15430), pochodzacej z
zespolu, w ktorym powstala oceniana praca doktorska. Uwazam tez, ze interesujace byloby
przedstawienie chromatograméw surowych produktow reakcji.

Otrzymane peptydy zostaty poddane badaniom, ktorych celem bylo okreslenie ich wlasnosci
konformacyjnych, stabilnosci strukturalnej i aktywnos$ci enzymatycznej. Badania
konformacyjne przeprowadzono gtownie technikg CD natomiast stabilno$¢ struktur oceniano
metoda kalorymetryczng lub badajac zmiany widm CD w funkcji temperatury. Eksperymenty
te pozwolity wykaza¢, ze wiele z posrod badanych peptydéw tworzy termodynamicznie
stabilne struktury przestrzenne, ktére ulegajg rozfatdowaniu w temperaturach powyzej 60°C.
Bardzo interesujacym watkiem tych badan jest otrzymanie i zbadanie serii analogéw biatka
MvaT, w ktorych do obszarow heliakalnych wprowadzone zostaly reszty kwasu trans-
(1S,2S)-aminocyklopentanokarboksylowego. Pozwolilo to na otrzymanie ukladow
wywodzacych si¢ z naturalnego mini-biatka stabilizowanych jednak przez niebiatkowy [-
aminokwas  indukujacy helisg. Pomimo, ze uktad okazal si¢ trudny w badaniach
eksperymentalnych, i wyniki nie zawsze byly jednoznaczne, udato si¢ wykaza¢ ze w wielu
badanych uktadach nastgpuje wyrazna stabilizacja struktury. Najstabilniejsze bialka z tej serii
ulegaty denaturacji w temperaturach ok. 70°C.

Posrod otrzymanych ktore mini-biatek znaleziono uklady, ktoére wykazywata wlasciwosci
katalityczne. Wprowadzenie do sekwencji reszt His i Cys, pozwolito na uzyskanie modeli
hydrolaz bedacych analogami metaloenzymow oraz enzymoéw zawierajacych w centrum
aktywnym reszty cysteiny (hydrolaz cysteinowych). Bardzo interesujacym aspektem badan,
jest zaobserwowanie specyficzno$ci substratowej w badanych uktadach. Wprawdzie
ograniczona liczba modeli nie pozwolita na pelne zbadanie tego zjawiska, jest to problem
niewatpliwie wart dalszych badan, ktore moglyby prowadzi¢ do optymalizacji regionu mini-
biatka odpowiedzialnego za wigzanie substratu. W dyskusji wynikoéw zabrakto mi odniesienia



do innych mimetykow enzyméw zbudowanych na rusztowaniu molekularnym tego samego
mini-biatkka MvaT. Niedawna opublikowana przez zespot profesora Berlickiego praca
dotyczaca pokazuje, ze czasteczka MvaT moze by¢ przeksztalcona w mimetyk retroaldolazy.
Uzyskanie syntetycznych enzymoéw o réznych aktywnosciach, zachowujacych jednak taka
sama strukturg trzeciorzgdowa jest bardzo interesujgcym wynikiem. W podobny sposéb
dzieje si¢ w naturze. Biatka o tym samym foldzie maja czgsto catkowicie odmienne
aktywnosci. Dlaczego ta praca nie jest zacytowana — mogtaby wnie$¢ interesujacy aspekt do
prowadzonej dyskusji?

Praca doktorska jest przygotowana w klasycznej formie. Liczy 178 stron i napisana jest
jasno 1 zwiezle. Obejmuje wstep, cel pracy, wyniki, dyskusje, podsumowanie i1 czg¢sé
eksperymentalng. Wstep (57stron) w krotki sposdob omawia strukture biatek, podstawy
dziatania enzymow oraz mimetyki enzymow. Odpowiada on aktualnemu stanowi wiedzy i
przyczynia si¢ do lepszego zrozumienia prowadzonych przez doktoranta badan. Czgséc
eksperymentalna zawiera dane wystarczajace do odtworzenia wykonanych eksperymentow.
Bibliografia (191 pozycji) jest aktualna i zgodna z biezacym stanem wiedzy. Uwzglednione
zostaly w niej najnowsze publikacje do roku 2024. Wigkszos¢ uwzglednionych w bibliografii
publikacji powstata po roku 2000. Spis literatury zachowuje jednolity format odnosnikow i
zostat starannie zredagowany. Rowniez uktad pracy nie budzi zadnych zastrzezen a proporcje
pomigdzy poszczegdlnymi cze$ciami pracy sg wiasciwe. Praca jest napisana w sposob
przejrzysty 1 zrozumialy jednak zdarzaja si¢ W niej okre§lenia zargonowe, bledy
gramatyczne, literowe i terminologiczne. Ponizej kilka przyktadow:

o W celu potwierdzenia struktur drugorzedowych peptydy badano przy pomocy dichroizmu kofowego.
Peptydy z niniejszej serii wykazywaty maksimum absorbancji przy fali o dtugosci okoto 202 nm (str 67)

e Tak wiec mieszanina sciggajqca zawierata standardowo: TFA:woda:TIPS:EDT (87.5:5:5:2.5) (str. 62)

e opublikowanej juz wczesniej procedurzy™® (str. 62)

e Natomiast spektroskop masowy pochodzit z firmy Waters: LCT Premier XE Micromasse MS
TECHNOLOGIES. (str.155)

e Ze wzgledu na niewiele zsyntezowanych przyktadow, ciezko wywnioskowac podobnych zaleznosci jak
w przypadku mimetykow hydrolazy MvaT (str. 152)

e Dla potwierdzenia podobnej charakterystyki peptydow, przedstawiono powyziej wycigg z pracy
doktorskiej Magdy Drewniak-Switalskiej, gdzie réwniez badano trzeciorzedowe mini-biatka (str. 140)

e Po pierwsze, nie posiadano referencji w formie potwierdzonej struktury ortogonalnym badaniem
(str. 138)

e Z widm dichroizmu koftowego, w przypadku tych nienaturalnych foldamerowych mini-biatek, mozna
wywnioskowac o istnieniu pewnej struktury drugorzedowej, poniewaz minima oscylujq w granicach
202-205 nm. (str. 139)

Wspomniane uchybienia formalne nie wystepuja jednak w liczbie, ktora utrudniataby lekture i
zrozumienie pracy. Graficzna forma pracy jest bardzo staranna, wyst¢puja w niej liczne
ilustracje. Sa one uZyte w uzasadniony sposob 1 ulatwiaja zrozumienie tekstu.
Dotychczasowy dorobek naukowy Doktoranta to jedna praca opublikowana w dobrym
czasopismie. Dodatkowo doktorant jest wspotautorem wystapienia konferencyjnego. Z
formalnego punktu widzenia jest to dorobek wystarczajagcy do nadania stopnia doktora.



Ponadto duza cze$¢ badan opisanych w rozprawie stanowi materiat ktory po niewielkich
uzupehieniach nadaje si¢ do opublikowania w prestizowych czasopismach.

Podsumowujac, stwierdzam, ze badania przeprowadzone przez Doktoranta odpowiadaja na
pytania postawione w celu pracy za$ eksperymenty zostaty zaprojektowane i1 wykonane
starannie oraz przedstawione w przejrzysty sposob. Praca ma tez niewatpliwy element
nowos$ci naukowej i wnosi istotny wktad do chemii biologicznej. Cytowana literatura jest
aktualna. Wykonana przez pana mgr Pawta Morawiaka i przedtozona mi do recenzji praca pt.
,,Peptydowe mimetyki hydrolaz” spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim, zawarte w
Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce jak réwniez wymogi
zwyczajowe. Dlatego wnosze o jej przyjecie oraz dopuszczenie autora do publicznej obrony
pracy doktorskiej.
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