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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Anny Szczepariskiej pt. ,Projektowanie,
synteza i aktywnos¢ minibialek katalizujgcych reakcje tworzenia wigzania wegiel-
wegiel”

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Anny Szczepanskiej przygotowana na Wydziale
Chemicznym Politechniki Wroclawskiej prezentuje wyniki oryginalnych badan naukowych
zrealizowanych pod kierunkiem prof. dr. hab. inz. Lukasza Berlickiego. Przedstawione w
dysertacji badania dotycza aktualnego i intensywnie rozwijanego obszaru, jakim jest
projektowanie nowych katalizatoréw biatkowych. Obejmuja one zaréwno optymalizacje
struktury minibiatka opartego na znanej domenie MvaT, jak i projektowanie de novo czasteczek
zdolnych do katalizowania reakcji tworzenia wigzania wegiel-wegiel.

Enzymy naleza do najbardziej efektywnych i selektywnych katalizatoréw chemicznych.
Umozliwiaja prowadzenie reakcji w lagodnych warunkach, czesto z wysoka chemo-, regio- i
stereoselektywnoscig, dlatego znajdujg coraz szersze zastosowanie w syntezie zwigzkéw
biologicznie czynnych, farmaceutykéw oraz produktéw przemystu chemicznego.
Wykorzystanie naturalnych enzyméw jest jednak ograniczone przez ich wysoka specyficzno$é
substratows, ograniczony zakres warunkdéw, w ktérych zachowuja aktywno$¢, oraz czesto
niewystarczajaca stabilno$¢ w obecnosci rozpuszczalnikéw organicznych lub podwyzszonej
temperatury. Z tego wzgledu projektowanie nowych katalizatoréw biatkowych zdolnych do
przyspieszania reakcji, dla ktérych nie istniejg naturalne enzymy lub ktére samorzutnie
przebiegaja bardzo wolno, stanowi jedno z wazniejszych wyzwan wspétczesnej chemii
biologicznej.

Szczegblne miejsce w tej dziedzinie zajmujg minibiatka, ktére lgcza stosunkowo

niewielkie rozmiary typowe dla peptydow ze zdolnoscig do tworzenia dobrze zdefiniowanych



Ty Uniwersytet | i& Wy TN
M Gdanski LA Aol b S it e R

CHEMIA UG

i stabilnych struktur trzeciorzedowych. Ich stosunkowo krétkie sekwencje umozliwiajg synteze
chemiczna oraz kontrolowane wprowadzanie niekanonicznych reszt aminokwasowych i
innych modyfikacji strukturalnych. Jednocze$nie odpowiednio zaprojektowane minibiatka
mogga tworzy¢ dobrze zdefiniowane miejsca aktywne, zapewniajace wlasciwe wigzanie i
orientacje substratéw oraz §rodowisko sprzyjajace przebiegowi reakcji katalitycznej. Cechy te
sprawiaja, Ze minibiatka stanowia interesujace struktury wyj$ciowe do projektowania nowych
katalizatoréw, zachowujacych cze$¢ zalet enzyméw przy znacznie mniejszych rozmiarach i
prostszej budowie. Projektowanie katalizatoréw biatkowych na podstawie znanych struktur
jest zadaniem trudnym, natomiast ich tworzenie de novo stanowi jeszcze wieksze wyzwanie.
Skuteczna kataliza wymaga nie tylko obecnosci odpowiednich grup funkcyjnych, lecz takze ich
precyzyjnego rozmieszczenia, wlasciwego $rodowiska elektrostatycznego oraz zachowania
odpowiedniej stabilno$ci i dynamiki czasteczki. Dlatego opracowywanie nowych katalizatoréw
biatkowych wymaga polaczenia metod obliczeniowych, syntezy chemicznej oraz badan
strukturalnych i funkcjonalnych. Takie interdyscyplinarne podej$cie zastosowano w
recenzowanej rozprawie, laczac projektowanie komputerowe 2z synteza chemiczng,
charakterystyka strukturalng, badaniami stabilno$ci termicznej oraz oceng aktywno$ci
katalitycznej minibialek.

Rozprawa doktorska mgr inz Anny Szczepaiiskiej liczy 191 stron i obejmuje
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz stosowanych skrétow, wstep literaturowy,
cel pracy, rozdzial przedstawiajacy wyniki badan wraz z ich dyskusja, podsumowanie, cze§¢
eksperymentalng oraz bibliografie. Uklad pracy jest logiczny i pozwala prze§ledzi¢ kolejne
etapy projektowania, syntezy, charakterystyki oraz optymalizacji badanych minibiatek.

Wstep literaturowy zostat podzielony na sze$¢ gtéwnych podrozdziatéw. Doktorantka
przedstawia najwazniejsze wyzwania zwigzane z projektowaniem katalizatoréw biatkowych, a
nastepnie omawia ukierunkowang ewolucje, przeciwciala Kkatalityczne oraz racjonalne
projektowanie enzymdéw. Szczegbélng uwage poswieca projektowaniu de novo, koncepcji
teozymu oraz czynnikom wplywajacym na skuteczno$¢ katalizy, takim jak preorganizacja
miejsca aktywnego, energia reorganizacji, fluktuacje termiczne, pole elektryczne oraz wiasciwe
rozmieszczenie reszt tworzacych blizsze i dalsze otoczenie centrum katalitycznego. W dalszej
czeSci charakteryzuje retroaldolazy i katalize enaminowa z udziatem lizyny, ktére stanowily

podstawe projektowania miejsc aktywnych badanych minibialek. Nastepnie omawia
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wiasciwosci minibiatek, sposoby ich stabilizacji oraz metody projektowania, w tym narzedzia
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pakietu Rosetta i rozwigzania oparte na uczeniu glebokim. Koricowa czeéé poswieca
minibiatkom katalitycznym, ze szczegélnym uwzglednieniem struktur opartych na domenie
MvaT. Ukiad tej czgsci pracy jest logiczny i dobrze odpowiada tematyce rozprawy. Stopniowe
przejscie od ogélnych zagadnien dotyczacych katalizy enzymatycznej do metod projektowania
oraz przykltadow minibiatek katalitycznych pozwala zrozumieé podstawy teoretyczne oraz
zalozenia badan wlasnych.

v" Doktorantka wskazuje, Ze w szerokim rozumieniu termin ,minibialko” moze obejmowaé
réwniez foldamery peptydowe i peptydomimetyki, a badane przez Nig czasteczki
okresdla w pracy zaréwno jako minibialka, jak i peptydy. Czy mogtaby Pani wyjasnié,
jakie kryteria pozwalaja rozrézni¢ minibiatko, peptyd, foldamer peptydowy i
peptydomimetyk, zwlaszcza w przypadku czasteczek zawierajacych niekanoniczne §-
aminokwasy, takie jak trans-ACPC?

v’ Doktorantka omawia projektowanie miejsc aktywnych w istniejgcych strukturach
biatkowych oraz tworzenie katalizatoréw catkowicie de novo. Jakie s3 najwazniejsze
zalety i ograniczenia obu strategii oraz od czego powinien zaleze¢ wybér jednej z nich?
Rozdzial 2 przedstawia cel pracy, ktérym bylo zaprojektowanie, synteza i

scharakteryzowanie minibialek katalizujacych reakcje tworzenia wigzania wegiel-wegiel
pomiedzy 4-nitrobenzaldehydem a fenyloacetaldehydem. Reakcje te wybrano, poniewaz jej
przebieg mozna bylo oprze¢ na mechanizmie katalizy enaminowej znanym z retroaldolowego
rozszczepienia metodolu, a jednoczesnie nie opisano wcze$niej enzyméw katalizujacych te
konkretng przemiane. Doktorantka zastosowala dwie strategie: modyfikacje C-koncowej
domeny biatka MvaT oraz projektowanie de novo minibiatek o topologiach helisa-helisa-f-
kartka (HHEEE) i helisa-f-kartka-helisa (HEEEH). Cel pracy zostal sformutowany jasno i
odpowiada zakresowi przeprowadzonych badan.

Rozdziat 3 obejmuje wyniki badan wiasnych wraz z ich dyskusjg. Doktorantka
przedstawia w nim zaloZzenia mechanistyczne projektu, kolejne etapy projektowania,
otrzymywania i optymalizacji minibialek opartych na domenie MvaT oraz struktur
projektowanych de novo, a takze ich charakterystyke strukturalng, stabilno$¢ termiczng i
aktywnos¢ katalityczna.
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Rozdzial 3.1 rozpoczyna sie od przedstawienia proponowanego mechanizmu reakcji
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aldolowej, opartego na analogii do retroaldolowego rozszczepienia metodolu przez RA95.5-8F.

v" Na rysunku 24 przedstawiono geometrie miejsca aktywnego RA95.5-8F, ulozenie
substratéw oraz zaproponowany stan przejSciowy badanej reakcji. Czy Doktorantka
mogtaby doprecyzowad, w jaki sposdb przygotowano ten model i z jakiego zrédia
pochodzg odleglosci zaznaczone w panelu A? Czy przedstawiona geometria zostata
dodatkowo zweryfikowana obliczeniowo przed wykorzystaniem jej jako punktu
odniesienia w projektowaniu miejsc aktywnych minibiatek?

W rozdziale 3.2 punktem wyjécia byta C-koficowa domena biatka MvaT, wcze$niej
wykorzystana do otrzymania minibialkowej retroaldolazy. Doktorantka najpierw ocenita
aktywno$¢ wariantu MvaT48 w badanej reakcji aldolowej, a nastepnie przygotowata analogi z
wybranymi zamianami lizyny na arginine, aby wskaza¢ reszty mogace uczestniczy¢ w katalizie.
Ze wzgledu na niska stabilno§¢ czeSci wariantéw oraz trudnosci z jednoznacznym
zlokalizowaniem miejsca aktywnego powrdcita do natywnej sekwencji domeny MvaT.
Zastgpienie wszystkich lizyn argininami pozwolito otrzymaé wariant allR, ktéry zachowywat
zblizony tadunek i wykazywal jedynie niewielka aktywno$¢ Kkatalityczna. Nastepnie
wykorzystano go jako punkt wyjScia do zaprojektowania nowego centrum Kkatalitycznego.
Spos$rdéd analogéw réznigcych sie polozeniem reszt lizyny i tyrozyny wybrano allR11. Jego
dalsza optymalizacja, obejmujgca zmiany w otoczeniu miejsca aktywnego oraz rozmieszczeniu
tadunkéw na powierzchni minibiatka, doprowadzita do otrzymania wariantu YSQ1,
wykazujgcego najwyzsze przyspieszenie reakcji w tej serii zwigzkow. Lacznie w tej czeSci
badan zsyntetyzowano, oczyszczono i scharakteryzowano 37 wariantéw minibiatek.

v' Wariant allR, pomimo zastgpienia wszystkich lizyn argininami, wykazywatl niewielki
sygnal w pomiarach aktywnos$ci. Czy N-koniec tego minibiatka byl zablokowany? Jezeli
nie, czy wolna grupa a-aminowa mogta uczestniczy¢ w reakcji z aldehydem i wplywa¢
na obserwowany wynik?

v' Domena MvaT zostata wybrana jako rusztowanie ze wzgledu na niewielki rozmiar,
stabilno$¢ i obecno$¢ wneki. Czy Doktorantka rozwazata wykorzystanie innych
opisanych w literaturze minibiatek lub matych domen biatkowych jako alternatywnych
rusztowan? Jakie cechy strukturalne decydowalyby o ich przydatnosci do katalizy

badanej reakcji aldolowej?
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W rozdziale 3.3 Doktorantka przedstawia projektowanie de novo minibiatek o topologii
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HHEEE, ktorych fragmenty helikalne stabilizowano za pomoca reszt trans-ACPC. Spoéréd
poczatkowo otrzymanych zwigzkéw 01-03 wybrano wariant 03, ktéry poddano kolejnym
iteracjom optymalizacji, uzyskujac 03.1, a nastepnie 03.1.10. Dalsza optymalizacja, obejmujaca
zmiang¢ potozenia tyrozyny, dobdr reszty w pozycji 41 oraz modyfikacje rozmieszczenia
ladunkéw, doprowadzita do otrzymania minibiatka 03.1.10C, wykazujacego najlepsze
parametry katalityczne w tej serii. W kolejnych etapach analizowano znaczenie Lys-38 oraz
modyfikowano petle i B-kartke w celu poprawy jakosci widm NMR. Na podstawie danych 2D
NMR czesciowo wyznaczono strukture przestrzenna nieaktywnego wariantu 03.1.10-G1.1.
Lacznie zaprojektowano, otrzymano i scharakteryzowano 35 minibiatek, w tym 14 o wysokiej
stabilnosci termicznej i 4 wyrdzniajace sie aktywnoé$cig katalityczna.

W rozdziale 3.4 Doktorantka przedstawia projektowanie de novo minibiatek o topologii
HEEEH, zawierajacych reszty trans-ACPC, stabilizujace fragmenty helikalne. Sposréd
pierwszych wariantéw wybrano M3 i M7, réznigce sie charakterystyka katalityczna, ktére
wykorzystano w kolejnych etapach optymalizacji. Dalsze modyfikacje obejmowaly lgczenie
korzystnych cech obu wariantéw, zmiane rozmieszczenia tadunkéw oraz modyfikacje
otoczenia miejsca aktywnego. Doprowadzily one do otrzymania minibiatka M3.7-YL, I3czacego
korzystne parametry katalityczne z wysoka stabilno$cig termiczna. Lacznie zsyntetyzowano i
scharakteryzowano 24 minibiatka, wykazujace zréznicowany poziom aktywnosci katalitycznej.

W rozdziale 3.5 Doktorantka poréwnuje aktywno$¢ wybranych minibiatek z L-proling,
znanym katalizatorem reakcji aldolowej. W zastosowanych warunkach poczatkowa szybko$¢
badanej reakcji byla wieksza w obecno$ci wszystkich analizowanych minibialek niz w
obecnosci L-proliny - okoto 7-krotnie w przypadku YSQ1 i 17-krotnie w przypadku M3.7-YL.
Poréwnanie to wskazuje, Ze zaprojektowane minibiatka, zwlaszcza M3.7-YL, sa w
zastosowanych warunkach skuteczniejszymi katalizatorami badanej reakcji niz L-prolina.

v' W rozdziale 3.5 poréwnano z L-proling wybrane minibialka reprezentujace trzy
analizowane serie. Dlaczego do poréwnania z L-proling w przypadku serii HHEEE
wybrano warianty 03.1.10 i 03.1.10-Y41, a nie 03.1.10C, ktéry wykazywatl najlepsze

parametry katalityczne w tej serii?
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W podsumowaniu Doktorantka przedstawia najwazniejsze osiggniecia pracy,
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podkre$lajgc potencjal otrzymanych minibiatek jako rusztowan do dalszego projektowania
czasteczek o nowych funkcjach.

v Ktére z otrzymanych minibialek Doktorantka uznaje za najbardziej udany projekt,
biorac pod uwage jego aktywno$¢ katalityczng, stabilno$¢, charakterystyke strukturalng oraz
zgodno$¢ z zalozeniami projektowymi? Ktéry wariant wybrataby Pani jako punkt wyjscia do
dalszej optymalizacji i jakie jego wtaéciwosci nalezatoby poprawi¢ w pierwszej kolejno$ci?

Rozdzial 5 zawiera opis metod komputerowego projektowania minibiatek, syntezy
peptydéw na podlozu stalym, ich oczyszczania i identyfikacji oraz badan strukturalnych i
stabilnosci termicznej z wykorzystaniem CD, nanoDSF i NMR. Przedstawiono réwniez warunki
pomiaréw aktywnosci katalitycznej oraz charakterystyke otrzymanych zwigzkéw za pomoca
HPLC i spektrometrii mas. Uktad tej czesci jest logiczny i odzwierciedla kolejne etapy realizacji
badan.

v' Ze wzgledu na réznice w skladzie aminokwasowym analizowane minibiatka moga
wykazywaé odmienng podatno$¢ na protonowanie i generowa¢ rézne profile jonow w
ESI-MS. Dlaczego dla wszystkich zwigzkéw w tabeli analizowano jon [M+6H]*6? Czy dla
kazdego minibiatka nalezal on do dominujacych sygnaléw, czy wybdr ten miat
wylacznie na celu ujednolicenie prezentacji wynikéw?

v' Jakie wydajnoSci syntezy i izolacji uzyskiwano dla badanych minibiatek? Czy podczas
otrzymywania dtugich i potencjalnie trudnych syntetycznie minibiatlek wystepowaly
szczeg6lne problemy, a jesli tak, to z czym byly one zwigzane?

v" W rozprawie nie znalaztam informacji o liczbie niezaleznych powtérzeri pomiaréw
aktywno$ci katalitycznej. Czy punkty przedstawione na wykresach sg wynikami
pojedynczych oznaczen, czy warto$ciami $rednimi? lle niezaleznych reakcji wykonano
dla kazdego stezenia substratu i co oznaczajg warto$ci bledéw podane przy
wyznaczonych parametrach kinetycznych?

v" W pomiarach Kinetycznych stosowano 0,1 mM minibiatka, stale stezenie 4-
nitrobenzaldehydu wynoszace 2 mM oraz zmienne stezenie fenyloacetaldehydu. W
rozprawie uzasadniono wybo6r fenyloacetaldehydu jako substratu o zmiennym stezeniu

oraz zakres zastosowanych stezen, nie znalaztam natomiast informacji, na jakiej
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wartosci te ustalono na podstawie do$wiadczen wstepnych?

Podsumowujac, rozprawa doktorska Pani mgr inZz. Anny Szczepanskiej stanowi wynik
ambitnego, wieloetapowego i pracochtonnego projektu, ktérego realizacja wymagata
polaczenia metod komputerowych, syntezy chemicznej, oczyszczania i identyfikacji
otrzymanych zwigzkéw, badan strukturalnych i stabilnosci termicznej oraz analiz
kinetycznych. Wykorzystujac domene biatka MvaT oraz projektujac de nove minibiatka o
dwéch réznych topologiach, Doktorantka uzyskata czasteczki zdolne do katalizowania reakcji
tworzenia wigzania wegiel-wegiel. Na szczegdlne uznanie zastuguje konsekwentna, iteracyjna
optymalizacja otrzymanych wariantéw. Brak prostej addytywnoéci efektéw mutacji znacznie
utrudniat przewidywanie wpltywu kolejnych zmian, jednak uzyskiwane wyniki byly umiejetnie
wykorzystywane do planowania dalszych modyfikacji. Swiadczy to o duzej dociekliwoéci,
wytrwato$ci oraz umiejgtnosci prowadzenia badan w warunkach, w ktérych zalezno$ci miedzy
sekwencja, strukturg, stabilnoscig i funkcja nie s3 jednoznaczne. Rozprawa potwierdza bardzo
dobre przygotowanie Doktorantki do samodzielnego prowadzenia interdyscyplinarnych badar
oraz Jej umiejetno$¢ krytycznej interpretacji ztozonych wynikéw. Przedstawione uwagi i
pytania dotycza gtéwnie kwestii wymagajacych doprecyzowania lub dalszej weryfikacji i nie

umniejszaja wysokiej wartosci naukowej pracy.

Whiosek koncowy

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Anny SzczepafnisKiej pt.
»Projektowanie, synteza i aktywno$¢ minibiatek katalizujgcych reakcje tworzenia wigzania
wegiel-wegiel” spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim, okre$lone w ustawie z
dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (z p6zn. zm.). W zwigzku z
powyzszym wnosze¢ do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki
Wroclawskiej o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr inz Anny Szczepanskiej do

publicznej obrony.






