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Recenzja pracy doktorskiej mgr Joanny Lipowskiej pt. ,,Structural and functional
studies of selected enzymes from pathogenic bacteria”

Pani mgr Joanna Lipowska wykonywata prace doktorska pod kierunkiem prof.
Krzysztofa Lewiriskiego, w grupie Biokrystalograficznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Jagielloriskiego. Temat pracy wywodzi sie z Centrum Genomiki Strukturaine] Chorob
Infekcyjnych (CSGID - Center for Structural Genomics of Infectious Diseases) i opisane w
pracy badania byly wykonane w wiekszosci w Laboratorium Profesora Wtadystawa Minora
na Uniwersytecie Virginia, w USA.

Celem przedstawionej mi do recenzji pracy doktorskiej sg badania strukturalne biatek
pochodzacych z patogennych bakterii, ktére mogg stanowié¢ cel dla projektowania lekdw
przeciwko tym mikroorganizmom.

Praca ma ukifad zblizony do klasycznego, ale opis badan i dyskusja nad
poszczegdinymi biatkami umieszczone sa w oddzielnych rozdziatach. Jest to nietypowe, ale
uzasadnione, gdyz oprocz tego, ze pochodzg z patogennych baklerii'i moga stanowi¢ cele
terapeutyézne, to nalezg do innych rodzin enzymdéw. |

Praca podzielona jest na: wstgp, cel badan, metodologie i procedury

- eksperymentalne oraz rozdzialy poswigcone poszczegdlnym, badanym biatkom:

dihydroorotazom z dwodch organizmoéw, peptydazie B, domenie kasety wigzacej ATP z
transportera ABC, aldoketoreduktazie i biatku o nieznanej funkcji. Kazdy z rozdziatdw
opisujgcych pojedyncze biatko zawiera opis badan eksperymentalnych, oméwienie wynikdw i
elementy dyskusji. Praca zakoriczona jest podsumowaniem i wnioskami oraz spisem
odnos$nikow literaturowych.

We wstepie opisane sg interakcje organizmu cztowieka z mikrobami oraz historia
odkrycia antybiotykdw i ich wplyw na pojawienie sie antybiotykoopornych szczepow bakterii.
Kolejnymi  poruszanymi  zagadnieniami  jest  strategia zwalczania  szczepdw



antybiotykoopornych oraz udziat Centrow Genomiki Strukturalnej w badaniach nad biatkami
mogacymi stanowi¢ cel terapeutyczny.

Rozdziat opisujgcy rozwdj infrastruktury synchrotronowej i wptyw tych osrodkéw na
badania strukiuralne jest luzno zwigzany z tematyka pracy. Natomiast opis patogennych
bakterii z ktorych izolowano geny kodujace biatka, bedace obiektem badan niniejszej pracy
doktorskiej, jak najpardziej dobrze pasuje do tematu.

Pierwszym z omawianych organizméw patogennych jest pateczka dzumy Yrsinia
pestis. Szczep ten uwazany by{' za wrazliwy na antybiotyki, jednakze okazato sie, Zze pod
koniec XX wieku wyizolowano i zidentyfikowano szczepy Y, pestis antybiotykooporne.
DZuma jest dos¢ dobrze kontrolowana epidemiolegicznie, ale ze wzgledu na potencialne
zagrozenie uzycia tego szczepu jako broni biologiczne] badania nad nowymi lekami
zwalczajacymi go sg jak najbardziej uzasadnione.

Drugim patogennym organizmem sg bakterie cholery Vibrio cholerae, kidre atakujg
tylko ludzi. Horyzontalny transfer gendw od innych bakterii spowodowat, ze pojawily sie
antybiotykooporne szczepy tej bakterii, ktére stwarzajg zagrozenie epidemiologiczne.

Trzecim omawianym organizmem jest Klebsiella pneumoniae - bakteria powodujgca
giownie zapalenie ptuc, ale mogagca wywotywac rowniez inne choroby w zaleznosci od tego,
w ktdérym migjscu rozwinie sie infekcja. Wystepuje ona naturalnie w glebie na powierzchni
roslin, a takze w uktadzie trawiennym ludzi i zwierzat. Bakteria ta nie jest niebezpieczna dla
zdrowych o0s0b, ale w przypadku ostabienia odporncsci moze przybraé ziosliwg postaé,
powodujac powazne szkody w organizmie. Moze wtedy prowadzi¢ do takich choréb, jak:
zapalenie piuc, zakazenie ran, problemy z pecherzem moczowym, a nawet zakaZenia
ogdlnoustrojowego, jak sepsa. Charakteryzuje sig szybkim rozprzestrzenianiem, a choroba
daje objawy dos$¢ p6zno od momentu zakazenia. Jest jedna z bakterii ktorej szczepy
wyksztafcity daleko idgcg antybiotykoopornos¢ dlatego prace nad “nowymi celami
terapeutycznym sa bardzo wazne.

Coxiefla burnetii nalezy do gram-ujemnych proteobakterii i wywoluje gorgczke Q —
bakteryjna, zakazng chorobe owiec i bydia. U ludzi goraczka Q zwana jest zoonozg i
uwazana jest za jedna z ‘najbardziej‘ zakaznych chordb na $wiecie, poniewaz do wywolania
infekcji u osdb podatnych moze wystarczyé kontakt juz z pojedynczg bakteria. Grupy
zawodowo narazone to: hodowcy bydta, owiec, kéz, personel weterynaryjny i laboratoriow
mikrobiologicznych, pracownicy rzezni, a takze mleczarni.

Gronkowiec Zzocisty - Staphylococcus aureus jest grarﬁ-dodatniq bakterig
wystepujgca w jamie nosowo-gardiowej oraz na skdérze ludzi i zwierzgt. Nosicielstwo
wysiepuje szczegdlnie czesto posrdd personelu szpitalnego, co ma szczegdine znaczenie
dla szerzenia sig zakazen wewnatrzszpitalnych. Gronkowce wytwarzajg termoodporng
enterotoksyne w zakazonym produkcie spozywczym. Gronkowiec ziocisty najczescie



powoduje zakazenia ropne skéry (czyraki, jeczmien, ropnie, zastrzat), zakazenia uktadowe
(zapalenie tchawicy, pluc, migénia sercowego, sepse), lub zatrucia zwigzane z produkcjg
toksyn.

Rozdziat poswigcony metodologii rozpoczyna sie od opisu systemu informacyjnego
do gromadzenia i $ledzenia danych dotyczgcych badar strukturalnych w projektach nad
poszczegolnymi  biatkami bedqcymli obiektami badarn w Centrach Genomiki Strukturalnej.
Koniecznos¢ utworzenia takiej bazy danych Lab Data Base w laboratorium Prof. Minora
wynika z tego, ze poszczegdine étapy projektu wykonywane sg nie tylko przez inne osoby w
jednym zespole lecz rowniez przéz inne laboratoria rozrzucone po‘ca’rym $wiecie. System
ten obejmuje rowniez automatyczng rejestracje eksperymentéw krystalizacyjnych. Posrednio
swiadczy to o tym, ze doktorantka zaangaZowana byta tylko w niektdre etapy procesu
wyznaczania struktury krystaliczne] biatek opisarnych w pracy.

Kolejne podrozdzialy w metodologii poswiecone sg opisowi eksperymentdw
krystalizacyjnych i obejmujg one: wysokowydajne procedury krystalizacyjne z uzyciem
robotdw, opis zestawdw krystalizacyjnych, uzycie alternatywnego rezerwuaru i enzymoéw
proteolitycznych.  Nastepne  rozdzialy  dotycza  optymalizacji  eksperymentow
krystalizacyjnych, szczepienia mikrozarodkowego i pomiaru stabilnosci termicznej. W
rozdziale poswigconym komercyjnym zestawom krystalizacyjnym Doktorantka podaje nazwy,
ale nie podaje ich sktadu, ani odnosnikéw internetowych do ich sktadu.

W ostatnim rozdziale poswieconym metodom, Doktorantka opisuje badanie kinetyki
reakcji katalizowanej przez aldoketoreduktaze z Klebsiella pneumoniae oraz testy na
specyficznosé substratowa tego enzymu z uzyciem ponad 80 potencjainych substratéw.

W rozdziale ,Procedury eksperymentalne” sg opisane: ,klonowanie i transformacja
szczepdw bakteryjnych, ,Ekspresja i oczyszczanie badanych biatek, Krystalizacja,
Eksperymenty dyfrakcyjne, Obrdbka danych dyfrakcyjﬁych i udoktadnianie’ struktur, Uzycie
macierzy mikrozarodkowej w krystalizacji aldoketoreduktazy oraz Opis badania
specyficznosci substratowych KpAKR. Ostatnim rozdziatem w opisie procedur jest
~Homologiczne modelowanie biatek, do wykorzystania w podstawieniu czasteczkowym, a
takze otrzymania modeli biatek, dia ktdrych nie powiodto sie rozwigzanie struktur
krystalicznych.

Opisy w tych rozdziatlach sg bardzo pobiezne i bardziej akcentujg uzyte
oprogramowanie krystalograficzne niz opis samych eksperymentéw — procedur. W
paragrafie poswigconym rozwigzywaniu struktur Doktorantka wymienia dyfrakcje anomalng
przy pojedynczej diugosci fali opartej na selenie, z wykorzystaniem selenometioninowej
pochodnej biatka, jako standardowg procedure. Natomiast w opisie nadprodukcji biatek nic
hie wspomina o obecnosdci selenometioniny w pozywce. Chciatabym aby Doktorantka
uscislita dla ktérych biatek uzywata pochodnej selenometioninowej i jak jg otrzymywata.




W kolejnych rozdziatach od V-IX omawiane sg poszczegéine bialka, ktorych
okreslenie struktur przestrzennych jest celem tej pracy doktorskiej. We wszystkich tych
rozdziatach zastosowano taki sam schemat opisu rozpoczynajgcy si¢ od wprowadzenia,
rezultatéw i dyskusji, ktére dalej podzielone sa na: opis krystalizacji, rejestracji i obrobki
danych dyfrakcyjnych, ogélny opis strukiury i centrum aktywnego konczac opisem o
znaczeniu struktury w projektowaniu lekdw.

Pierwszymi z badanych biatek przez Doktorantke byly dihydroorotazy — enzymy
zaangazowane w transformacije N-karbamoiloasparaginianu do kwasu 4,5-dihydrorotowego.
Enzym ten bierze udziat w syntezie pirymidyn we wszystkich organizmach zywych. Roznica
migdzy orotazami bakteryjnymi a orotazami organizméw wyzszych polega na tym, ze u
bakterii enzym ten wystepuje pojedynczo, a np. u ssakow jest jednym z trzech biatek
wielofunkeyjnego kompleksu CAD, sktadajgcego sie z synietazy karbamoilofosforanowe,
transkarbamylazy asparaginianowej i wiasnie dihydroorotazy. Réznice w budowie tych
enzyméw mogg stwarzaé szanse dla selektywnego blokowania ich w patogennych
bakteriach.

Doktorantka ustalita strukture krystaliczng dwdch dihydroorotaz z Yrsinia pestis |
Vibrio cholerae i zdeponowata w PDB pod kodami: 6CTY i 5VGM. Enzymy te sg zalezne od
cynku i w centrum aktywnym biatka znajdujg sie atomy Zn koordynowane przez atomy azotu
pierécieni imidazolowych histydyn, grupe karboksylowa kwasu asparaginowego |
karboksylowang lizyne i dodatkowo w 5 z 6 monomerach w strukturze YpDHO przez grupe
kaboksylows jabtczanu. Jon ten jako hydroksyanalog kwasu asparaginowego moze
nasladowacé wigzanie substratu. Sole kwasu jablkowego byly uzyte do krystalizacji w formie
racematu, a zwigzanie jednego z enancjomerdw (L) w centrum aktywnym enzymu swiadczy
o selektywnym wyborze enzymu, co nie jest przedyskutowane w pracy. Do potwierdzenia
miejsca wigzania cynku Doktorantka zebrata dwa zestawy danych dyfrakcyjnych
odpowiadajgce energii aktywacji cynku i ponizej progu energii, a piki na anomalne] mapie
gestosci elektronowej jednoznacznie pokazaly ich lokalizacje (na str. 57 jest edycyiny btad w
wartosci energii ponizej progu absorpcji). Na podstawie rozwigzanych struktur bakteryjnych
dihydroorotaz Doktorantka dokonata modelowania orotazy z zarodzca malarii Plasmodium
falciparum, dzieki kiéremu udowodnita, Ze struktura tego enzymu jest podobna do
bakteryjnych dihydroorotaz typu 1. Ze wzgledu na strukturalne i funkcjonalne réznice
pomiedzy ludzka, a bakteryjnymi orotazami, te ostatnie stanowig dobry cel do projektowania
lekdow.

Kolejnym enzymem badanym strukturainie przez Doktorantke jest peptydaza B z
Yrstinia pestis. Peptydazy B odcinajg N-terminaing reszte aminokwasowsg z preferencjg do
kwasowych aminokwasow. Pomimo tego, ze peptydaza B posiada szerokgy specyfike
substratowa, to najwicksze znaczenie ma jej potencjalne zaangazowanie w metabolizm



glutationu. Autorka wykonata ztozony proces optymalizacji warunkéw krystalizacji w celu
poprawy wiasciwosci dyfrakcyjnych krysztatdéw, gdyz natywne biatko nie formowalo
krysztaldw w wielu testowanych warunkach i dopiero prébka poddana kontrolowangj
proteclizie ulegata krystalizacji. Uzycie proteazy TEV i chemotrypsyny dawaty najlepsze
wyniki, ciggle jednak nie byly to dobre rozdzielczosci - okoto 4A. Dopiero zastosowanie
zardbwno proteolizy podczas krystalizacji, jak | dodanie kationdw cynku pozwolito na
uzyskanie krysztalow rozpraszajacych do 2.75A. Dane dyfrakcyjne z romboedrycznych
krysztatdbw zostaty zindeksowane w heksagonalnym systemie H32. Biatko to tworzy
heksamer sktadajgcy sie z dwé.ch trimeréw, a kazdy z monomerdw sktada sig z dwdch
domen. Opis struktury zawiera sposéb multimeryzaciji, procentowg zawartos$¢ arkuszy beta i
o helis natomiast brakuje opisu trzeciorzedowej budowy monomeru. Bezposrednio po opisie
heksameru Doktorantka analizuje miejsce aktywne enzymu, w ktérym powinny by¢ zwigzane
kationy metalu. Mimo, 2ze w warunkach krystalizacyjnych znajdowaty sige jony cynku to nie
2zwigzaly sie one w miejscu, gdzie w analogicznych peptydazach wigzaly Sie kationy
manganu. Moze to wynikaé z ograniczonej proteolizy i krystalizacji enzymu w nieaktywnej
formie. Sposdb wigzania kationdw manganu zostat zaproponowany przez doktorantke na
podstawie homologicznego modelowania z uzyciem struktury PDB ID: 3H8G, ale nic poza
tym kodem i podobiefistwem sekwencyjnym nie jest napisane na temat tego biatka.
Doktorantka dokonata peoréwnania sekwencji z innymi homologicznymi peptydazami B,
znajdujac rejony zakonserwowane. Otrzymana struktura jest pierwszg peptydaza B
zdeponowang w PDB. Tabelki ze statystykami krystalograficznymi nie zostaly umieszczone
w pracy, ale otrzymatam je pézniej jako suplement.

Kolejnym badanym w pracy biatkiem jest kaseta wigzaca ATP w transporterze
blonowym ABC, wielodomenowym biatku transportujgcemu réznorodne czasteczki przez
btong komérkows. Rolg kasety ATP jest dostarczenie energii do tego transportu. W
komorkach eukariotycznych ABC transporter stuzy do importu i eksportu czasteczek
sygnatowych. Natomiast w komdrkach bakteryjnych jego glowng funkcja jest dostarczanie
skiadnikow odzywczych do wnetrza komérki. Wstepne dane dyfrakcyjne zostaly zebrane do
okoto 2.8A, ale brak sygnatu anomalnego od selenometioniny i brak homologicznego modelu
do podstawienia czas’téczkowego uniemozliwity rozwigzanie struktury. Optymalizacja
procesu krystalizacji nieznacznie poprawita rozdzielczosé danych dyfrakeyjnych.
Zastosowanie kontrolowanej proteolizy przy krystalizacji i dehydratacji powstatych krysztatéw
umozliwito zebranie danych dyfrakcyjnych do 2.6A. Rozwigzanie étruktury umozliwito
zastosowanie domeny wigzgcej ATP z transportera maltozy z Pyrococcus horikoshii (PDB
ID: 2IT1). Mode! do podstawienia czasteczkowego byt zmodyfikowany przez obciecie petli
mogacych stanowié réznice strukturalne pomiedzy modelem a rozwigzywanym biatkiem.
Podobnie, jak z poprzedniej struktury brakujgce informacje na temat pomiaru i udokiadnienia



znajduja sie w tabeli w dotgczonym suplemencie. Oprocz procentowej zawartosci elementow
drugorzedowych, tak jak w poprzednigj strukturze brak jest opisu struktury trzeciorzgdowe;j
biatka. Mimo umiarkowanej rozdzielczosci danych mapy gestosci elekironowej
jednoznacznie wskazuja na sposob zwigzania ATP. Autorom struktury udato si¢ odnalezé
acetylowang lizyne w pozycji 139. Ksztatt mapy gestosci elektronowej wydaje sie byé
przekonywujacym co do zaproponowanej potransiacyinej modyfikacji lizyny, ale przy
rozdzielczosci danych 2.6A warto by to potwierdzi¢ za pomoca innej metody np. hydrolizy i
spektrometrii masowej peptydu iawierajqcego modyfikowany fragment. Autorka twierdzi, ze
acetylacja lizyny byta pbprzedhio opisana w literaturze, ale nie podata odnosnika. W
paragrafie opisujgcym znaczenie otrzymanej struktury doktorantka skupia sie na modyfikacji
lizyny natomiast dla mnie gléwng nowoscia naukowg w tej strukturze jest mozliwosé
porébwnania prokariotycznych- i eukariotycznych ABC transporterdw i mozliwosé
poszukiwania cech je réznicujgcych.

Aldoketoreduktazy sa enzymami redukujgcymi substraty posiadajace grupy ketonowe
lub aldehydowe do pierwszorzedowych i drugorzedowych alkoholi. Struktura ketoredukiazy z
Klebsiella pneumoniae w kompleksie z NADPH zostata wczesniej okreslona w grupie prof.
Minora. Doktorantka skupita sie nad wykrystalizowaniem formy apo oraz komplekséw z
potencjalnymi substratami tego enzymu. Préby krystalizacji KpAKR w formie apo nie
powiodly sie, ale uzyskano inng forme krystalicznego kompleksu tego enzymu z NADPH.
Doktorantka ponowita probe krystalizacji enzymu w formie holo, uzywajac jako zarodkéw
krystalizacyjnych zawiesine krysztatéw kompleksu kpAKR/NADPH. W kilku warunkach
uzyskata krysztaly, ale miaty one morfologie bardzo cienkich igiet bgdz plytek i nie nadawaly
sie do pomiaru dyfrakcyjnego. W zwigzku z tym podieta kolejne proby uzyskania
kompleksdw 2z kofaktorem i substratem. Kompleksy te chciata uzyskaé na drodze
kokrystalizacji lub namaczania i w niektérych przypadkach uzyskiwata mapy gestosci
elektronowej lub zmiang koloru krysztatow swiadczace o zachodzeniu reakeji redukeji w
krysztale, ale w Zzadnym z przypadkéw nie udato jej sie uzyskac petnej struktury. Jest to w
pewnym sensie zrozumiate, kompleksy z substratem uzyskuje sie zwykle stosujgc
nieaktywny mutant, ale frudno uzyskaé nieaktywna forme enzymu dla enzymu z kofaktorem
takim jak NADPH. Dokiorantka zrekompensowata niepowodzenia w badaniach
strukturalnych wyznaczajac w testach kinetycznych preferencie substratowe badanego
enzymu. '

Dla hipotetycznego biatka z Staphylococecus aureus udato si-e nadprodukowagé i
oczyscié preparat biatkowy i uzyskaé fozpraszajqce krysztaly. Przy krotkim czasie
naswietlania rozdzielczos¢ danych dyfrakcyjnych byta niska, a przy dlugim czasie ekspozycji
dajgcym satysfakcjonujgca dyfrakcje krysztat ulegat szybkiej degradaciji. Autorka odnalazta
najbardziej podobny sekwencyjnie homolog i wykonata modelowanie charakteryzujac



strukturalnie biatko. Model ten pozwala zatozyé, ze badany enzym jest peptydazg podobng
do M-16.

Praca opisuje badania strukturalne i biochemiczne bardzo interesujgcej grupy biatek
stanowigcych potencjaine matryce w projektowaniu lekéw przeciw infekcjom wywotanym
przez patogenne szczepy bakterii. Ze wzgledu na zakres wykonanych badan, uzytecznosé
wyznaczonych struktur i nowo$é nauvkowa praca spetia wymagania stawiane pracg
dokiorskim. Pospiech w przygotowaniu rozprawy spraWia, Ze praca Zzawiera
niedopowiedzenia, a niektére aspekty badaf moglyby byé przedstawione bardzie]
precyzyjnie. Jednak calosciowo prace oceniam pozytywnie i stwierdzam, ze praca doktorska
spetnia wszelkie warunki stawiane pracom doktorskim zgodnie z art. 13 ustawy z dnia 14
marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz.U. z 2003r. Nr 65 poz 595 z pbzniejszymi zmianami), oraz
rozporzadzeniem Ministra Edukacji Narodowej z 5 grudnia 2005 roku w sprawie
szczegotowego trybu przeprowadzenie czynnosci w przewodach doktorskich i habilitacyjnym
oraz w postepowaniu o nadanie tytutu profesora, w zwigzku z czym z calym przekonaniem
wnosze do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego o dopuszczenie pani mgr
Joanny Lipowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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