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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Anny Szczepaiskiej pt.: ,,Projektowanie, synteza
i aktywnos$¢ minibialek katalizujgcych reakcje tworzenia wiazania wegiel-wegiel”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Lukasza Berlickiego

Tematyka rozprawy wpisuje si¢ w jeden z najbardziej dynamicznie rozwijajacych
si¢ kierunkow wspoéiczesnej inzynierii biatek, ktérego celem jest projektowanie nowych
biokatalizatorow o pozadanych wlaSciwosciach. Projektowanie katalizatorow biatkowych
de novo nalezy obecnie do najwigkszych wyzwan wspélczesne; biologii strukturalnej, chemii
obliczeniowej oraz inZynierii bialek. Opracowanie skutecznych biokatalizatoréw wymaga nie
tylko zaprojektowania stabilnej struktury przestrzennej, ale przede wszystkim Precyzyjnego
uksztaltowania miejsca aktywnego. Ziozone zaleznosci pomigdzy struktura, dynamika i funkcjg
bialek sprawia, Ze uzyskanie wysoko aktywnych katalizatoréw pozostaje zadaniem niezwykle
wymagajacym. W tym kontekscie problem badawczy podjety przez Autorke nalezy uznaé za
niezwykle aktualny, ambitny i w pelni uzasadniony. W odpowiedzi na przedstawione wyzwania
Pani mgr inz. Anna Szczepaiiska podjgla sig realizacji ambitnego projektu badawczego, ktdrego
glownym celem bylo zaprojektowanie, synteza oraz kompleksowa charakterystyka minibiatek
zdolnych do katalizowania reakcji tworzenia wigzania wegiel-wegiel. Jako reakcje modelowg
wybrano reakcj¢ aldolowa pomigdzy 4-nitrobenzaldehydem a fenyloacetaldehydem, dla ktdrej
dotychczas nie opisano skutecznych enzymatycznych katalizatoréw. Badania oparto na dwoch
komplementarnych strategiach projektowania katalizatoréw. Pierwszy obejmowal racjonalne
projektowanie centrum aktywnego w obrgbie naturalnego minibiatka MvaT poprzez
wprowadzanie i optymalizacj¢ reszt katalitycznych. Drugi koncentrowat si¢ na projektowaniu
minibialek de novo o nowych topologiach przestrzennych z wykorzystaniem metod
obliczeniowych oraz stabilizujgcych elementéw strukturalnych.

Recenzowana rozprawa liczy 191 stron i ma klasyczny uklad, obejmujacy szeé¢ gtéwnych
rozdzialéw: Wstep, Cel pracy, Wyniki i dyskusje, Podsumowanie, Czg¢$¢ eksperymentalng oraz
Bibliografi¢. Wstep stanowi obszerne opracowanie literaturowe obejmujace zagadnienia
zwigzane z projektowaniem katalizy enzymatycznej, metodami ukierunkoWanej ewolucji,
przeciwciatami katalitycznymi, racjonalnym projektowaniem enzyméw oraz projektowaniem
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enzymoéw de novo. Rozprawa zostala przygotowana z wykorzystaniem 113 pozycji
bibliograficznych, ktore dobrze odzwierciedlajg aktualny stan wiedzy w zakresiec podejmowanej
tematyki. Dobér literatury nalezy oceni¢ jako wlaéciwy i adekwatny do realizowanych badaf.
Wykorzystane zrodta §wiadcza o bardzo dobrej znajomosci aktualnej literatury przedmiotu oraz
stanowig solidng podstawe do realizacji przedstawionych badan.

Najwazniejszg czg¢S€ rozprawy stanowi rozdzial Wyniki i dyskusja, w ktorym
przedstawiono kolejne etapy projektowania oraz optymalizacji katalitycznych minibialek.
Rozdzial rozpoczyna omoéwienie mechanizmu badanej reakcji, po czym Autorka prezentuje
wyniki dotyczace dwoch niezaleznych strategii projektowania katalizatorow bazujacych na
domenie MvaT oraz minibiatek de novo o topologiach HHEEE i HEEEH. W obu zastosowanych
strategiach projektowania katalizatorow Autorka przyjela spdjny i dobrze przemy$lany schemat
postgpowania badawczego, ktory byl konsekwentnie realizowany na kolejnych etapach pracy.
Proces optymalizacji rozpoczynat si¢ od komputerowego projektowania struktur biatkowych
i racjonalnego doboru mutacji, po czym nastgpowala synteza, oczyszczanie oraz szczegélowa
charakterystyka otrzymanych konstruktéw. Dopiero stabilne minibiatka poddawano badaniom
aktywnosci katalitycznej i analizie parametréw kinetycznych. Na szczegdlne uznanie zashuguje
Scisla integracja metod obliczeniowych z badaniami eksperymentalnymi. Wyniki uzyskane na
kazdym etapie stanowily podstawg¢ do wprowadzania kolejnych modyfikacji, a ich
eksperymentalna weryfikacja pozwalala na rzetelng ocen¢ wplywu zmian strukturalnych na
aktywnos¢ katalityczng minibialek. Takie iteracyjne podejscie $wiadczy o dojrzalym warsztacie
badawczym Autorki i znaczgco podnosi warto$¢ naukowg przeprowadzonych badan.

Pierwsza cz¢$¢ badan wykazala, ze adaptacja istniejacego miejsca aktywnego
retroaldolazy MvaT do katalizy nowej reakcji nie jest procesem latwym ani w pelni
przewidywalnym. Autorka zsyntetyzowala i scharakteryzowata 37 wariantow minibiatek, jednak
do badan aktywnosci katalityczne) zakwalifikowano jedynie konstrukty wykazujace odpowiednia
stabilno§¢ i zachowang strukture drugorzedowa. Takie podejécie pozwolito oprzeé dalsza analizg
na wiarygodnych modelach eksperymentalnych. Przeprowadzone badania wykazaly, ze samo
przeprojektowanie centrum aktywnego nie gwarantuje uzyskania wysokiej aktywnosci
katalitycznej, wskazujac jednoczeénie ograniczenia wykorzystania naturalnych rusztowan
biatlkowych do projektowania nowych funkcji enzymatycznych. Jednocze$nie zastosowana
strategia pozwolila wyloni¢ najbardziej obiecujagcy wariant, allR11YSQ1, dla ktérego uzyskano
okolo 1850-krotny wzrost aktywnosci katalitycznej w poréwnaniu z reakcja niekatalizowana.
Uwazam, ze jest to bardzo wartosciowy aspekt pracy, poniewaz roéwnie istotne jak wskazanie
skutecznych rozwigzan jest okreslenie ograniczen stbsowanej strategii projektowania.

Druga cze§¢ pracy poswigcona zostala projektowaniu minibialek de novo
wykorzystujacych dwie odmienne topologie — HHEEE oraz HEEEH. Na szczegdlne uznanie
zashuguje fakt, ze Autorka samodzielnie zaprojektowata nowe rusztowania biatkowe
z wykorzystaniem zaawansowanych metod obliczeniowych, laczac projektowanie sekwencji
z wykorzystaniem pakietu Rosetta z ich weryfikacja przy uzyciu AlphaFold3. Przemys$lany dob6r
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elementéw strukturalnych, w tym zastosowanie reszt trans-ACPC stabilizujagcych helisy oraz
odpowiednie rozmieszczenie reszt katalitycznych, Swiadczy o bardzo dobrym opanowaniu zasad
projektowania bialck de novo. Na szczegblne podkreslenie zashuguje ogrom pracy
eksperymentalnej wykonanej w tej czeéci badan. Lacznie zaprojektowano, zsyntetyzowano,
oczyszczono i scharakteryzowano 59 minibialek, sposrod ktérych wyloniono co najmniej
20 analogébw o wysokiej stabilnosci termicznej, kwalifikujacych si¢ do dalszych badan
aktywnosci katalitycznej. Dla jednego z wariantéw o topologii HHEEE rozwigzano strukture
przestrzenng metoda NMR, potwierdzajac zgodnoéé struktury eksperymentalnej z modelem
zaprojektowanym obliczeniowo. W obu seriach uzyskano minibialka wykazujace wysoka
aktywno$¢ katalityczng. Najwyzsza aktywno§¢ wéréd minibiatek o topologii HHEEE osiggnat
wariant 03.1.10C, przyspieszajgcy badana reakcje okolo 3500-krotnie wzgledem reakeji
niekatalizowanej. Z kolei najbardziej aktywne minibiatka o topologii HEEEH (M3.10 oraz M3.7-
YL) osiagnely okoto 2500-3000-krotne przyspieszenie reakcji. Na uwage zashuguje rowniez
wykazanie wplywu momentu dipolowego na aktywnosé katalityczng oraz synergistycznego
dzialania wybranych mutacji, ktérych efekt zalezat od kontekstu strukturalnego. Uzyskane wyniki
potwierdzajg skutecznos¢ przyjetej strategii projektowania i pokazuja, ze opracowane
rusztowania stanowia wartosciows podstawe do dalszego rozwoju minibiatek katalitycznych.

Omawiajac przedstawione wyniki, nalezy doceni¢ opracowanie graficzne pracy. Praca
zostala przygotowana z duza starannoscig pod wzgledem edytorskim, a wszystkie schematy,
modele strukturalne, wykresy i tabele cechuja si¢ wysoks estetyka, czytelnoscig i przejrzystoscia.
Modele strukturalne minibialek doskonale uzupehiaja prowadzong dyskusj¢ i ulatwiajg
interpretacj¢ uzyskanych wynikéw, natomiast tabele porzadkuja duzg liczb¢ danych
eksperymentalnych. Calo$¢ sprawia, ze praca jest przejrzysta, logiczna i bardzo dobrze si¢ ja
czyta.

W Czgs¢ eksperymentalnej Autorka szczegblowo dokumentuje zastosowang metodyke
badawczg opisujac metody projektowania komputerowego z wykorzystaniem pakietu Rosetta
oraz programu AlphaFold, symulacje dynamiki molekularnej, procedury syntezy i oczyszczania
peptydéw, metody identyfikacji produktéw oraz techniki analityczne wykorzystane do
charakterystyki otrzymanych minibialek, w tym spektroskopi¢ dichroizmu kotowego (CD),
nanoDSF, spektroskopi¢ NMR, spekirometrie mas (MS) oraz wysokosprawng chromatografie
cieczowa (HPLC) wykorzystang do pomiaru aktywnosci katalitycznej. Opis procedur syntezy
minibialek z wykorzystaniem trzech automatycznych syntezatoréw peptydowych sklania do
zadania nastgpujacego pytania. Zwrdcilam uwage, Ze czasy sprzggania przedstawiono
w odmiennych skalach czasowych (minuty dla syntezatora mikrofalowego i sekundy dla
syntezatora przeplywowego). Proszg¢ o komentarz, z czego wynika ta roéznica oraz jakie kryteria
decydowaly o wyborze konkretnego syntezatora do syntezy poszczegblnych minibialek.
Czy okreSlone warianty okazaly si¢ bardziej wymagajace syntetycznie i czy zastosowana metoda
miata wplyw na wydajnosé syntezy oraz ilo§¢ uzyskanego czystego produktu?
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1.

Podsumowujac praca prezentuje bardzo wysoki poziom merytoryczny, a przedstawione

wyniki zostaly rzetelnie opracowane i przedyskutowane. Nie umniejszajac jej wysokiej wartosci
naukowej, cheiatabym zwroci¢ si¢ do Autorki z kilkoma pytaniami i uwagami o charakterze
dyskusyjnym:
W pracy dla czgSci zaprojektowanych minibialek, ktére poddano badaniom aktywnosci
katalitycznej, nie udalo si¢ wyznaczy¢ parametréw kinetycznych z uwagi na brak mozliwosci
dopasowania danych do modelu Michaelisa-Menten. Interesujgce bytoby wyjasnienie, jakie
kryteria przyj¢to przy ocenie jakosci dopasowania oraz na jakiej podstawie podejmowano
decyzje o wykluczeniu danego wariantu z dalszej analizy kinetycznej. Czy decyzja ta opierata
si¢ na okreslonych kryteriach statystycznych, czy tez wynikala z analizy przebiegu krzywych
kinetycznych?

2. W Tabeli 35 cz¢$¢ wyznaczonych parametréw kinetycznych charakteryzuje si¢ stosunkowo

duza niepewnoécig. Prosze o wyjaénienie, jakie byly gtéwne Zrédia tej niepewnoéci oraz czy
miata ona wplyw na ocen¢ aktywnosci katalitycznej poszczegélnych wariantéw i wybor
konstruktéw do dalszych etapéw optymalizacji.

3. W pracy szeroko wykorzystano metody projektowania wspomaganego obliczeniami oraz ich
eksperymentalng weryfikacje. Ktory z parametréw wykorzystywanych podczas projektowania
minibialek okazal si¢ — z perspektywy uzyskanych wynikéw — najtrudniejszy do przewidzenia
i w najwigkszym stopniu odbiegal od wynikéw eksperymentalnych?

Poza przedstawionymi pytaniami dyskusyjnymi w pracy mozna wskaza¢ rowniez kilka drobnych
niescistosci jezykowych i redakcyjnych, ktére nie maja wplywu na wysokg oceng merytoryczng
rozprawy, jednak warto je uwzgledni¢ podczas przygotowywania manuskryptu do publikacji.
Ponizej przedstawiam kilka wybranych przykladow:

» strona 43 zdanie ,,Podczas gdy stosowanie matych czasteczek czgsto wymaga wieloetapowe;j
syntezy oraz prowadzenia reakcji w agresywnych srodowiskach (toksyczne rozpuszczalniki,
skrajne wartosci pH czy wysoka temperatura), wykorzystanic enzyméw ograniczajg ich
zlozona struktura oraz wrazliwos¢ na czynniki zewngtrzne,” Okreélenie ,agresywne
Srodowiska” warto zastgpi¢ czgSciej stosowanym terminem ,,agresywne warunki reakcji”,
natomiast fragment ,wykorzystanie enzymoéw ograniczaja...” lepiej sformutowaé jako
»Zastosowanie enzymoOw jest ograniczone przez...”, co poprawi plynno$¢ i réwnoleglosé
konstrukcji zdania.

e strona 54 zdanie ,,Analizg¢ strukturalng przeprowadzono dla 6 minibialek, opierajac si¢ na
pomiarach dichroizmu kotowego (rysunek 27).” W zdaniu wskazano, ze analize strukturalng
przeprowadzono dla 6 minibialek, natomiast na rysunku 27 przedstawiono wyniki dla 9
minibialek. Warto zweryfikowacé t¢ rozbiezno$¢ i ujednolici¢ opis z przedstawionymi danymi.

e strona 71 zdanie ,Liniowa zaleznos¢ szybkosci reakcji od st¢zenia substratu wskazuje na
znaczne obnizenie przyspieszenia reakcji po wprowadzeniu mutacji T19Y i pogorszenie
powinowactwa enzymu do substratow”. Interpretacja liniowej zaleznosci szybkosci reakcji od
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stezenia substratu wymaga doprecyzowania. Sama liniowo$é¢ nie stanowi bezposredniego
dowodu na zmniejszenie aktywnosci katalitycznej ani powinowactwa enzymu do substratu,
lecz wskazuje przede wszystkim, ze w badanym zakresie stezen nie osiggni¢to nasycenia
enzymu. Taki przebieg zaleznosci moze sugerowaé wysoka wartoéé stalej K, .a tym samym
mniegjsze powinowactwo enzymu do substratu, jednak nie wynika to z samej liniowoéci, lecz z
interpretacji parametréw kinetycznych. Okreélenia ,,obnizenie przyspieszenia reakcji” warto
zastgpi¢ bardziej precyzyjnymi sformulowaniami: »ZIniejszenie przyspieszenia reakcji”.
Proponowana wersja” ,,Liniowa zalezno$é szybkosci reakcji od stezenia substratu wskazuje,
ze w badanym zakresie stgzen nie osiagnigto wysycenia enzymu, cO Sugeruje zmniejszenie
powinowactwa do substratdw oraz znaczne zmniejszenie przyspieszenia reakcji po
wprowadzeniu mutacji T19Y.”

strona 81 zdanie ,, W szczegolnosci podzial minibiatka w sposéb 11 (rysunek :47) prowadzit do
4-krotnego zwigkszenia przyspieszenia reakcji, z ok. 450 (wariant allR 1 1YSQ) do ok. 1850
(wariant YSQI1).” To zdanie mozna poprawié zaréwno stylistycznie, jak 1 pod wzgledem
precyzji. Najwickszy problem dotyczy sformulowania »A-krotnego zwigkszenia
przyspieszenia reakcji”. W enzymologii lepiej mowié o 4-krotnym zwigkszeniu szybkosci
reakcji albo 4-krotnym wzrocie efektu katalitycznego, poniewaz ,przyspieszenie” samo
w sobie jest juz wielkoécia wzgledna. Proponowana wersja: ,, W szczeg6lnosci podziat
minibiatka zgodnie ze sposobem II (rysunek 47) skutkowal wzrostem przyspieszenia reakcji
z okoto 450-krotnego dla wariantu allR11YSQ do okoto 1850-krotnego dla wariantu YSQ1.”
strona 120 zdanie ,,Przyspieszenie reakeji weiaz jednak utrzymuje sie na wysokim poziomie,
wynoszacym okoto 1000-krotnos¢ reakcji niekatalizowanej. Zdanie jest zrozumiale, ale
»Wynoszacym okolo 1000-krotmosé reakcji niekatalizowanej” nie jest poprawnym ani
naturalnym sformutowaniem. Nie méwi sie, ze przyspieszenie wynosi krotno$é reakcji.
Moéwimy raczej o 1000-krotnym przyspieszeniu lub Ze reakcja przebiega 1000 razy szybciej.

strona 133 zdanie ,,Poréwnanie wynik6w z obu metod sugeruje, ze zaprojektowane minibiatka
cechuj sig ztozong struktura, ktora jest stabilna pod katem struktury drugorzedowej, ale réznig
si¢ konformacja, na ktdra wplywaja nawet pojedyncze mutacie w obrebie rdzenia
1 uczestniczagce w stabilizujacych sieciach oddziatywafi.” Okreslenie ,stabilna pod katem
struktury drugorzedowej” warto zastapi¢ sformutowaniem |, stabilna pod wzgledem struktury
drugorzedowe;j” lub ,,0 stabilnej strukturze drugorzedowej”. Ponadto koficowa czesé zdania
wymaga doprecyzowania, poniewaz z obecnej konstrukcji wynika, ze to mutacje uczestniczg
w stabilizujgcych sieciach oddzialywan, podczas gdy w rzeczywistosci w oddzialywaniach
tych uczestnicza reszty aminokwasowe (lub ich laficuchy boczne), w obrebie ktérych
zlokalizowane sa mutacje.

strona 140 zdanie ,,Wprowadzenie tyrozyny w pozycji 27 zaowocowalo otrzymaniem mutanta
o charakterystyce katalitycznej pomigdzy wariantami M3 a M?7. Zaobserwowano
przyspieszenie reakcji ok. 1081 oraz warto§é Ku réwng 2,7 mM (rysunek 95, tabela 47).”
Zgodzg si¢, ze ,mutant” jest terminem poprawnym naukowo w biologii molekulame;
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1 inZynierii biatek, ale w tym zdaniu brzmi nieco niezr¢cznie. W pracach doktorskich czgéciej
stosuje si¢ okreslenia ,wariant”, ,wariant biatka”, ,enzym z mutacjg” lub ,konstrukt”,
zwlaszcza gdy méwimy o celowo zaprojektowanych mutacjach. Zamiast ,,charakterystyce
katalitycznej” lepiej brzmi ,,wlasciwoéciach katalitycznych” lub ,parametrach kinetycznych”
natomiast zapis ,,0k. 1081” jest niejednoznaczny. Jeéli chodzi o wzrost 1081 razy, lepiej
napisa¢ ,,0kolo 1081-krotne przyspieszenie reakcji”. Poprawna wersja moglaby brzmieé
w sposob nastepujacy: ,,Wprowadzenie tyrozyny w pozycji 27 doprowadzilo do otrzymania
wariantu o wlaSciwosciach katalitycznych posrednich pomiedzy wariantami M3 i M7.
Zaobserwowano okoto 1081-krotne przyspieszenie reakcji oraz wartoé¢ Km wynoszica
2,7 mM (rysunek 95, tabela 47).”

e strona 140 zdanie ,Wyniki te sugeruja, Ze histydyna nie jest gléwnym czynnikiem
odpowiadajgcym za wysokie przyspieszenie reakcji osiggane przez M7 i M3x7; kluczows rolg
moze natomiast odgrywaé¢ Tyr-9 lub kombinacja Tyr- 9 z Trp-14 (tabela 48).” Okreslenie
»Wysokie przyspieszenie reakcji” brzmi nienaturalnie, a zapis ,, Tyr- 9” zawiera zbedng spacje.
Proponowana wersja: ,,Wyniki te sugerujg, ze histydyna nie jest glownym czynnikiem
odpowiadajacym za znaczne przyspieszenie reakcji obserwowane dla wariantéw M7 i M3x7.
Kluczows rolg moze natomiast odgrywaé Tyr-9 lub kombinacja reszt Tyr-9 i Trp-14 (tabela
48).”

¢ strona 165. Tytul podrozdziatu ,,Odcinanie peptydéw z zywicy” proponowalabym zastgpié
bardziej precyzyjnym okreSleniem ,Uwalnianie peptydow z zywicy” lub ,Uwalnianie
peptydéw z noénika statego”.

Dorobek naukowy Doktorantki nalezy ocenié bardzo wysoko. Jest on ponadprzecigtny na
etapie przygotowywania rozprawy doktorskiej i §wiadczy o duzej aktywnoséci naukowej Autorki.
Obejmuje on trzy wspolautorskie publikacje naukowe opublikowane w renomowanych
czasopismach mig¢dzynarodowych (Journal of Medicinal Chemistry, Journal of Materials
Chemistry B oraz Journal of Molecular Structure) o lacznym wspélczynniku wplywu Impact
Factor ré6wnym 17,2. Ponadto kolejny manuskrypt zostal juz zlozony do publikacji. Prace
bezposrednio prezentujace wyniki stanowigce przedmiot rozprawy doktorskiej sa obecnie
w przygotowaniu. Wyniki badan byly prezentowane na kilku konferencjach naukowych o zasiegu
krajowym i mig¢dzynarodowym, gdzie spotkaly si¢ z bardzo dobrym odbiorem Srodowiska
naukowego. Potwierdzeniem wysokiej jakosci prowadzonych badah sa wyrdznienia przyznane
Doktorantce, w tym dwie nagrody za najlepszy poster (27th Polish Peptide Symposium oraz
Protein DICES) oraz nagroda za najlepszg prezentacj¢ ustng podczas seminarium doktoranckiego
CHEMDay. Caloksztalt dorobku naukowego $wiadczy o duzej aktywnosci badawczej
Doktorantki, umicjetnosci prowadzenia badah na wysokim poziomie oraz skutecznego
upowszechniania ich wynikow.
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Podsumowujac, przediozona rozprawa doktorska stanowi oryginalne i wartosciowe
opracowanie poswigcone aktualnej i wymagajacej problematyce projektowania minibiatek
katalitycznych. Umiejgtne polaczenie metod obliczeniowych z szerokim zakresem badaf
eksperymentalnych pozwolito na uzyskanie warto$ciowych wynikéw naukowych, potwierdzajac
wszechstronne przygotowanie Doktorantki do prowadzenia samodzielnej dziatainoéci badawcze;.
W mojej ocenie rozprawa spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim okreslone w
art. 187 ust. 1-2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” i stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. W zwiazku z powyZszym wnosz¢ do Rady
Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki Wroclawskiej o przyjecie rozprawy i
dopuszczenie Pani mgr inZ. Anny Szczepaidskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Jednoczesnie, biorgc pod uwage bardzo wysoki poziom merytoryczny rozprawy,
nowatorski charakter przeprowadzonych badaf, imponujacy zakres wykonanych prac
eksperymentalnych i obliczeniowych oraz wyjatkowa starannoéé przygotowania dysertacii,
skiadam wniesek o wyréznienie przedlozonej rozprawy doktorskie;j.

Monika Kijewska
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