
:'````-`"_\``

Politechnika [6dzka
Metlzyresoi.to\vy  in`stytut Techniki  Radiacyjnej

Dr hab. in2. Agnieszka Dybala-Defratyka, prof. PL
Mi?dzyresortowy lnstytut Teclmiki Radiacyjnej
Wydzial Chemiczny
Politechnika L6dzka

LATPL

L6d2, 8 listopada 2019

RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Ozgi

pt. Foldamery peptydowe o aktywno§ci aldolazowej

Mgr   Katarzyna   02ga   wykonala   swoja   prac?   doktorskq   na   Wydziale   Chemicznym

Politechniki Wroclawskiej w Zakladzie Chemii Bioorganicznej  pod kierunkiem dr hab.  in2.

Lukasza Berlickiego.  Rozprawa rna tradycyjna form?. Obejmuje  175  stron zwi?Zle napisanej

dysertacji.  Na  pochwal?  zasfugrje  fakt,  Ze  wydrukowana  zostala  obustronnie  w  formacie

mniejszym  niz  85.  Prac?  otwiera  streszczenie  w j?zyku  polskim  i  angielskim  oraz  wst?p

teoretyczny obejmuj?cy 40 stron, w kt6rym Doktorantka stopniowo wprowadza czytelnika w

zlozony  Swiat  katalizy enzymatycznej  ria  przykladzie  aldolaz  oraz  wsp61czesnych  narz?dzi

badawczych  wykorzystywanych  do  projektowania  enzym6w c/L> #(jvtJ.  Z racji,  Ze  w ramach

jednego  z  tych  narz?dzi  stosuje  si?  rusztowania  peptydowe  Autorka  r6wnie2  przedstawia

w podstawowym acz wystarczajqcym zakresie foldamery peptydowe, kt6re wykorzystywala

w  swoich  badaniach.  Nast?pnie  Doktorantka jasno  formufuje  cel  swojej  pracy  badawczej,

kt6rym   byla   pr6ba   wykorzystania   wlasnie   foldamer6w   peptydowych   do   opracowania

racjonalnej  metody projektowania sztucznych enzym6w na przykladzie mimetyk6w aldolaz

k]asy  I.  Cel  pracy jest  realizowany  w  dw6ch  cz?Sciach;  w  pierwszej  Autorka  projektuje

mimetyki  uzywajqc  Ci,P-peptyd6w  przyjmujacych  struktury trzeciorz?dowe  zaprojektowane

c/L> #ovo z wykorzystaniem odpowiednich kombinacji struktur, w drugjej zas wykorzystuje G-

peptydowq struktur? mini-bialka -C-koricowej  domeny bialka MvaT -przyjmujqca stabiln?

konformacj? trzeciorz?dowq. Przedmiot dysertacji Pani mgr inz. Ozgi bardzo dobrze wpisuje

si? w og6]no§wiatowe poszukiwanie sztucznych material6w, kt6re nasladujac z}o2one uklady

naturalne,  takie  jakimi  sa  enzymy,  moga  mie6  wr?cz  nieprzewidywalny  do  korica  efekt

w   chemii   syntetycznej   i   biologii.   Jedna   z   grup   takich   material6w   sq
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foldamery. Opisane ju2 zostaly w literaturze r62ne rodziny tych struktur molekulamych, ich

wla§ciwo§ci    i    zachowanie    mozna    modyfikowa¢    dos6    precyzyjnie    poprzez    zmiany

w ukladzie  pi.zestrzennych  grup funkcyjnych.  Z racji jednak, Ze foldamery moga zwija6 si?

inaczej  ni2  naturalnie  wyst?pujace  czasteczki  moga  w  ten  spos6b  tworzy6  inne  struktury

drugorz?dowe  o  wla§ciwo§ciach  niespotykanych  w  naturalnych  zwiqzkach.  To  czyni  je

z jednej  strony  bardzo  obiecujqcymi  obiektami  w  poszukiwaniu  mimetyk6w  naturalnych

enzym6w,   za§  z  drugiej   pokazuje  jak  wiele  parametr6w  sklada  si?  na  takq  wydajnos6

biokatalizator6w jak?  znamy  i  jak  trudno  moze  bye  j?  odwzorowa6  projektujac  enzymy

w laboratorium. Trudno nie znaczy jednak niemo2liwie i Doktorantka ambitnie podeszla do

postawionego   sobie   zadania   testujac   niespotykane   struktury   foldamer6w,   skrupu]atnie

optymalizujac, poprzez stosowanie r6Znych podej§6, uzyskane miejsce aktywne wychodzac

znacznie poza powszechnie do tej  pory w literaturze podejscia, na przyklad  uwzgl?dniajqc

w procesie optymalizacji r6wnie2 drugs sfer? koordynacyjna miejsca aktywnego.

Kolejno, w przedlozonej  mi  do recenzji  pracy,  om6wione zostaly wyniki  badari oraz ich

dyskusja.  Taka  kolejno§6 jest  cz?sto  spotykana  w  czasopismach  naukowych,  pozwala  od

razu  skupi6  uwag?  na  bezpo§rednich  efektach  zaplanowanych prac  badawczych.  Ta  cz?§6

dysertacji   obejmuje   89   stron.   Najwazniejsze   wyniki   Autorka   przedstawia   w   formie

wykres6w (widma CD9 eliptyczno§6), tabel (sekwencje, dane kinetyczne) oraz i]ustruje je za

pomoca wizualizacji struktur. Podobnie jak w przypadku cz?§ci wst?pnej  ten rozdzial pracy

jest napisany klarownie, konkretrie, poprawnym j?zykiem oraz co r6wniez wazne ciekawie.

Z  racji,  2e  nie  specjalizuj?   si?  w  syntezie  organicznej,  w  tym  r6wniez  w  syntezie

peptyd6w,  nie  mog?  szczeg61owo  skomentowa6  przeprowadzonych  badah  w tym  zakresie.

Mog? jednak  odnie§6  si?  do nich og6lnie,  na podstawie  wrazenia jakie  wywoluje  ich  opis

w  przedlozonej   pracy.   W  moim  odczucie  badania  zostaly  wykonane  rzetelnie  zgodnie

z przyj?tymi w tym zakresie standardami.

Odnios? si? natomiast to pozostalych wynik6w w kolejno5ci ich omawiania w dysertacji.

W  rozdziale  5.3  Autorka  opisuje  projektowanie  sztucznych  aldolaz  przy  u2yciu  struktury

helisa-p?tla-helisa.   W  pierwszym   etapie  badari   zaplanowane   struktury  zostaly  r6wniez

wymodelowane  jednak  opis  tego  procesu  jest  bardzo  pobie2ny,  co  nie  pozwala  w  pelni

ocenj6  czy  zastosowane  podej§cie  bylo  zasadne  a  otrzymana  struktura  nadawala  si?  do

dalszej  oceny/intelpretacji. Doktorantka wspomina, Ze do badari /.# ,s'7./7.c'o zastosowala pakiet

Discovery Studio, jednak nie sam program odgrywa kluczow? rol?,  a zastosowane metody

czy  techniki  ob]iczeniowe,  kt6re  w  takim  pakiecie  sq  zaimplementowane.  Co  wi?cej  opis

modelowania   molekulamego   przedstawiony   w   cz?§ci   6   pracy   r6wniez   nie   zawiera

podstawowych w takich opisach parametr6w dotyczqcych zastosowanych protokol6w. One

: XYk .
moze  i  sq domy$1ne w programie jak wspomina Doktorantka, j.ednak pakiet
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ten   nie  jest   tak   powszechny   aby   takie   stwierdzenie   by{o   wystarczajace.   Poza   tym

w  opisie  eksperymentu  komputerowego  brakuje  odno§nik6w  do  zastosowanych  metod,

protokol6w, technik, modeli i samego programu. To powazne uchybienie. W zwiqzku z tym

niejasnym jest jak  potwierdzano  stabilnos6  struktur i  w  zwiazku  z tym  na I.akie podstawie

stwierdzono,   Ze   czas   symulacji   5   czy   10   ns   jest   czasem   wystarczajacym.   Autorka

komentujqc   r6wniez   obserwowane   zmiany  w   konformacji   peptydu   konkluduje,   Ze   nie

zmieniala   si?   ona  znaczaco   w  trakcie   symulacji,   ale   nie  wspomina   co  bylo   punktem

odniesienia.

W   podrozdzia±ach   5.3.I    oraz   5.3.2   Doktorantka   komentuje   odmienne   zachowanie

niekt6rych    sekwencji    zbyt   silnymi    oddzialywaniami    pomi?dzy   atomami    tlenu   grup

hydroksylowych   np.   tyrozyn   a   grupa   €-aminowq   lizyn.    Czy   podj?ta   zostala   pr6ba

oszacowania populacji wiqzah wodorowych? Jest to przydatne narz?dzie, do§¢ standardowe

w  analizie  trajektorii  powstalej  w  wyniki  symulacji  danego  ukladu  w  czasie,  pozwalajace

pozna6 zasi?g tego typu oddzialywari z danej strukturze i jego zmiany w czasie.

Interesujqcym  wynikiem jest  por6wnanie  kluczowych  odleglo§ci  w  miejscu  aktywnym

pomi?dzy  ludzkq   aldolazq   a   wymodelowanymi   strukturami   peptyd6w   HLH5   i   HLH6

pokazane  na  Rys.   31.   Szkoda  jedynie,   Ze  te  niewielkie  r6Znice  nie  s?  w  2aden  spos6b

skomentowane jedynie pokazane. Innym sposobem na wizualizowanie r62nic jest nalozenie

por6wnywanych struktur lub ich fragment6w na siebie i/lub obliczenie §redniego odchylenia

kwadratowego odchyleiiia pozycji atomowych (z ang. RMSD).

W   podi`ozdziale   5.6.5   gdzie   dyskutowany  jest   wptyw   zwi?kszenia   hydrofobowo§ci

§rodowiska   reakcji   na   miejsce   aktywne   Autorka   zauwa2a   odbiegaj?ce   od  pozostalych

peptyd6w testowanych w tej  cz?§ci badari zachowanie.  Jest  ono na tyle  inne,  Ze mo2na by

pokusi6  si? o pr6b? odtworzenia go za pomoca symulacji komputerowych uzywajqc nawet

konwencjonalnych technik pr6bkowania przestrzeni fazowej.

W podrozdziale  5.6.8,  w kt6rym Doktorantka szczeg61owo dyskutuje wyniki  otrzymane

dla  odtworzenia miejsca aktywnego ze  sztucznej  aldolazy z u2yciem rusztowania C-MvaT

kilkakrotnie zabraklo mi odwolah do tabel, w kt6rych zebrane zostaly wcze§niejsze wyniki.

Na  przyklad,  podczas  dyskusji  wynik6w  otrzymanych  dla  peptyd6w  MvaT26-MvaT33,

kt6re   sa   por6wnywane   z   peptydami   MvaT7   oraz   MvaT15   czy    16   przydaloby   si?

przypomnienie,  w  kt6rych  tabelach  znajduj?  si?  wyniki  dla  tych  wlasnie  peptyd6w.  Bye

moze nawet ]epiej byloby je dla wygody uwzgl?dni6 w kolejnych tabelach tak aby czytelnik

mial je  zgromadzone  w jednym  miejscu.  Podobn?  uwag?  man  do  prezentacji  wynik6w

w  kolejnych podrozdziafach  5.6.9  i  5.6.10.  Natomiast  w  koricowej  Tabeli  35  zamykajacej

podsumowanie zabrak]o odno§nik6w do danych literaturovych.
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W   podrozdziale   5.6.9   gdzie   rozwa2ano   wplyw   drugiej    sfery   koordynacyjnej    na

aktywno§6  projektowanych  peptyd6w  na  podstawie  obliczonego  pola  katalitycznego  dla

reakcji   katalizowanej   przez  peptyd  MvaT15   Autorka  wspomina  r6wniez  o  aktywnosci

peptydu  MvaT25,  ale  ten  opr6cz przygotowania  nie  byl dalej  analizowany ze wzgl?du  na

bardzo niska rozpuszczalnos6  w wodzie  i w calej  pracy nie rna Zadnych wynik6w dla tego

peptydu.  Stad tez jego przywolanie w tej cz?§ci jest zastanawiaj?ce.

Biorac  pod  uwag?,  2e  w  literaturze  w  ostatnich  latach  podnosi  si?  kwestie  wplywu

dynamiki konformacyjnej  na reaktywnos6 i selektywno§6 enzym6w chcialabym przy okazji

publicznej     obrony    przedyskutowa6     z    Doktorantk?    mast?pujace    kwestie:     (i)    czy

allosteryczno$6     odgrywa     ro]?     w     aldolazie?     Czy    mialoby     sens     rozwazanie    jej

w   przedstawionych   w   rozprawie   ukladach?   (ii)   Jak   mo2na   by   polaczy6   informacje

pochodz?ce z widm CD z informacjami uzyskanymi na drodze symulacji komputerowych?

Doktorantce nie udalo si? ustrzec pewnych wpadek edytorskich, jednak musz? stanowczo

stwierdzi6,  Ze  praca jest  bardzo  uboga  pod  tym  wzgl?dem.  Z  recenzenckiego  obowiqzku

wspominam je  w  swojej  recenzji, jednak  nie  zaslugujq  one  na  2aden  komentarz w  trakcie

obrony.   Wkradlo  si?  kilka  liter6wek,  pomylonej  numeracji  tabel  czy  rysunk6w.  Jednak

w niczym nie zakl6cily one og61nego odbioru pracy.

Mimo  uwag  krytycznych,  kt6re  traktuj? jako  zagajenie  do  dyskusji,  uwa2am,  Ze  praca

Pant  mgr in2.  Ozgi  z nawiqzka spelnia wymogi  stawiane pracom doktorskim,  Doktorantka

wlo2y±a  ogrom  pracy  w  badania  i  przedstawila  uzyskane  wyniki  w  ciekawy  i  dojrzaly

naukowo spos6b.

Zdziwienie    budzi    tylko   jedna    pub]ikacja   wsp61autorstwa    Doktorantki    donosz?ca

o podobnych jak w niniejszej dysertacji zagadnieniach na liscie cytowanych prac. Materiafu

na kolejne wydaje si? bye a2 nadto.

Bior?c      pod      uwag?      nowatorsk?      problematyk?      badawcza,      wysoki      poziom

badah naukowych przedstawionych w rozp}.awie  doktorskiej  a tak2e ogrom pracy wlozonej

w  przeprowadzone  badania  w  konkluzji  wyrainie  stwierdzam,  2e  przedstawiona  przez

Doktorantk?    rozprawa    spelnia    wszystkie    warunki    stawiane    rozprawom    doktorskim

oit:restore w  Usf awie o stopniach naukowych  i  tytu/e naukowym  orciz naukowych  stopniach

#c7»4'(jwj;c'¢  ;-/)//zf/c7  w zcfA'rc,`'/.c L`'z/zr/t/.  (Dz.U.  nr  65  z  14.03.2003  r.,  poz.  595,  oraz  Dz.U.  nr

164 z 27.07.2005 r., poz.1365 wraz z p6Zniejszymi zmianami) i wnosz? o dopuszczenie mgr

inz. Katarzyny Ozgi do dalszych etap6w przewodu doktorskiego.
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