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Recenzja rozprawy doktorskiej ,,Peptydowe mimetyki hydrolaz” autorstwa Pawia
Morawiaka

Praca doktorska powstata na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej pod
opieka prof. dr hab. tukasza Berlickiego. Recenzowana praca doktorska dotyczy
projektowania, syntezy i badania aktywnosci esterazowej peptydéw, ktérych diugosc
sekwencji nie przekraczajace 50 reszt aminokwasowych.

Praca napisana jest w jezyku polskim i zawiera jednostronicowe streszczenie (Abstract)
w jezyku angielskim. Postugiwanie sie jezykiem polskim w opracowaniach naukowych byé¢
moze nie nalezy do mocnych stron Autora, co przy obecnym trendzie na dominacje jezyka
angielskiego nie nalezy dziwi¢. Stosowane przez Autora stownictwo naukowe jest generalnie
poprawne, to jednak formy gramatyczne jak te: wydzierajacy sie¢ do pracy Zargon
laboratoryjny psuje odbiér catoéci. Treéé pracy jedynie potwierdza generalny trend
obserwowany w zyciu codziennym jakim jest zanik podziatu na rzeczowniki policzalne i
niepoliczalne, co przy kwantyfikacji sprowadza sie do stosowania form np. ilo$¢ reszt
aminokwasowych (np. opis rysunku 29). Przyktadem zargonu laboratoryjnego s3 stosowane w
opisach rysunkéw zwroty ,,...przyrost pomiaréw fluorescencji...” (przyktadowo str. 76) co
powinno by¢ napisane jako , przyrost intensywnosci fluorescencji”. Bardzo niezrecznie brzmia
nazwy podrozdziatéw przyktadowo ,Podsumowanie mimetykéw metaloenzymu MvaT” (str.
95), gdzie przy stosowanej przez Autora formule nazywania podrozdziatéw zwykte
»Podsumowanie” bytoby catkowicie adekwatne. Czasami Autora nie opuszcza poczucie
humoru i nadaje obiektom swoich badan cechy organizmoéw zywych , Takie peptydy czerpia
korzysci ..... (s- 22), co moze $wiadczy¢ o duzym zaangazowaniu autora i »22yciem” sie z
obiektami swoich badari. Pomijajac przedstawione powyzej uwagi, praca jest napisana
jezykiem zrozumiatym dla recenzenta.

Praca ma typowy dla tego rodzaju opracowania uktad z wydzielonym Wstepem (48
stron), jednostronicowym Celem pracy, rozdziatem Wyniki i dyskusja (62 strony),
Podsumowaniem (2 strony). Rozdziat pod tytutem Czeéé eksperymentalna (8 stron) zawiera
opis stosowanych metod badawczych, warunkéw eksperymentéw i podstawowych danych
analitycznych dotyczacych syntezowanych i stosowanych w badaniach peptydéw. Ostatnig
czeécig pracy jest  spis literatury zawierajgcym 191 pozycji, pozycje literaturowe
przywotywane sg tekscie w systemie vancouverskim. Cata praca tacznie z cytowang literatura
miesci si¢ na 178 stronach formatu najbardziej zblizonego do C5.

Pierwsze merytoryczne zastrzezenie budzi tytut pracy »Peptydowe mimetyki hydrolaz”.
Co do zasady tytut opracowania powinien by¢ krétki (i taki jest) i jednoczeénie w miare
precyzyjny. Uzycie w tytule pojecia hydrolaza jest swego rodzaju naduzyciem ze strony Autora,
owszem badana byfa aktywnos¢ hydrolityczna. Hydrolazy to jednak pojecie bardzo rozlegte i
obejmujace enzymy katalizujace rozpad wielu typéw wigzan chemicznych. Stosowane przez
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Autora w pracy modelowe substraty wyraznie wskazuja, Ze autor badat jedynie aktywnos$¢
esterazowy, tak wiec tytut rozprawy powinien raczej brzmiec ,Peptydowe mimetyki esteraz”
aby dobrze oddawat treé¢ rozprawy.

Rozdziat Wstep jest obszerny i generalnie porusza wigkszos¢ aspektéw niezbednych do
zrozumienia badan opisywanych w dalszych cze$ciach pracy. Nie jest dla recenzenta
zrozumiate z jakiego powodu Autor poswieca w specjalistycznej pracy naukowej tyle miejsca
(pierwsze strony rozdziatu) na podawanie informacji podstawowych takich jak biosynteza
biatek na rybosomach, definicja sekwencji peptydowej i jej kierunku, chiralno$é¢ tzw.
»kodowanych aminokwaséw”, pojecie hierarchicznego opisu struktury przestrzennej biatek
itp. Praca skierowana jest do specjalistow, ktorzy powinni posiada¢ te podstawowg wiedze
biochemiczna niezbedng do zrozumienia zawartych wynikéw. Drugim zarzutem do zawartosci
i konstrukcji informacji zawartej we Wstepie jest brak rozdziatu przyblizajgcego wyczerpujaco
strukture i aktywno$¢ palca cynkowego czy biatka MvaT. Brak jest tych informacji we Wstepie,
ale w rozdziale Wyniki i dyskusja pojawiaja sie one ale w bardzo skrétowej formie. Podobnie
wyglada sytuacja z niektérymi aspektami dotyczacymi mechanizmu dziatania wybranych
typow enzymoéw. Autor poswieca temu tematowi sporo miejsca we Wstepie, jednak przy
opisie otrzymanych wynikéw (rozdziat Wyniki i dyskusja) wraca do tego tematu podajac
dodatkowe opisy i przedstawiajac dodatkowe rysunki (Rysunki 92,102, 115). Podsumowujgc
rozdzial Wstep zawiera wiekszo$¢ niezbednych informacji, jednak nie jest do korica
przemysina zaréwno tres¢ jaki i poziom merytoryczny prezentowanych tam informaciji.

Najobszerniejszy rozdziat pracy Wyniki i dyskusja obejmuje badania przeprowadzone
dla ponad 80 peptydéw (Autor podaje, ze peptydéw tych byto 86, recenzentowi z rachunkéw
wiasnych wychodzito 89 sekwencji) o réznej dlugosci sekwencji i kompozycji aminokwasowe;j.
Wszystkie peptydy zostaty zsyntetyzowane chemiczne, oczyszczone a nastepnie przebadane
za pomocga spektroskopii dichroizmu kotowego (CD) w celu estymacji ich prawdopodobnej
struktury przestrzennej, jak tez ustalenia ewentualnej temperatury strukturalnego przejscia
fazowego. W przypadku kilkunastu peptydéw wykonano pomiary temperatury przejécia
fazowego za pomoca nieznanej dla recenzenta techniki i stosowanego urzadzenia. Autor
wzmiankuje (str. 141), ze chcial wykona¢ pomiary za pomoca réinicowej kalorymetrii
skaningowej (DSC), ale ze wzgledu na brak dostepu do takiego aparatu wykonywat pomiary z
zastosowaniem nie do korica opisanej techniki i aparatury. Opis eksperymentu jest bardzo
skrotowy, brak jest nazwy aparatu (podany jest jedynie producent), a przedstawione surowe
dane na rysunkach 138, 139 i 144 s3 opisane w sposéb nie pozwalajacy okresli¢, co te dane
przedstawiaja. Jesli Autor zdecydowat sie przedstawi¢ wyniki tych eksperymentow, to opis ich
wykonania i wszelkie niezbedne informacje powinny by¢ zawarte w rozdziale Czeéé
eksperymentalna, ale niestety tych informacji tam nie ma.

Dla wiekszosci badanych peptydow Autor wykonat pomiary aktywnosci enzymatycznej
z zastosowaniem techniki fluorescencyjnej, stosujac dwa modelowe substraty pochodng
pirenu ATATS (kwas 8-acetoksy-1,3,6-trisulfono piren) i pochodng kumaryny UMB (4-metylo-
7-acetoksy kumaryna). Autor wzmiankuje, ze w przypadku kilku badanych peptydéw podjeto
probe, czy tez planowano badania strukturalne za pomoc3 magnetycznego rezonansu
jadrowego (NMR), czy w czasie publicznej obrony Autor mégitby podaé
informacje/skomentowa¢ dlaczego takie badania nie zostaly wykonane, albo jakie problemy
uniemozliwity przeprowadzenie takich badan. Potwierdzenie struktury przestrzennej
badanych peptydéw za pomoca jakiejkolwiek wysokorozdzielczej metody strukturalnej (NMR,
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krystalografia) bytoby merytorycznie bardzo zasadne, bo potwierdzatoby stawiane w pracy
whnioski dotyczace wptywu struktury przestrzennej na aktywnos¢ enzymatyczna.

Rozdziat Wyniki i dyskusja zawiera podrozdziat 5.1.2. ktéry opisuje synteze APCP
(kwasu 2-amino-1-cyklopentanokarboksylowego), za$ podrozdziat 5.1.3 synteze peptydéw
zawierajagcych APCP. Tre$¢ podrozdziatu 5.1.2. jest powtérzona w rozdziale Czesc
eksperymentalna, a szczegéine warunki syntezy peptydéw zawierajacych APCP powinny sie
znaleZ¢ réwniez w tym rozdziale. Nie jest zrozumiate dla recenzenta dlaczego Autor z jednej
strony duplikuje opisy, albo umieszcza je niezgodnie z logika konstrukcji pracy.

Generalnie praca Autora skupiata sie gtéwnie na wykorzystaniu bazowych sekwencji
peptydowych (nazywanych przez Autora rusztowaniami) i modyfikowanie ich w taki sposcéb,
aby utworzy¢ analogi centréw aktywnych enzyméw np. proteazy cysteinowych,
metaloproteaz, nukleaz. Przeprowadzone przez autora préby prowadzity do réznych efektow
jednak znaczna cze$¢ préb zakoriczyta sie powodzeniem prowadzac do sekwencji
peptydowych wykazujacych (przynajmniej na bazie pomiaréw temperaturowych CD) stabilng
strukture przestrzenng i aktywno$é katalityczng. Autorowi udato sie otrzymac aktywne
katalitycznie preparaty praktycznie jedynie w przypadku peptydéw zawierajacych analogi
centrum aktywnego proteaz cysteinowych (proteazy cysteinowe wykazujg wysoka aktywnosé
esterazowy: uwaga Recenzenta). Proba wykorzystania centréw aktywnych zawierajacych jony
cynku, prowadzita do stabilnych struktur przestrzennych badanych peptydéw lecz konstrukty
te nie wykazywaty zazwyczaj aktywnosci katalitycznej. W treéci pracy zabrakto mi dyskusji,
albo komentarza dlaczego peptydy zawierajgce miejsca wigzania jonu cynku nie wykazywaty
aktywnosci katalitycznej. Substraty hydrolaz (np. nukleazy, karboksypeptydazy) zawierajacych
jony metali w centrum aktywnym zawsze niosg fadunek w bezposrednim sasiedztwie
hydrolizowanego przez enzym wigzania. Stosowane przez Autora modelowe substraty
niestety nie spetnialy tego warunku tak wiec trudno bylo oczekiwaé, ze opracowane przez
autora konstrukty bedg aktywne. Oczekiwatbym aby w trakcie publicznej obrony pracy
doktorskiej Autor zaproponowat modelowy substrat, ktory mogtby zostaé zastosowany do
wykazania aktywnosci katalitycznych konstruktéw zawierajacych jon metalu w analogu
centrum aktywnego.

Jak to napisano powyzej konstrukty zawierajace analog centrum aktywnego proteaz
cysteinowych okazaly sie najbardziej obiecujace pod wzgledem aktywnogci katalitycznej.
Autor rozwinat badania nad tymi obiecujacymi konstruktami, starajac sie po przez modulacje
tadunku catkowitego czasteczki peptydu, czy zmiang hydrofobowosci  zwiekszyé
powinowactwo peptydu (obserwacja zmiany statej Km) do stosowanych substratéw. Jak to
pokazano w rozdziatach 5.5.6 i 5.5.7 zabiegi te przyniosty oczekiwane efekty prowadzace do
wytworzenia konstruktow wykazujacych relatywnie mate wartoéci statej Km (wysokie
powinowactwo) do substratu ATATS i zwigzana z tym selektywnoscig do tego konkretnego
substratu. W tym miejscu brakuje mi jednak troche szerszej dyskus;ji i krytycznego spojrzenia
na otrzymane wyniki. Autor wykonuje ciekawy eksperymenty np. patrz dane zawarte w Tabeli
34 czy 35. Gdzie bada charakterystyke kinetyczng reakcji w 20 minutach po jej
zapoczatkowaniu i w przedziale czasowym 20-60 minut. Dane pokazane w odpowiednich
tabelach niezaleznie od uzytego substratu lub katalitycznego peptydu wyraZnie pokazuja, ze
w poczatkowym okresie reakcji {pierwsze 20 minut) state kcat i Km maja wartosci wieksze niz
te wartoéci obliczone dla danych z drugiego przedziatu czasowego (20-60 minut). Tego rodzaju
zaleinoé¢ wskazuje, ze prawdopodobnie mamy do czynienia z procesem inhibicji reakcji przez
produkt. Trzeba pamieta¢, Ze réwnanie Michaelis-Menten (stosowane w pracy do opisu
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kinetyki rekacji) zostalo wyprowadzone przy zatoieniu, ie powinowactwo produktu do
enzymu jest zaniedbywalnie niskie. Niestety w tekscie pracy trudno jest znaleZ¢ analizy, czy
dywagacje dotyczace wplywu takiego procesu (inhibicja przez produkt) na otrzymywane
wartosci parametréw kinetycznych badanych reakcji. Co wiecej, brakuje odpowiedniego
eksperymentu (oczywiécie dla wybranych peptydéw) pokazujacego, ze taki proces ma miejsce
i ma wptyw na wyznaczone parametry kinetyczne. Na marginesie, jesli parametry kinetyczne
miatby by¢é wyznaczone do$¢ precyzyjnie, a produkt reakcji wykazywatby znaczne
powinowactwo do katalitycznego peptydu, to nalezatoby sprawdzi¢ na ile tworzenie
kompleksu peptyd-produkt wptywa na wydajnos¢ fluorescencji produktu. Szczegdinie dotyczy
to tych peptydéw ktore niosg znaczny fadunek wypadkowy.

Przy okazji mam generalna uwage dotyczaca catego tego rozdziatu, Autor bardzo
mocno skupia sie na wynikach, a poswigca bardzo mato miejsca na dyskusje wynikéw,
odniesienia do literatury itp. mozna skonkludowaé, ze opisywany rozdziat powinien raczej
nazywac sie Wyniki, komponent dotyczacy dyskusji jest bardzo skromny.

Inna uwaga techniczna, dotyczy tego, ie przy przedstawianiu wynikéw badan nad
aktywnoscia katalityczng badanych czesci peptydéw, Autor nie pokazuje (albo nie wykonywat
tych badan w taki sposéb) wynikéw dla substratu bez obecnosci badanego peptydu (patrz
rysunki 72,73,76,91,93,94,95). Ponadto brak jest informacji dotyczacej tego jakie byto stezenie
poczatkowe substratu i peptydu w badanych prébkach. Tego rodzaju informacja (stezenia
substratu i peptydu) jest podana jedynie w przypadku rysunku 66.

Pomine omawianie Podsumowania pracy, gdzie autor syntetycznie podsumowuje
najwazniejsze wyniki osiggniete w trakcie prowadzenia badan.

Rozdziat Czes$¢ eksperymentalna jest napisany w sposob dosé zwarty, ale na tyle
czytelny, Ze nie bytoby probleméw z odtworzeniem wykonywanych eksperymentéw. W
opisach wczesniejszych rozdziatéw pracy zawarfem szereg uwag czego brakuje w tym
rozdziale, albo co powinno zosta¢ przeniesione z innych czeéci pracy. Opisy wynikéw, a
szczegdlnie opisy projektowania nowych sekwencji s3 wzbogacone o liczne rysunki jak tei
modele strukturalne (np. rysunki 103, 110), mapy rozkiadu tadunku elektrostatycznego (np.
rysunek 103). Jednak brak jest jakichkolwiek wzmianek dotyczacych stosowanych programaw,
metod do stworzenia tych modeli i obrazow.

Na zakoriczenie ostatnia uwaga ogdlna. Praca zawiera olbrzymi materiat
eksperymentalny, sama praca jest obszerna wiec sit rzeczy jest pewna liczba jakis
niedociagnie¢ technicznych i redakcyjnych, o ktérych pisatem powyiej. Jednak im liczba
wykonanych eksperymentow jest wieksza, tym wieksza rola Autora aby te ogromng liczbe
wynikow zaprezentowat w sposéb jak najbardziej czytelny i przejrzysty dla czytelnika
(recenzenta). Przyjety model przedstawienia wynikéw w formie dos¢ obszernego swego
rodzaju ,strumienia swiadomosci” nie jest najlepszym rozwigzaniem. Przyjety obecnie w
publikacjach naukowych model eksponowania najistotniejszych rezultatow z gteboka dyskusja
w tekscie gtéwnym pracy, a przesuniecie waznych ale majacych znacznie pomocnicze lub
weryfikacyjne wynikow do zatgcznikéw, jest stusznym rozwigzaniem i moiliwym do
zastosowania przy pisaniu rozpraw doktorskich.

Podsumowujac, najwazniejsze osiaggniecia zawarte w pracy, autor: i) zaprojektowat i
przebadat kilkanascie sekwencji peptydowych zawierajgcych analog centrum aktywnego
proteaz cysteinowych, ktére to sekwencje peptydowe, ktére prawdopodobnie posiadaty
zdefiniowang strukture przestrzenng i zdolnos¢ do katalizowania reakcji hydrolizy
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modelowych substratéw ii) zmieniajgc polarnoéé i hydrofobowoéé (po przez substytucje
wybranych reszt aminokwasowych) wybranych peptydéw potrafit kontrolowaé efektywnos¢
katalizy jak réwniez wplywaé na selektywnosé substratows; iii) wykazat, ie peptydy
wykazujace aktywnos¢ katalityczng zawierajgce jedynie naturalne kodowane aminokwasy
mog3 by¢ efektywnie modyfikowane syntetycznymi aminokwasami i ewentualnie prowadzié¢
do wytworzenia organicznych czasteczek katalitycznych odpornych na degradacje
enzymatyczng. Wyniki zawarte w pracy spetniaja w pefni warunki nowosci naukowej okreslone
w art. 187 ust. 1-2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.
z 2023 poz. 742 z péiniejszymi zmianami). W zwigzku z tym whioskuje do Rady Dyscypliny
Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie Pana Pawla Morawiaka
do dalszych etapéw postepowanie w sprawie nadania stopnia doktora.
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