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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Ozgi pt. ,,Foldamery peptydowe o

aktywnosci aldolazowej”

Praca doktorska Pani mgr inz. Katarzyny Ozgi zostata wykonana pod kierunkiem dr hab. inz. Lukasza
Berlickiego prof. uczelni z Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej. Tematem pracy sg badania
majace na celu uzyskanie wydajnego sztucznego enzymu o aktywnosci aldolazowej. Oceniania praca tgczy
w ciekawy sposob zagadnienia z zakresu biochemii, biotechnologii, chemii peptydow i biatek, a takze
syntezy organicznej i jest kontynuacja wieloletnich juz zainteresowan dr hab. Fukasza Berlickiego.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska liczy 175 stron i zostata przygotowana w klasycznym
ukladzie pracy eksperymentalnej zawierajacej wstep, cel pracy, wyniki i dyskusje oraz czgsé
eksperymentalng. Rozprawa zawiera rowniez streszczenie w j. polskim i angielskim, a takze wykaz skrotow,
a catos¢ zostata przygotowana w estetycznej postaci ksigzkowej. Bibliografia wienczaca dysertacje stanowi
liste 106 prac opublikowanych gléwnie w ostatnim dwudziestoleciu.

Wstep pracy liczacy 41 stron, zostal napisany niezwykle przejrzyscie i zawiera najwazniejsze informacje
poswigcone zarowno strukturom jak i mechanizmom dziatania aldolaz klasy I i II. Czynigc wstep do tematu
rozprawy, Autorka opisata najistotniejsze foldamery peptydowe przyjmujace struktury drugorzedowe jak
1 wyzsze formy organizacji. Nastgpnie opisata najistotniejsze podejscia stosowane przy projektowaniu
enzymow tj. ukierunkowang ewolucje, katalityczne przeciwciala i polimery z odciskiem molekularnym,
projektowanie racjonalne oraz podejscie minimalne. Rozdziat ten jest bardzo pouczajacy i przydatny
czytelnikom recenzowanej rozprawy. Podrozdziat 3.3.2. poswiecony polimerom z odciskiem molekularnym

nie odnosi si¢ praktycznie do literatury, co, domyslam sie, zostato poczynione w tzw. ,,biegu”. W paragrafie




poswigeconym projektowaniu racjonalnemu Doktorantka opisuje schematyczne podejscie stosowane
w optymalizacji teozymu. Nie jest dla mnie jasne dlaczego przy projektowaniu miejsca aktywnego bierze sie
pod uwage dziewig¢ struktur krystalicznych. Domyslam sie, ze odnosi si¢ to do konkretnego przypadku, o
ktérym Doktorantka nie wspomniata, opisujac typowa strategi¢ otrzymywania sztucznych enzymow.
Ostatnia czes$¢ wstepu to opis dotychczas otrzymanych sztucznych aldolaz oraz katalitycznych foldamerdw.
Z opisu tego jasno wynika, ze w literaturze obecna jest znikoma liczba doniesien dotyczacych katalitycznych
foldamerow, a opisane przyktady posiadaja aktywnos¢ katalityczna daleka od natywnych enzymow gltownie
z powodu konstruowania enzymow opartych o struktury drugorzedowe.

Nieczesto zdarza si¢ by recenzent mogt sam zgadna¢ jaki jest cel pracy po przeczytaniu wstepu. To
wlasnie mialo miejsce w tym wypadku, co $wiadczy o bardzo dobrze przygotowanym wprowadzeniu do
pracy doktorskiej. Autorka jako nadrzedny cel swojej pracy okresla potrzebe opracowania racjonalnej
metody otrzymywania sztucznych enzymow z wykorzystaniem struktur wyzszego rzedu — w tym wypadku
foldamerow peptydowych - by uwzgledni¢ wptyw drugiej sfery koordynacji, ktéora moduluje 1 wptywa na
aktywnos¢ oraz selektywno$¢ dziatania naturalnych enzymow. Realizacje swojego celu Autorka podzielita
na dwie glowne czgsci. Pierwsza z nich opiera si¢ na skonstruowaniu mimetykéw aldolazy z uzyciem o.,p-
peptydow tworzacych struktury drugo- i trzeciorzedowe zaprojektowane de novo w oparciu o helisg
9/10/9/12. Druga natomiast to wykorzystanie mini-biatka MvaT jako rusztowania do optymalizacji drugiej
sfery koordynacji w celu skonstruowania jak najwydajniejszej sztucznej aldolazy.

Pierwsze akapity rozdziatu ,,Wyniki i dyskusja” to opis syntezy peptydow oraz substratow
fluorogenicznych, stosowanych nastepnie do badania aktywnosci tychze peptydow. Wigkszos¢ pomiarow
aktywnosci zostata przeprowadzona z uzyciem metodolu, ktory jak podaje Doktorantka jest stabo
rozpuszczalny w wodzie. Niestety nie mogltem znalez¢ nigdzie informacji o wydajnosci kwantowej tego
zwigzku oraz minimalnego stezenia pozwalajacego na badanie aktywnosci enzymatycznej. Zastosowanie
zwigzkow fluorogenicznych o wysokiej wydajnosci kwantowej niweluje koniecznos¢ stosowania substratow
jak i peptydow katalitycznych w wyzszym stezeniu i tym samym obniza koszty badan. Doktorantka, co
prawda  otrzymata  substrat  (8-(1-hydroksy-3-oksobutylo)pireno-1,3.,6,-trisulfonian) o  lepsze]
rozpuszczalnosci, jednakze nie podata informacji o maksymalnym stezeniu i wydajnosci kwantowej. W tym

wypadku byto to zbedne ze wzgledu na dekompozycje substratu w roztworze wodnym.



Pierwszy etap pracy nad otrzymaniem sztucznych aldolaz to projektowanie katalitycznych peptydow
z uzyciem struktury helisa-petla-helisa. Do tego celu Autorka wybrata wczes$niej zbadane eksperymentalnie
1 stabilne w wodzie helisy 9/10/9/12, ktdre zostaty potgczone ruchomym trdjglicylowym tgcznikiem. Celem
tej fazy badan bylo stworzenie modeli najprostszych aldolaz zawierajacych wyeksponowane reszty lizyny,
a takze zdefiniowane S$rodowisko hydrofobowe otrzymane poprzez umieszczenie reszty tyrozyny
i fenyloalaniny w wybranych pozycjach. Pomiary aktywnosci wykazaly, ze najlepszy z peptydow HLH2,
zawierajacy po trzy lizyny na kazdej z helis, przyspiesza reakcje modelowa 500 razy. W tym miejscu nie jest
dla mnie jasne dlaczego Autorka zatasowata pH 8 jako standard do swoich badan. Tu prosze o komentarz.
Prosze¢ réwniez o odpowiedz na pytanie o wplyw sktadnikow buforu na aktywnos$¢ enzymatyczna.
Wyobrazam sobie, ze przy tak prostych modelach sktad buforu moze mie¢ istotny wptyw na reaktywnosé
peptydow. W kolejnych fazach badan Autorka w badanym uktadzie umiescita reszty aminokwasowe uznane
za katalityczne 1 wystgpujace w naturalnych aldolazach positkujac sie strukturami krystalicznymi, a takze
zastosowata nieco dluzszy linker (czteroglicylowy) celem zwiekszenia odlegtosci pomiedzy helisami.
Podejscia te pozwolity na uzyskanie peptydow HLH10 i HLH11, w ktérych miejsce aktywne stanowity dwie
reszty lizyny i tyrozyny, ktoére charakteryzowaly si¢ dwukrotnie wyzsza aktywno$cig niz peptyd
wyselekcjonowany w pierwszej fazie badan.

Przeprowadzone badania z uzyciem szeregu peptydow helikalnych nie przyniosty Autorce
bezposrednich dowoddw na to, ze obie helisy sg utozone rownolegle do siebie, a tym samym, ze wszystkie
reszty katalityczne znajduja si¢ w pozadanym rozmieszczeniu przestrzennym. Z tego powodu podjeta sie
(Ona) zaprojektowaniu i otrzymaniu innych rusztowan typu helisa-zwrot-helisa, w ktorych te same, co
poprzednio helisy zostaty potaczone sztywnym tacznikiem zbudowanym z cyklicznych B-aminokwasow —
powtorzen izomerow cis-(S, R) albo izmoredw cis-(R,S). llos¢ mozliwych konformacji zaréwno tacznika jak
1 helis wynosita blisko 200. Hipotetyczne struktury zostaly przefiltrowane ze wzgledu na polozenie helis, co
w rezultacie doprowadzilo do wylonienia czterech rusztowan. Cho¢ wyobrazam sobie zastosowang
procedure to prositbym Doktorantke o zobrazowanie jej podczas obrony. Do oceny rzeczywistej struktury
peptydow bardzo stusznie wybrano spektroskopie NMR. Z analizy widm 'H-"H-ROSY przeprowadzonej dla
zaprojektowanych peptyddw wynika, ze w zasadzie tylko w przypadku peptydu HTHS5 zaobserwowano

oddziatywania pomiedzy helisami. Jednakze dla tego peptydu zaobserwowano najnizsza aktywnos$¢



enzymatyczng interpretowang przez Autorke jako konsekwencja niewlasciwego ulozenia grup
katalitycznych. Mimo jasnosci sytuacji Doktorantka zakonczyta badania na tej grupie peptydow. Pytanie
dlaczego? Kontrola nad utozeniem helis prosi si¢ o gruntowniejsza optymalizacj¢ celem selekcji najbardziej
aktywnego wariantu. Odpowiadajgc po czesci na to pytanie, Autorka w kolejnym etapie badan dodata trzecia
helise do peptydu HTHS5 uzyskujac trzy nowe warianty. Przeprowadzona analiza widm CD i NMR dla tych
uktadéw wskazuje na to, ze trzecia helisa stwarza de facto zawadg sferyczna i zmienia utozenie dwoch
pierwszych helis w ten sposob, ze na widmach NMR brak jest widocznych kontaktow miedzyhelikalnych.
Mimo braku zdefiniowanych oddzialywan badania pokazuja, ze dodanie trzeciej helisy podnosi dwukrotnie
aktywnos¢ katalityczng wzgledem peptydu HTHS ale jest ona dwukrotnie nizsza niz w przypadku najbardzie;j
aktywnych peptydéw uzyskanych przez Autorke.

Najbardziej wartosciowa wedtug mnie czgscig pracy mgr inz. Katarzyny Ozgi jest zastosowanie mini-
biatka C-MvaT jako sztywnego rusztowania dla rozmieszczenia reszt aminokwasowych tworzacych miejsce
katalityczne. Sposrdd 47 reszt tworzacych C-koncowy fold biatka MvaT Autorka w swoich badaniach
ograniczyta sie do 43, odrzucajgc po dwie skrajne reszty aminokwasowe nietworzace struktury
trzeciorzedowej. Nastepnie przeprowadzita synteze i wstepna charakterystyke stabilnosciowa otrzymanego
mini-biatka. Zarowno widmo CD jak i przebieg topnienia biatka wskazuje na trwala i stabilng strukture
otrzymanego rusztowania. Doktorantka zaobserwowata brak aktywnosci katalitycznej samego biatka w pH
7.5 i pojawienie sie jej w pH 8. Jako wyjasnienie tego zjawiska podaje fakt, ze grupy aminowe lizyny moga
by¢ zdeprotonowane w pH 8 jednoczesnie wskazujac na to, ze pKa takich reszt wynosi 10. Gdyby pKa reszt
aminowych lizyny wynosito faktycznie 10, to w pH 8.0 bylyby one zdeprotonowane w 1% co mozna uzna¢
za brak deprotonacji. Bardziej prawdopodobne jest to, ze ze wzgledu na trwalg strukturg trzeciorzedowa
i bliska obecnos¢ dodatnio natadowanych reszt aminowych lizyny ich pKa, jest mocno zdywersyfikowane.
Pokazano bowiem na przyktadach innych biatek, ze w takim wypadku pKa niektorych reszt lizyny moze si¢
obnizy¢ do pKa = 8 czy nawet 7 i to to zjawisko jest najbardziej prawdopodobne w tym przypadku. Aby
pozbawi¢ biatko katalizy w tych warunkach Autorka usuneta z sekwencji biatka wszystkie reszty lizynowe
pozostawiajac jedynie Lys83 jako niekatalityczng. Dopiero na tak zdezaktywowanym rusztowaniu
umieszczata ona Kkatalityczng reszte lizyny. Przy wyborze poszczegdlnych wariantow Doktorantka

sugerowata sie nie tylko aktywnoscig katalityczng, ale rowniez stabilnoscia biatka badang poprzez pomiar



widm CD i topnienia biatka. Jako punkt wyjscia do dalszej optymalizacji wybrata konstrukt zawierajacy
reszte lizyny i tyrozyny odpowiednio w pozycjach 108 i 105 (MvaT7). Autorka w swoim postepowaniu
zwigkszata hydrofobowos¢ srodowiska poprzez wprowadzanie reszty Tyr i Phe uzyskujac wariant MvaT15
przyspieszajacy reakcje 500 razy. Proba ustabilizowania tego wariantu poprzez elektrostatyczng stabilizacje
rusztowania nie powiodla si¢, a otrzymane konstrukty nie wykazywaly zwiekszonej aktywnosci
enzymatycznej. Podobna sytuacja miata miejsce przy optymalizacji peptydu MvT15 poprzez usztywnienie
struktury bazujacej na wprowadzeniu f-aminokwasow.

Najwigkszego postepu w swoich badaniach Autorka dokonata poprzez wprowadzenie tadunkow
w drugiej sferze koordynacji. Postgpowanie to jednak nie odbylo si¢ z zastosowaniem jednej rundy.
Doktorantka krok po kroku badata wptyw dodatnich tadunkow wprowadzajac je w rozne pozycje mini-biatka
calkowicie przemodelowujac pierwotne roztozenie reszt lizynowych. Koniec koncéw zmudna, ale jak sie
okazuje owocna optymalizacja tadunkéw zaréwno dodatnich jak i ujemnych szczegdtowo opisana w czesci
rezultatowej pracy doprowadzila Autorke do uzyskania konstruktow MvaT47 i MvaT49 wykazujacych
siedmiokrotnie wyzsza aktywno$¢ niz najlepszy uzyskany dotad wariant mini-biatka. Przyznam sig, ze
czytajac kolejne rozdzialy rozprawy miatem przez chwile wrazenie, ze uzyskanie wyraznie réznigcego si¢
aktywnoscig wariantu nie bedzie w ogole mozliwe. Mimo, ze kazdy krok optymalizacji jest szczegdétowo
opisany i jasny to prosz¢ Doktorantk¢ aby podczas swojej prezentacji mogta bardziej przyczynowo-
skutkowo podejs¢ do kolejnych krokow poszukiwania optymalnych wariantow. Jestem przekonany, ze
wiedza na temat wlasciwosci kwasowo-zasadowych reszt lizyny w poszczegolnych pozycjach mogtaby
skrocié proces optymalizacji lub doprowadzi¢ do wytonienia bardziej aktywnego enzymu. Sugeruj¢ zatem,
by w przysztosci przy zastosowaniu rusztowan trojwymiarowych poswieci¢ wiecej czasu by zglebi¢ wiedze
w tym obszarze.

Nie mam zasadniczych zastrzezen do recenzowanej rozprawy. Prace czyta sie z wielkg przyjemnoscia
mimo, Zze opisuje ona nietatwe w realizacji i prezentacji badania optymalizacji aktywnosci enzymatycznej
bazujacej na foldamerach i strukturach peptydowych wyzszego rzedu. Praca, mimo, ze naukowa, posiada
narastajgce napiecie, ktérego kulminacjg jest uzyskanie najbardziej optymalnego wariantu katalitycznego.
Badania przedstawione w pracy pokazuja sit¢ racjonalnej optymalizacji aktywnos$ci katalitycznej. Dzigki

temu nie jest konieczne przesiewanie ogromnej ilosci sekwencji, ktorych projektowanie odbywa sie poprzez



wprowadzenie mieszanin aminokwasow. Waznym etapem badan zawartych w rozprawie jest zastosowanie
modelowania. Cho¢ nie zawsze wyniki modelowania ida w parze z wynikami eksperymentalnymi to
przydaja si¢ one przy wyborze kolejnych strategii badawczych. Praca doktorska pani mgr inz. Ozgi pokazuje
w zasadzie po raz pierwszy na przyktadzie aktywnosci aldolazowej jaki istotny wptyw ma druga sfera
koordynacji w projektowanych modelach katalitycznych wskazujac tym samym, Ze od doboru rusztowania
zalezy zasadniczo sukces poszukiwania i optymalizacji sztucznych enzymow.

Wiekszo$¢ swoich pytan juz zadalem. Chcialbym jednak poprosi¢ Doktorantke by mogla
przedyskutowa¢ wady i zalety roznych podej$¢ stosowanych w poszukiwaniu sztucznych enzyméw w ujeciu
aktywnosci aldolazowej oraz by przedyskutowata kolejne, warte zastosowania strategie. Autorka w swojej
pracy borykata sie z niestabilno$cia niektérych wariantow biatkowych. Jaki wptyw mogtoby nies¢ ,.spigcie™
obu koncéw bialka? Zabieg ten wydaje si¢ osiggalny, gdyz mini-biatko otrzymywano syntetycznie.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr. inz.
Katarzyny Ozgi spelnia wymogi ustawy, stanowi oryginalne rozwigzanie naukowe, wykazuje wiedze
teoretyczng Autorki, jak i umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. W zwigzku
z powyzszym wnosze o dopuszczenie Pani mgr inz. Katarzyny Ozgi do dalszych etapéw postepowania
doktorskiego. Biorgc pod uwage fakt, ze praca Doktorantki stanowi istotny wkiad w projektowanie
sztucznych enzymoéw do celow chemicznych i biotechnologicznych oraz poznanie mechanizméw

katalitycznych enzymow wnosze o wyrdznienie recenzowanej rozprawy doktorskiej.
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