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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Ozgi

pt. Foldamery peptydowe o aktywnosci aldolazowej

Mgr Katarzyna Ozga wykonala swojg prace doktorska na Wydziale Chemicznym
Politechniki Wroctawskiej w Zaktadzie Chemii Bioorganicznej pod kierunkiem dr hab. inz.
Lukasza Berlickiego. Rozprawa ma tradycyjng forme. Obejmuje 175 stron zwigzle napisanej
dysertacji. Na pochwate zastuguje fakt, ze wydrukowana zostala obustronnie w formacie
mniejszym niz BS. Prace otwiera streszczenie w jezyku polskim 1 angielskim oraz wstep
teoretyczny obejmujgcy 40 stron, w ktérym Doktorantka stopniowo wprowadza czytelnika w
zlozony $wiat katalizy enzymatycznej na przyktadzie aldolaz oraz wspotczesnych narzedzi
badawczych wykorzystywanych do projektowania enzyméw de novo. Z racji, ze w ramach
jednego z tych narzedzi stosuje sig rusztowania peptydowe Autorka rowniez przedstawia
w podstawowym acz wystarczajagcym zakresie foldamery peptydowe, ktore wykorzystywata
w swoich badaniach. Nastepnie Doktorantka jasno formuluje cel swojej pracy badawczej,
ktorym byla proba wykorzystania wiasnie foldamerow peptydowych do opracowania
racjonalnej metody projektowania sztucznych enzymoéw na przykladzie mimetykow aldolaz
klasy 1. Cel pracy jest realizowany w dwoch czesciach; w pierwszej Autorka projektuje
mimetyki uzywajac o,B-peptydow przyjmujacych struktury trzeciorzedowe zaprojektowane
de novo z wykorzystaniem odpowiednich kombinacji struktur, w drugiej zas wykorzystuje a-
peptydowa strukture mini-biatka — C-koncowej domeny biatka MvaT — przyjmujaca stabilng
konformacje trzeciorzedowa. Przedmiot dysertacji Pani mgr inz. Ozgi bardzo dobrze wpisuje
sie w ogolnoswiatowe poszukiwanie sztucznych materialow, ktére nasladujac ztozone uktady
naturalne, takie jakimi sg enzymy, mogg mie¢ wrecz nieprzewidywalny do konca efekt

w chemii syntetycznej 1 biologii. Jedng z grup takich materialow sa
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foldamery. Opisane juz zostaly w literaturze rézne rodziny tych struktur molekularnych, ich
wlasciwoséei 1 zachowanie mozna modyfikowa¢ dos¢ precyzyjnie poprzez zmiany
w uktadzie przestrzennych grup funkcyjnych. Z racji jednak, ze foldamery mogg zwijac si¢
inacze] niz naturalnie wystepujace czasteczki mogg w ten sposob tworzy¢ inne struktury
drugorzgdowe o wiasciwosciach niespotykanych w naturalnych zwigzkach. To czyni je
z jednej strony bardzo obiecujgcymi obiektami w poszukiwaniu mimetykow naturalnych
enzymoéw, za$ z drugie] pokazuje jak wiele parametrow sktada si¢ na taka wydajnosc
biokatalizatorow jaka znamy 1 jak trudno moze by¢ ja odwzorowac projektujgc enzymy
w laboratorium. Trudno nie znaczy jednak niemozliwie i Doktorantka ambitnie podeszta do
postawionego sobie zadania testujac niespotykane struktury foldamerow, skrupulatnie
optymalizujgc, poprzez stosowanie roznych podejs¢, uzyskane miejsce aktywne wychodzac
znacznie poza powszechnie do tej pory w literaturze podejscia, na przyktad uwzgledniajac
w procesie optymalizacji rowniez druga sfere koordynacyjng miejsca aktywnego.

Kolejno, w przedtozonej mi do recenzji pracy, omdéwione zostaly wyniki badan oraz ich
dyskusja. Taka kolejnos¢ jest czesto spotykana w czasopismach naukowych, pozwala od
razu skupi¢ uwage na bezposrednich efektach zaplanowanych prac badawczych. Ta czesé
dysertacji obejmuje 89 stron. Najwazniejsze wyniki Autorka przedstawia w formie
wykreséw (widma CD, eliptyczno$c), tabel (sekwencje, dane kinetyczne) oraz ilustruje je za
pomoca wizualizacji struktur. Podobnie jak w przypadku czgsci wstepnej ten rozdziat pracy
jest napisany klarownie, konkretnie, poprawnym jezykiem oraz co réwniez wazne ciekawie.

Z racji, ze nie specjalizuje si¢ w syntezie organicznej, W tym rowniez w syntezie
peptyddw, nie moge szczegdlowo skomentowaé przeprowadzonych badan w tym zakresie.
Moge jednak odnies¢ sie do nich ogdlnie, na podstawie wrazenia jakie wywotuje ich opis
w przedtozonej pracy. W moim odczucie badania zostaly wykonane rzetelnie zgodnie
z przyjetymi w tym zakresie standardami.

Odniose si¢ natomiast to pozostatych wynikow w kolejnosci ich omawiania w dysertacji.
W rozdziale 5.3 Autorka opisuje projektowanie sztucznych aldolaz przy uzyciu struktury
helisa-petla-helisa. W pierwszym etapie badan zaplanowane struktury zostaly réwniez
wymodelowane jednak opis tego procesu jest bardzo pobiezny, co nie pozwala w pelni
oceni¢ czy zastosowane podejscie bylo zasadne a otrzymana struktura nadawata sie do
dalszej oceny/interpretacji. Doktorantka wspomina, ze do badan in silico zastosowata pakiet
Discovery Studio, jednak nie sam program odgrywa kluczowg role, a zastosowane metody
czy techniki obliczeniowe, ktére w takim pakiecie sg zaimplementowane. Co wigcej opis
modelowania molekularnego przedstawiony w czeSci 6 pracy roéwniez nie zawiera
podstawowych w takich opisach parametrow dotyczgcych zastosowanych protokotéw. One

moze i sa domysine w programic jak wspomina Doktorantka, jednak pakiet
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ten nie jest tak powszechny aby takie stwierdzenie bylo wystarczajace. Poza tym
w opisie eksperymentu komputerowego brakuje odnosnikéw do zastosowanych metod,
protokotow, technik, modeli 1 samego programu. To powazne uchybienie. W zwigzku z tym
niejasnym jest jak potwierdzano stabilnos¢ struktur i w zwigzku z tym na jakie podstawie
stwierdzono, ze czas symulacji 5 czy 10 ns jest czasem wystarczajacym. Autorka
komentujac rowniez obserwowane zmiany w konformacji peptydu konkluduje, Ze nie
zmieniala si¢ ona znaczgco w trakcie symulacji, ale nie wspomina co bylo punktem
odniesienia.

W podrozdziatach 5.3.1 oraz 5.3.2 Doktorantka komentuje odmienne zachowanie
niektorych sekwencji zbyt silnymi oddzialywaniami pomigdzy atomami tlenu grup
hydroksylowych np. tyrozyn a grupa e-aminowa lizyn. Czy podjeta zostata proba
oszacowania populacji wigzan wodorowych? Jest to przydatne narzedzie, do$¢ standardowe
w analizie trajektorii powstalej w wyniki symulacji danego ukladu w czasie, pozwalajace
pozna¢ zasieg tego typu oddziatywan z danej strukturze 1 jego zmiany w czasie.

Interesujacym wynikiem jest porownanie kluczowych odlegtosci w miejscu aktywnym
pomiedzy ludzkg aldolaza a wymodelowanymi strukturami peptydow HLHS 1 HLHG6
pokazane na Rys. 31. Szkoda jedynie, ze te niewielkie rdznice nie sa w zaden sposob
skomentowane jedynie pokazane. Innym sposobem na wizualizowanie réznic jest nalozenie
poréwnywanych struktur lub ich fragmentow na siebie 1/lub obliczenie $redniego odchylenia
kwadratowego odchylenia pozycji atomowych (z ang. RMSD).

W podrozdziale 5.6.5 gdzie dyskutowany jest wplyw zwigkszenia hydrofobowosci
srodowiska reakcji na miejsce aktywne Autorka zauwaza odbiegajace od pozostalych
peptydow testowanych w tej czesci badan zachowanie. Jest ono na tyle inne, ze mozna by
pokusi¢ si¢ o probe odtworzenia go za pomocg symulacji komputerowych uzywajac nawet
konwencjonalnych technik probkowania przestrzeni fazowe;.

W podrozdziale 5.6.8, w ktorym Doktorantka szczegdtowo dyskutuje wyniki otrzymane
dla odtworzenia miejsca aktywnego ze sztucznej aldolazy z uzyciem rusztowania C-MvaT
kilkakrotnie zabrakto mi odwotan do tabel, w ktorych zebrane zostaty wezesniejsze wyniki.
Na przyktad, podczas dyskusji wynikow otrzymanych dla peptydow MvaT26-MvaT33,
ktore sa pordwnywane z peptydami MvaT7 oraz MvaTl5 czy 16 przydaloby sie
przypomnienie, w ktorych tabelach znajduja si¢ wyniki dla tych witasnie peptydéw. By¢
moze nawet lepiej bytoby je dla wygody uwzgledni¢ w kolejnych tabelach tak aby czytelnik
mial je zgromadzone w jednym miejscu. Podobna uwage mam do prezentacji wynikow
w kolejnych podrozdziatach 5.6.9 1 5.6.10. Natomiast w koncowej Tabeli 35 zamykajacej

podsumowanie zabrakio odnosnikéw do danych literaturowych.
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W podrozdziale 5.6.9 gdzie rozwazano wplyw drugiej sfery koordynacyjnej na
aktywnos$¢ projektowanych peptydow na podstawie obliczonego pola katalitycznego dla
reakcji katalizowane] przez peptyd MvaTl5 Autorka wspomina rowniez o aktywnosci
peptydu MvaT25, ale ten oprocz przygotowania nie byt dalej analizowany ze wzgledu na
bardzo niska rozpuszczalnos¢ w wodzie i w calej pracy nie ma zadnych wynikow dla tego
peptydu. Stad tez jego przywotanie w tej czgsci jest zastanawiajgce.

Biorac pod uwage, ze w literaturze w ostatnich latach podnosi sie kwestie wplywu
dynamiki konformacyjnej na reaktywnosc i selektywnos¢ enzymow cheiatabym przy okazji
publicznej obrony przedyskutowa¢ z Doktorantka nastepujace kwestie: (i) czy
allosterycznos¢ odgrywa role w aldolazie? Czy mialoby sens rozwazanie jej
w przedstawionych w rozprawie ukiadach? (ii) Jak mozna by polaczy¢ informacje
pochodzace z widm CD z informacjami uzyskanymi na drodze symulacji komputerowych?

Doktorantce nie udato si¢ ustrzec pewnych wpadek edytorskich, jednak musze stanowczo
stwierdzi¢, ze praca jest bardzo uboga pod tym wzgledem. Z recenzenckiego obowigzku
wspominam je w swojej recenzji, jednak nie zastuguja one na zaden komentarz w trakcie
obrony. Wkradlo si¢ kilka literowek, pomylonej numeracji tabel czy rysunkéw. Jednak
w niczym nie zaktocity one ogdlnego odbioru pracy.

Mimo uwag krytycznych, ktére traktuje jako zagajenie do dyskusji, uwazam, ze praca
Pani mgr inz. Ozgi z nawiazka spetnia wymogi stawiane pracom doktorskim, Doktorantka
wilozyla ogrom pracy w badania 1 przedstawita uzyskane wyniki w ciekawy i dojrzaty
naukowo sposob.

Zdziwienie budzi tylko jedna publikacja wspélautorstwa Doktorantki donoszaca
o podobnych jak w niniejszej dysertacji zagadnieniach na liScie cytowanych prac. Materiatu
na kolejne wydaje si¢ by¢ az nadto.

Biorgc pod uwage nowatorska problematyke badawczg, wysoki poziom
badan naukowych przedstawionych w rozprawie doktorskiej a takze ogrom pracy wlozonej
w przeprowadzone badania w konkluzji wyraznie stwierdzam, ze przedstawiona przez
Doktorantke rozprawa speinia wszystkie warunki stawiane rozprawom doktorskim
okreslone w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz naukowych stopniach
naukowych i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65 z 14.03.2003 r., poz. 595, oraz Dz.U. nr
164 2 27.07.2005 r., poz.1365 wraz z pdzniejszymi zmianami) i wnosze o dopuszczenie mgr
inz. Katarzyny Ozgi do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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