UNIWERSYTET WARSZAWSKI ] {WCh
WYDzIAE. CHEMII \)

Warszawa, dn. 7.04.2015
Prof. dr hab. Stawomir Filipek,
Wydziat Chemii, Centrum Nauk Biologiczno-Chemicznych,
Uniwersytet Warszawski, Warszawa.
E-mail: sfilipek@chem.uw.edu.pl

Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr. inz. Elzbiety Walczak, pt.

»Wplyw modyfikacji strukturalnych w 11-cis-retinalu na przebieg procesu
fotoizomeryzacji w rodopsynie”

Rodopsyna nalezy do rodziny receptorow blonowych nazywanych skrotowo GPCR
tj. receptorow sprzgzonych z biatkami G (G-protein-coupled receptors). Jednak w
przeciwienstwie do innych receptorow, ktore sa aktywowane zwigzkami chemicznymi,
peptydami lub nawet biatkami, rodopsyna jest aktywowana kwantami $wiatta co umozliwia
nam widzenie. Przebieg procesow widzenia, a w szczegdlnosci aktywacja rodopsyny, sa
badane juz od XIX wieku, kiedy to odkryto funkcje tego biatka. Tym niemniej wiele
szczegotow tych proceséw odkryto dopiero w ostatnich latach, bowiem wymagalo to
krystalizacji rodopsyny 1/lub obliczen kwantowych o wysokim stopniu ztozonosci.

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska dotyczy wlasnie badan
teoretycznych/kwantowych nad aktywacja rodopsyny. Praca ma charakter klasycznej
rozprawy i obejmuje 141 stron. Wprowadzenie liczy 20 stron, opis Metod obliczeniowych 18
stron, Wyniki wraz z podsumowaniem po kazdym rozdziale 74 strony, zas sumaryczne
Podsumowanie i wnioski 5 stron. Bibliografia zawiera 300 pozycji. Rozprawa nie zawiera
niestety wykazu skrotow.

We Woprowadzeniu Autorka przedstawia ogdlng charakterystyke mechanizmow
zachodzacych w procesie widzenia, w szczegolnosci poszczegdlne etapy aktywacji rodopsyny
oraz role innych biatlek w tworzeniu kaskady sygnatowej, bowiem proces przekazywania
sygnatu do bialka G i nastgpnie do enzymu transducyny jest wzmacniany kilkaset razy na
kazdym etapie. Autorka dodaje m.in. Ze rodopsyna jest biatkiem bardzo ruchliwym dzigki
czemu moze stymulowaé aktywacje¢ wielu czgsteczek biatka G. Ostatnio stwierdzono jednak,

ze rodopsyna moze takze wystgpowaé we frakcji oligomerycznej. Nie musi to jednak
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zmniejsza¢ szybkos$ci przekazywania sygnatu bowiem biatko G jest bardziej ruchliwe niz
rodopsyna, jako ze jest tylko zakotwiczone w blonie komoérkowej za pomocg modyfikacji
hydrofobowych. Oligomeryzacja rodopsyny wprowadza dodatkowy stopien komplikacji w
wyjasnieniu procesOw widzenia i jak stwierdza Autorka rola oligomeryzacji tego biatka jest
wcigz nieznana. We Wprowadzeniu oméwiona jest takze struktura rodopsyny, bowiem biatko
to bylo skrystalizowane wiele razy, poczawszy od 2000 roku, w roznych stanach
aktywacyjnych. W szczegdlnosci Autorka omawia strukturg retinalu bedgcego chromoforem
w tym bialku oraz bardzo szczegdtowo opisuje, ze wzgledu na specyfike pracy, proces
fotoizomeryzacji retinalu i poszczegoélne Sciezki reakcji tego procesu. Omowione sg takze
struktury modyfikowanych chromoforéw badanych w niniejszej pracy. Na str. 10 Autorka
napisata, ze w rodopsynie wystepuje tylko jeden z czterech mozliwych enancjomerdéw
retinalu. Szkoda, ze nie pokazano struktury 3D tego enancjomeru a tylko schemat numeracji
atoméw w tym zwigzku.

Praca jest napisana znakomicie pod wzgledem jezykowym. Wystepuja bardzo nieliczne
bledy ortograficzne czy interpunkcyjne. Zauwazylem natomiast kilka nieprawidlowych
wyrazow: str. 14 ostyganie - stygnigcie; str. 77 balansujac = (tutaj) rownowazac; str. 106
prerekwizyt - warunek.

Po Wprowadzeniu Autorka precyzuje cele pracy, ktorymi sg: (1) okreslenie doktadnosci
stosowanych metod kwantowych do obliczen fotochemicznych w fazie gazowej oraz w
biatku; (2) analiza konformacyjna retinalu z pier§cieniem 8-czlonowym w kieszeni wigzacej
ligand w rodopsynie; oraz (3) okreslenie wptywu modyfikacji strukturalnych retinalu
(9 zwiazkow) na pierwszy etap fotoizomeryzaciji.

Stosownie do tych celéw Wyniki sg podzielone na cztery rozdziaty: dwa rozdzialy na
badanie pochodnych retinalu w (1) fazie gazowej oraz (2) w bialku; jak rowniez dwa
rozdzialy poswigecone wpltywowi modyfikacji retinalu na proces fotoizomeryzacji: (3)
metylacji 1 demetylacji, oraz (4) rozerwania pier§cienia B-jononu. Wyniki zawarte w tych
rozdziatach zostaty opublikowane w dwu pracach w Journal of Chemical Theory and
Computation w 2013 i 2014 roku. Dwie pozostate prace bgdace podstawa doktoratu sg w
formie manuskryptu oraz artykulu w recenzji. Czg$¢ wynikow zostata takze opublikowana w
formie rozdzialu w ksigzce w 2012 roku. Metody stosowane w rozprawie doktorskiej sg
omoOwione bardzo starannie. Ocenione sg takze rodzaje 1 wielkos¢ btedow jakie mogag si¢

pojawi¢ w obliczeniach. Przedstawiony jest takze ogdlny schemat profilu energetycznego na
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powierzchni energii potencjalnej stanu podstawowego i wzbudzonego oraz analogiczny
schemat dla pochodnych retinalu.

W pierwszym rozdziale Wynikow Autorka przedstawita charakterystyke geometrii
rownowagowych retinali bez pierScienia [B-jononowego oraz przeanalizowata wyniki
uzyskane z kolejnych metod kwantowo-chemicznych o zmniejszajacej si¢ dokladnosci:
CASPT2, CASSCF, MP2 i DFT. Autorka zauwazyta, ze optymalizacja geometrii w mniejszej
bazie funkcyjnej moze prowadzi¢ do catkowicie bitednych struktur geometrycznych.
Natomiast uzycie najmniej doktadnej metody DFT z funkcjonatem B3LYP prowadzito do
poprawnych geometrii ze wzgledu na kasowanie si¢ btedéw obliczeniowych. W zwiazku z
tym do badania geometrii w stanie podstawowym uzyto m.in. kombinacji metod
CASPT2//B3LYP.

W kolejnym rozdziale wynikéw przedstawiono charakterystyki —geometrii
rownowagowych modyfikowanych retinali w stanie podstawowym rodopsyny (tym razem juz
z pierScieniem P-jononowym). Obliczenia wykonano metoda QM/MM dla struktury
krystalicznej rodopsyny 1U19. W badanych uktadach czgs¢ QM zawierala badany zwiazek
oraz jedng grupe CH, Lys296, natomiast reszta bialka byla opisywana przez pole sitowe
Amber94. Przeanalizowano m.in. wptyw przeciwjonu (Glull3), ktory stabilizuje dodatni
fadunek zasady Schiffa chromoforu, oraz innych aminokwaséw w miejscu wigzacym na
wlasnosci spektroskopowe pochodnych retinalu.

Metody QM/MM uzyto takze w nastgpnym rozdziale wynikéw do zbadania $ciezki
reakcji fotoizomeryzacji retinalu i jego czterech metylowanych lub demetylowanych
pochodnych: 13-dm, 9-dm, 10-m, oraz 10-m-13-dm. Przeanalizowano mechanizm zwany
asynchronicznym watem korbowym dla zmiany sgsiednich katow dwusciennych tahcucha
retinalu. Ten mechanizm pozwala na wykorzystanie minimalnej przestrzeni w kieszeni
biatkowej podczas izomeryzacji cis-trans retinalu. Obliczono takze zmagazynowang energi¢
fotonowa w batorodopsynie - pierwszym stabilnym aktywnym stanie rodopsyny. Jest ona
proporcjonalna do wygigcia tancucha polienowego chromoforu. Poréwnujac z wynikami
doswiadczalnymi zauwazono takze, ze warto$¢ tej zmagazynowane] energii jest
proporcjonalna do aktywnosci transdukcyjnej pochodnych rodopsyny.

W ostatnim rozdziale wynikéw zanalizowano dwa acykliczne pochodne retinalu, w
ktorych pierscien B-jononowy jest rozerwany oraz jeden konformer retinalu z wbudowanym
pierScieniem 8-cztonowym. W wyniku przeprowadzonych obliczen uzyskano pelne $ciezki

fotoizomeryzacji w stanie wzbudzonym S; chromoforu. Analiza wykazata, ze nachylenie
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profilu reakcji natywnego pigmentu jest takie samo jak pigmentéw acyklicznych natomiast
acykliczne batorodopsyny magazynuja mniejsza ilo$¢ energii fotonowej co dobrze koreluje z
wyznaczong do$§wiadczalnie obnizong aktywnoscig transdukcyjng.

Autorka stwierdza, ze otrzymane wyniki moga by¢ wykorzystane np. do
zaprojektowania nowych ligandow rodopsyny, pochodnych retinalu, do leczenia
zwyrodnieniowych choréb siatkowki spowodowanych wadami genetycznymi.

Podsumowujac, rozprawa jest zwarta i napisana poprawnym jezykiem naukowym.
Zastosowano duzo réznorodnych i komplementarnych metod obliczeniowych w badaniu tak
istotnego biatka jakim jest rodopsyna. Wybor metod i krytyczna interpretacja uzyskanych
wynikéw $wiadczg o dojrzatosci naukowej Autorki. Z punktu widzenia recenzenta wymieni¢
rowniez pewne niedociagniecia. Rozprawa zawiera bardzo wiele tabel i schematow
przedstawiajacych bardzo szczegotowe dane. Takie dane powinny by¢ raczej umieszczone w
materiatach dodatkowych, gdyz znacznie utrudniajg tok czytania i przestaniajg gléwne
wnioski i osiggnicte wyniki. Brakuje natomiast rysunkow strukturalnych. W catej pracy nie
ma ani jednego rysunku pokazujacego orbitale molekularne (HOMO i LUMO) na retinalu 1
jego pochodnych ani ich zmian w czasie izomeryzacji. Takie rysunki w bardzo pogladowy
sposob utatwityby zrozumienie zachodzacych zmian i uchwycenie réznic w procesie
izomeryzacji natywnego retinalu i jego pochodnych. Z tego samego powodu brakuje takze
rysunkow powierzchni gestosci elektronowej dla analizowanych retinali a w szczegolno$ci
zmapowanego potencjatu elektrostatycznego na tych powierzchniach. Takie rysunki
pomagaja zrozumie¢ przedstawiane zagadnienia osobom niebedacym specjalistami w
dziedzinie chemii kwantowej. W pracy stwierdzono, ze dynamika retinalu ma duze znaczenie
dla przebiegu procesu fotoizomeryzacji — brakuje natomiast pokazania przyktadowych
ruchow oscylacyjnych retinalu 1 jego pochodnych — szczegolnie takich, ktore moglyby
przyspiesza¢ badz opdzniac izomeryzacjg.

Modele retinalu w fazie gazowej byly liczone przy niezoboj¢tnionym tadunku dodatnim
chromoforu. Wydaje si¢, ze wptyw tego efektu bedzie niewielki na porownywanie metod
obliczeniowych ale brakuje oceny btedu uzyskanych wynikow. Na Rys. 5.3 przedstawiono
trzy rozne geometrie chromoforu locked-11.8 zoptymalizowane w matrycy biatkowe;.
Brakuje informacji jakiej metody uzyto do znalezienia tych konformacji bowiem nie
stosowano dynamiki molekularnej a uzyskane struktury sg dosy¢ rdzne. Sama minimalizacja
energii uktadu chyba bytaby niewystarczajaca.

Str. 83. Niezrozumiaty opis: ,,grupy hydroksylowe reszt Glu122”.
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Str. 102. Cytuje: ,,minima na powierzchni stanu S; sg na tyle plytkie, ze aby je znalez¢
zmniejszono krok” — z kontekstu zdania wynika, ze chyba chodzito o waskie minima.

Wyzej wymienione niedociggni¢cia nie przestaniajag jednak znaczacej wartosci
naukowej dysertacji oraz znakomitego przygotowania doktorantki. Przedstawiona mi do
oceny rozprawa doktorska spetnia warunki okre§lone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.), dlatego przedktadam wniosek do Rady Naukowej
Wydzialu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej 0 dopuszczenie mgr. inz. Elzbiety

Walczak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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