UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU

MAM Wydzial Chemii

dr hab. Monika Wategsa-Chorab, Prof. UAM

Poznan, 23.07.2026 r.

Zaktad Syntezy Nanostruktur Funkcjonalnych
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

Wydziat Chemii

RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
Pani mgr inz. Anny Szczepanskiej
pt. ,,Projektowanie, synteza i aktywnosé minibialek katalizujgcych reakcje tworzenia wigzan

wegiel-wegiel”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska pani mgr inz. Anny Szczepanskiej
zatytulowana ,,Projektowanie, synteza i aktywnos¢ minibialek katalizujgcych reakcje
tworzenia wiqzan wegiel-wegiel” zostata wykonana na Wydziale Chemicznym Politechniki

Wroctawskiej pod kierunkiem Pana prof. dr. hab. Inz. Lukasza Berlickiego.

Rozprawa doktorska poswigcona jest projektowaniu, syntezie oraz charakterystyce
minibiatek katalitycznych przeznaczonych do katalizy reakcji tworzenia wigzan wegiel-
wegiel. Tematyka ta wpisuje si¢ w dynamicznie rozwijajacy si¢ nurt projektowania biatek de
novo, stanowiacy obecnie jeden z najbardziej perspektywicznych kierunkéw wspodtczesnej
chemii 1 biologii strukturalnej. £aczy zagadnienia z zakresu chemii organicznej, biochemii,
biologii strukturalnej oraz metod obliczeniowych, a jej rozwdj zostal w ostatnich latach
znaczaco przyspieszony dzigki postepom w dziedzinie sztucznej inteligencji 1 projektowania

bialek.

Rozprawa podejmuje ambitny problem badawczy, polegajacy na opracowaniu
niewielkich, stabilnych katalizatoréw biatkowych zdolnych do efektywnego katalizowania
reakcji aldolowej. Jest to zagadnienie o istotnym znaczeniu poznawczym i aplikacyjnym,

poniewaz projektowanie nowych enzymow pozostaje jednym z najwickszych wyzwan
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wspotczesnej biokatalizy.

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska ma charakter monograficzny. Jej tres¢
zostala uporzadkowana w sposdb logiczny i przejrzysty, a poszczegodlne zagadnienia
przedstawiono w ukladzie zapewniajacym czytelnikowi stopniowe wprowadzenie
do problematyki badawczej oraz wilasciwg interpretacje uzyskanych wynikow.
Przeprowadzone badania opisano szczegdélowo — od przedstawienia przestanek i zatozen
badawczych, poprzez omowienie zastosowanej metodyki, prezentacje wynikéw, az po ich

analize, dyskusje¢ 1 sformutowanie wnioskow.

Rozprawa liczy 191 stron. Pracg otwiera abstrakt w jezyku polskim i angielskim oraz
wykaz stosowanych skrotoéw, po ktorych zamieszczono obszerny wstep stanowigcy
teoretyczne wprowadzenie do podjetej tematyki badawczej. Jedyna moja drobna uwaga
redakcyjna dotyczy wykazu skrotow. W mojej opinii jego uporzadkowanie w kolejnosci
alfabetycznej zwiekszyloby funkcjonalno$¢ tego elementu pracy i utatwito czytelnikowi

odnajdywanie poszczegdlnych skrotow.

We wstepie Doktorantka przedstawita aktualny stan wiedzy dotyczacy wyzwan
zwigzanych z projektowaniem katalizatorOw enzymatycznych. Omoéwita najwazniejsze
strategie stosowane we wspotczesnej inzynierii bialek i enzymdéw, w tym ukierunkowana
ewolucje, otrzymywanie przeciwciat katalitycznych oraz racjonalne projektowanie enzymow.
Szczegbdlng uwage poswiecita metodom projektowania enzymow de novo, przedstawiajgc ich
zatozenia, mozliwo$ci oraz ograniczenia. Ponadto scharakteryzowata retroaldolazy jako
modelowa grupe projektowanych enzyméw oraz omoédwila wilasciwos$ci minibiatek, ktore
stanowig istotny element prowadzonych badan. Wstep zostal opracowany w sposob spdjny
1 stanowi dobre wprowadzenie do czg$ci eksperymentalnej rozprawy. Podczas lektury tej
cze$ci pracy nasunety si¢ nastgpujace pytania:

e Na stronie 17 Doktorantka wspomniala o grze internetowej Foldlt — prosze

o doprecyzowanie, w jakim zakresie narzedzie to moze wspomagacé proces

projektowania enzymow. Czy okreslenie ,,gra” jest w tym kontekscie wlasciwe, biorgc

pod uwage jej zastosowanie w badaniach naukowych?

o Jak wyglgda przetozenie wynikow modelowania biatek zawierajgcych okreslone
mutacje na mozliwos¢ ich rzeczywistej syntezy i otrzymania? Czy wszystkie
zoptymalizowane  komputerowo  warianty  biatek mogg  zosta¢  uzyskane

eksperymentalnie?
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Po nakresleniu kontekstu badan Doktorantka przedstawila cel pracy, a nastgpnie przeszta
do prezentacji wynikow i ich dyskusji. Cel pracy zostat sformutowany jasno i1 precyzyjnie
jako zaprojektowanie, syntez¢ oraz charakterystyke minibiatek katalizujacych reakcje
tworzenia wigzan wegiel-wegiel. Autorka wyjasnita, ze celem badan bylo potaczenie zalet
matoczgsteczkowych organokatalizatorow z wilasciwo$ciami biatek. Przedstawita réwniez
uzasadnienie wyboru stosunkowo krotkich sekwencji aminokwasowych oraz przestanki
przemawiajace za wyborem reakcji aldolowej jako modelowej transformacji katalityczne;j.
Jako substraty modelowej reakcji aldolowej wybrano 4-nitrobenzaldehyd oraz
fenyloacetaldehyd. Doktorantka wskazala, zZe obecnos¢ grupy nitrowej zwigksza
elektrofilowos¢ atomu wegla karbonylowego, ulatwiajac atak nukleofilowy. W tym
konteks$cie nasuwa si¢ pytanie, czy zamiast grupy nitrowej mozliwe byloby zastosowanie
innych podstawnikow zwigkszajgcych elektrofilowos¢ atomu wegla grupy karbonylowej. Jakie
grupy funkcyjne moglyby petni¢ podobng funkcje?

W rozdziale ,,Wyniki i dyskusja” Autorka najpierw przedstawila mechanizm reakcji
aldolowej, a nast¢pnie omowila przeprowadzone badania, ktore podzielita na dwie gtowne
czesSci.

W pierwszej czg¢sci badan Doktorantka skupita si¢ na modyfikacji domeny MvaT,
ktéra postuzyla jako rusztowanie dla projektowanego centrum aktywnego. Przeprowadzita
szereg mutacji tego biatka, otrzymujac liczne warianty, dla ktéorych wykonata analize
strukturalng z wykorzystaniem dichroizmu kotowego, okreslita stabilnos¢ poprzez
wyznaczenie temperatur denaturacji oraz zbadata aktywno$¢ katalityczng. Na szczegdlng
uwage zastuguja badania majace na celu okreslenie optymalnego rozktadu tadunkow
elektrostatycznych w obrgbie minibiatka. Autorka wykazata, ze modyfikacje momentu
dipolowego minibiatka mogg istotnie wpltywac na jego wiasciwosci katalityczne.

W drugiej czgsci badan Doktorantka zaprojektowata biatka de novo o okreslonych
topologiach, umozliwiajacych utworzenie kieszeni katalitycznej. Skupita si¢ na minibiatkach
reprezentujacych dwie topologie: HHEEE oraz HEEEH. W pierwszym etapie zaprojektowata
odpowiednie sekwencje bialkowe, a nastepnie przeprowadzita ich synteze oraz
charakterystyke strukturalng z wykorzystaniem dichroizmu kotowego 1 roznicowej
fluorymetrii skaningowej. Okreslita rowniez ich stabilno$¢ termiczng poprzez wyznaczenie
krzywych denaturacji. Kolejnym etapem byly modyfikacje sekwencji majace na celu
zwigkszenie stabilno$ci termicznej minibiatek oraz optymalizacj¢ rozktadu tadunkow

elektrostatycznych w obrgbie struktur. W kazdym przypadku Autorka oceniala wplyw
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wprowadzonych zmian na aktywno$¢ katalityczng otrzymanych minibiatek. Na zakonczenie
Doktorantka poréwnata aktywno$¢ katalityczng zaprojektowanych minibiatek z aktywnoscia
L-proliny, stanowiacej przyktad matoczgsteczkowego organokatalizatora stosowanego
w bezposredniej asymetrycznej reakcji aldolowej. Wykazata, ze w wybranych, tagodnych
warunkach otrzymane minibiatka charakteryzowaly si¢ wyzsza efektywnoscig katalityczng
niz zastosowany zwiazek referencyjny. W tym kontek$cie nasuwa si¢ rowniez pytanie, czy
znane sq przyktady katalizatorow metaloorganicznych lub kompleksow metali katalizujgcych
klasyczng reakcje aldolowq oraz czy tego typu uklady moglyby potencjalnie znalezé

zastosowanie jak katalizatory tej reakcji?

Kolejng cze$¢ rozprawy stanowi cze$¢ eksperymentalna, w ktérej Doktorantka
szczegotowo przedstawila metody stosowane w projektowaniu minibiatek, procedury syntezy
1 oczyszczania peptydow oraz techniki wykorzystywane do ich charakterystyki i oceny
aktywnosci katalitycznej. Prace zamyka spis literatury obejmujacy 113 odpowiednio
dobranych pozycji, ktore stanowiag solidng podstawe merytoryczng rozprawy i potwierdzaja
szerokie wykorzystanie aktualnego dorobku naukowego w zakresie projektowania biatek,

inzynierii enzymow oraz katalizy biologiczne;.

Rozprawa zostala przygotowana z duza starannoscia zaré6wno pod wzgledem
merytorycznym, jak i edytorskim. W trakcie analizy pracy nie znalaztam btedow jezykowych,
literowek ani uchybien redakcyjnych. Calo$¢ zostala opracowana w sposdb przejrzysty
1 profesjonalny. Szczegodlnie pozytywnie oceniam przygotowanie materiatu graficznego —
rysunki i schematy sg czytelne, estetyczne oraz dobrze zintegrowane z tekstem, dzigki czemu

znaczaco utatwiajg interpretacj¢ przedstawionych zagadnien i wynikow badan.

Na koniec nasunety mi si¢ jeszcze dwa pytania dotyczace szerszego kontekstu
prowadzonych badan:

e Dlaczego natura praktycznie nie wykorzystuje minibiatek jako enzymow, skoro — jak
pokazujg wyniki przedstawione w rozprawie — odpowiednio zaprojektowane
minibiatka mogq wykazywa¢ aktywnos¢ katalityczng?

o  (Czy w swietle uzyskanych wynikow mozna stwierdzic¢, ze tatwiejsze jest projektowanie
nowych enzymow de novo, czy tez modyfikowanie istniejgcych rusztowan biatkowych

w celu nadania im nowych funkcji katalitycznych?
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Mankamentem rozprawy jest brak informacji dotyczacych dorobku naukowego
Doktorantki, ktory nie zostat zamieszczony w przedlozonej pracy. Z tego wzgledu nie mam
mozliwosci pelnej oceny jej aktywnosci naukowej oraz dotychczasowego zaangazowania
w dziatalno$¢ badawcza. Na podstawie dostepnych baz danych moge jednak stwierdzic,
ze Doktorantka jest wspotautorka trzech publikacji naukowych opublikowanych
w czasopismach indeksowanych w bazie Journal Citation Reports (JCR) oraz jednego
artykutu pokonferencyjnego. Biorgc pod uwage tematyke rozprawy oraz przedstawiony
zakres przeprowadzonych badan, chcialabym podczas obrony uzyska¢ szersze informacje
dotyczace dorobku naukowego Doktorantki oraz jej aktywnos$ci w m. in. realizacji projektow

czy udziale w konferencjach naukowych.

Podsumowujac, w mojej opinii przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska
mgr inz. Anny Szczepanskiej spelnia wszelkie wymogi stawiane pracom skladanym
przez osoby ubiegajace si¢ o stopien naukowy doktora nauk chemicznych okreslone
w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce.
Postawione cele pracy zostaly bez watpienia osiagni¢te i wnosz¢ o dopuszczenie mgr inz.

Anny Szczepanskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwage bardzo wysoki poziom merytoryczny przeprowadzonych
badan, ich oryginalnos¢, szeroki zakres zastosowanych metod oraz istotny wklad
w rozwoj projektowania funkcjonalnych bialek katalitycznych, z pelnym przekonaniem
wnioskuje o wyrdznienie przedstawionej mi do oceny rozprawy doktorskiej. Na
szczegdlne podkreslenie zasluguje interdyscyplinarny charakter pracy, taczacy elementy
inzynierii biatek, biologii strukturalnej oraz katalizy, a takze konsekwentne i kompleksowe
podejscie do rozwigzania postawionego problemu badawczego. Uzyskane wyniki stanowig
wartosciowy wklad w rozwdj metod projektowania sztucznych katalizatoréw biatkowych
1 wskazujg na duzy potencjat dalszego rozwoju tej strategii. Z przekonaniem przedktadam do
rozwazenia Radzie Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej
wniosek o wyrdznienie rozprawy.
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