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Recenzja mzprjawy doktorskiej mgr. Joanny Lipowskicej
‘Structural and functional studies of selected enzymes from pathogenic bacteria.’
przedlozonej Radzie Wydzialu Chemii Uniwersytetu Jagiclloiiskiego w Krakowie.

Przestana mi do oceny rozprawa magister Joanny Lipowskiej zostata wykonana pod kierunkiem prof.
dra hab. Krzysztofa Lewinskiego. Insp;raqq do badad objetych rozprawg bylo zjawisko lekoopornosc:
patogennych bakterii, a badania wpisujg sie w $wiatowy wysitek poszukiwania nowych, skuteczaych terapii
przcc:wmxkrobowych Na obiekt badah wybrano odpowiedzialne za antybiotykoopornod¢ enzymy z
patogennych szezepdw Yersinia pestis (dzuma), Vibrio cholerae (cholera), Coxiella brunetis (gorgczka Q),
Kiebsiella pneumoniae {lekooporne zapalenie phic) oraz Staphylococus aureus (infekcje szpitalne).
Obiekty badan zostaty wybrane na podstawie selekeji opracowanej przez Center for Structural Genomics
of Infectious Diseases (CSGID).

Sformutowanym przez Doktorantkg celem badan bylo okreslenie strukturalnych i funkgjonalnych cech
wybranych enzymow zwigzanych 2 antybiotykoopornoscia patog,cnnych bakterii. W szczegblnosei celem
badan bylo okre$lenie struktury niebadanych dotychezas enzymow o niskiej homologii sekwencji do biajek
o znanych strukturach. Badania byty prowadzone we wspdipracy z grupa Wiadka Minora z University of
Virginia, USA. Doktorantka pracowata nad wszystkimi aspektami badan: prowadzita nadprodukei¢ biatek,
okredlata ich stabilnodé oraz stabilizujacy efeki dodatkow metodg TSA, krystalizowata biatka m.in. stosujac
robot, rozwigzata struktury, a takze przeprowadzita modelowanie przez homologie sekwencji.

Aspekty formalne. Przediozona rozprawa jest zwigzana z wieloautorskg publikacja, kiora ukazata sig
w Int. Journal of Biological Macromolecules, 136, 1176-89 (2019). Jest to jednoczesnie wypeinienie
wymogu opisanego w art. 11 ustawy o stopniach i tytule naukowym (DzU. 2016, poz 8821 1311).

Oceniana rozprawa jest napisana w jezyku angielskim i ficzy 118 stron, a bibliografia obejmuje 96
pozycji. Polowa objetosci pracy to rozdzialy zawierajace Wyniki i Dyskusje. Nalezy zauwazyC, Ze
Doktorantka prowadzita ekspresje i krystalizacje badanych bialek i okreslifa ich strukture. Dia peptydazy
B Yersinia pestis Doktorantka okreslita strukture nieaktywnej formy enzymu, dlatego przeprowadzita
dodatkowo modelowanie formy aktywnej w oparciu o homologig sckwencji. Dla aldo-keto reduktazy z
Klebsiella pneumoniae Doktorantka nic uzyskata monokrysztaléw nadajacych si¢ do badan dyfrakeyjnych.
Dla tego biatka zostaly przeprowadzone badania aktywnosci enzymatycznej przy uzyciu skonstruowane;
dia aldo-keto reduktaz biblioteki metabolitdw, Dia bialkka SAQUHMSC_01256 z Stuphylococcus aureus
otrzymane krysztaly nie rozpraszaty promieniowania w stopniu umozliwiajagcym analiz¢ strukturalng i
Doktorantka ograniczyla sig do opracowania modelu homologicznego i na tej podstawie wysungta hipotezg
o przynaleznosci tego biatka i jego funkeji.

Najwazniejsze wyaiki i osiggnigeia.

1. Jednym z clementdw badan bylto okreslenie struktury dihydroorotaz z pateczki dzumy (Y. pestis)
oraz przecinkowca cholery (V. cholerae). Te enzymy sg elementem cyklu syntezy de novo pirymidyn.
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Dla YpDHO otrzymanie krysztaléw wymagalo uzycia komercyjnych zestawdw krystalizacyjnych,
poszukiwania czynnikéw stabilizujgcych enzym metoda Thermal Shift Assay, modyfikacji warunkow
krystalizacji przez dodanie ZnCla. w koncu optymalizacji sktadu rezerwuaru. Otrzymane krysztaly dawaty
dyfrakej¢ do 2.4 A. Mgr Lipowska rozwigzala problem fazowy metoda MR, jako model stosujac strukture
enzymu z E.coli. Na podstawie widm fluorescencyjnych, a potem map uzyskanych z zastosowaniem
sygnatu anomalnego potwierdzita obecno$é 2 jonéw Zn?* w centrum Katalitycznym. Struktura w czgsei
asymetrycznej zawiera 3 dimery DHO - sze$€ czgsteczek o prawie identycznej konformacji, z czego w
pigeiu czgsteczkach Doktorantka stwierdzila wigzanie reszt jablczandéw. Budowa bialka odpowiada
bakteryjnym DHO typu (1, z domeng TIM oraz domeng tworzong przez reszty N- i C-koficowe. Jest 1o typ
najbardzicj odlegly od ludzkiej DHO, wiee réznice mogg by¢ wykorzystane do projeklowania
specyficznych lekdow  antybakteryjnych. Mapy gestosci  elektronowej wykazaly muin. obecnos¢
karboksylowanej lizyny (Kex103) w centrum katalitycznym, a tak modyfikowana reszta jest typowa dla
dihydroorotaz i jest waznym czynnikiem nukleofilowym mostkujacym jony Zn*. Poréwnanie wykazato,
z¢ wigzanie jablczanu powoduje jedynie istotne zmiany konformacyjne diugiei petli i zamknigcie centrum
katalitycznego, podobnie do EcDHO, a w czasteczee nie wigzgee] jablezanu ta petla jest nieuporzadkowana.

Pytanie: W kazdym z lavicuchow YpDEHO brakuje kilku N- | C-kohcowych reszt, co wynika z jakosei map,
a w domysle ze zmiennej konformacii. Majge 6 identycznych podjednostek moina byfo podigé probe
usrednieniu gestosci elektronowej w nadziei na skompletowanie modely. Czy Doktorantka tego probowala.

Dla VeDHO proces krystalizacii objal uzycie standardowych zestawdw, nastgpnic wybér dodatku metoda
TSA. peing optymalizacje warunkéw krystalizacji, w kofcu uzycie pochodnych substratu i produktu
reakcji. Uzyskane krysztaly dawaty dyfrakeje do 1.95 A. Struktura zostala rozwigzana metoda MR z
modelem YpDHO. Doktorantka stwierdzita obecnosé dimeru VeDHO w czgéei asymetryczne] struktury
podobnego do YpDHO, a mapy gestosei wykazaly obecnosé S-oksocysteiny, i karboksylowanej lizyny
mostkujgeej dwa jony cynku(ll) w centrum katalitycznym. Miejsca aktywne obu podjednostek majg
geometrig prawie identyczng ze stwierdzona dla YpDHO (rmsd 0.2 A). nie zawieraig zadnego liganda, a
dfuga petla takze wykazuje nicuporzadkowanie,

Badane enzymy nie byly dotychczas klasyfikowane. Dlatego Doktorantka przeprowadzita analizg
podobienstwa sekwencji do kilku enzymow z superrodziny dihydroorotaz. Ta analiza wykazata wysoka
tdentycznosé sekwencji do EcDHO (YpDHO 72%,VeDHO 55%) oraz wystepowanie charakterystycznych
motywow, potwierdzajac mozlivosé zaklasyfikowania obu enzymow do bakteryjnych DHO typu L.

Bazujac na 30% identycznodcei sekweneji do YpDHO, Doktorantka przeprowadzita modelowanie DHO z
Plasmodium falciprim, pierwotniaka powodujacego malarig. Dane literaturowe wskazywaly, ze ten enzym
Jest obiecujgeym celem terapii antymalarycznych | moize byé podobny do bakteryjnych DHO typu 11 1L
Modelowanie na serwerze Robetta doprowadzito do uzyskania sfatdowania i geometrii centrum aktywnego
PIDHO podobnych do YpDHO. Nalozenic sekwencji obu wskazuje, ze trudno oczekiwad innego wyniku.

Komentarz: Czy algorvim Robetty obejmuje dynamike molekularng i analizg otoczenia aminokbwasow w
mudelu? Bivrge pod uwage wyjsciowy model i obie sekwencje, nalezalo oczekiwaé podobnef architektury
PIDHQO i YpDHQO. Hipoteza o podobierstwie mechanizmow reakcji jest prawdopodobny, ale hipotezq.

Najwaznigjszym aspekiem przeprowadzonych badan jest wykazanie strukturalne] przynaleznodei obu DHO
zwigzanych z lekoopornoseia do bakteryjnych DHO typu 1, co oznacza istotne réZnice w pordwnaniu z
enzymem ludzkim. To daje mozliwosé projekiowania lekéw specyficznych dla bakteryjnych DHO.
Badania wskazaly tez kierunck projektowania lckow - liganddéw wigzanych do jondw cynku i reszt treoniny
w centrum aktywnym i blokujgeych centrum aktywne przez zmiany konformagji diugiej petli.

2, Kolejnym obiektem badan byla peptydaza B (PepB) z pateczki dzumy. Bialko nalezy do grupy
aminopeptydaz leucynowych, 1 moze by¢ zaangazowane w wicle procesow, w tym w metabolizm
glutationu. Znaczenie badan wynika z ograniczonej wiedzy o regulacji aktywnodei YpPePB. Optymalizacja
warunkdw krystalizacji i trawicnie biatka teypsyng dala krysztaly rozpraszajace promieniowanie do 2.75
A. Co wazne, krystalizacja byla prowadzona z uzyciem ImM ZnClz, a roztwér biatka byt nastepnie
zmieszany z roztworem zawierajgcym 0.2M siarczan amonu, pH 7.5. Proby rozwigzania struktury
metodami SAD i MR nie powiodty sig. Ostatecznie struktura zostala rozwigzana metodg MR z uzyciem

e




modelu cytozolowej aminopeptydazy (PDB 3113} z pomocg Marcina Cymborowskiego z laboratorium
Wiadka Minora. Bialko ma budow¢ homoheksameru zbudowancgo z dwoch frimerdw, a cuzgéd
asymetryczna  zawiera | czasteczke biatka. Doktorantka stwierdzita wystgpowanic rejondw
m(.uporz.qdkowanych zlokalizowata 97% reszt w mapie gestosei elektronowej. W strukturze Doktorantka
nie obserwowala obecnosci jondw metali w centrum aktywnym. Dlatego przeprowadzila modelowanie
konformacji kluczowych reszt i polozenia jondw Mn* w oparciu o strukturg leucynowej aminopeptydazy
3H8G. Porbéwnanie sekwencji YpPepB i1 innych peptydaz wykazato, Ze reszly wigzgee jony metalu s
zachowane dla wszystkich analizowanych peptydaz. Takze charakterystyczny dia PepB motyw CSATYRK
zwigzany ze specyficznoscig substratowa wystepuje w YpPepB. Podrodzina leucynowych aminopeptydaz
jest stabo scharakieryzowana. Dlatego Doktorantka przeprowadzila analizg ewolucyjnego zachowania reszt
w czgsteczee YpPepB. wykazujge, Ze reszty rdzenia wigkszej domeny tych peptydaz, w tym reszty centrum
aktywnego, s wysoce zachowane w toku ewolucji. Najbardziej zmienne fragmenty sg zlokalizowane w
matej domenie N-terminalnej oraz na powierzchni wigkszej domeny.

Okreslona struktura YpPepB jest pierwsza zdeponowang w PDB strukturg superrodziny peptydaz B.
Dlatego moze ona by¢ modelem do okredlenia struktur podobnych peptydaz metodg MR, Struktura daje
wglad w réznice migdzy aktywna i nieaktywng (bez jonow metalu) forma enzymu. Znaczenie wykonanych
badan wynika tez 7 faktu oddziatywania PepB z innymi biatkami — czynnikami transKrypcyjnymi i biatkami
regulatorowymi gospodarza. Poznanie struktury powierzchni YpPepB otwiera mozliwosci projektowania
inhibitoréw jego oddziatywan z biatkami ludzkimi i w ten sposéb pokonania lekoopormosci.

Pytanie: Prosze¢ o interpretacye, dlaczego po krystalizacii w usytych warunkach Dok!oran!ka nie znalazia
Jonow cynku. Czy jest to tylko artefakt moslivego trawienia frypsyng?

3. Mer okreslita strukture transportera ABC z Coxiella brunetis, hydrolazy nalezgcej do superrodziny
kaset wigzacych ATP. To biatko jest zwigzane z transportem przez blong komorkows. Transportery ABC
sg wigzane z lekoopornodcig przez ich zdolnosé transportu antymikrobowych lekow poza komoérkg, a takze
7 opornoscig komodrek nowotworowych na antybiotyki. Wieloetapowa optymalizacja warunkow
krystalizacji pozwolita Doktorantce otrzymac krysztaty dajgce dyfrakcje do ok. 2.8 A. Staby sygnat
anomalny uniemozliwit rozwigzanie struktury metodg SAD. Préby metodg MR dia identycznosei
sekwencji z modelami 37-40% takze .r;awmdly Doktorantka rozwigzata strukture z pomocg Marcina
Cymborowskiego, stosujge procedure wycinania peti z modelowe] czasteczki. Podobnie do innych
transporteréw ABC struktura zawiera w czeéci asymetrycznej 2 czgsteczki o podobnej konformacji. W obu
cxgsteczkach znaleziono zwigzane ATP i okre§lono oddzidtywania wigzgce. Doktorantka stwierdzita N-
acetylacje Lys139, jedng z najczestszych modyfikacii posttransiacyjnych wazng dla procesow sygnalizacji
i odpowiedzi na stres,

Znaczenie okredlonej struktury wigza¢ mozna z faktem. ze dotychczas nie bylo w PDB struktury
homologicznego biatka. Innvm waznym wynikiem jest zaobserwowanie acetylacji Lys, zgodnej z
doniesieniami literaturowymi, lecz dotychezas nie obserwowangj w strukturach zdeponowanych w PDB.

4, Kolejna czgsé rozprawy stanowi opis badan aldo-keto reduktazy z Klebsiella pneumoniae. Biatka
superrodziny aldo-keto redukiaz majg budowe baryiki TIM oraz zachowawcze centrum katalityczne z
DYKH tetrada. Biatka pelnig wazng rolg w biosyntezie i detoksyfikacji, katalizujac zalezng od NADPH
redukeje grup karbonylowych substratéw do alkoholi. Strukiura badanego biatka jest znana, i celem pracy
byto nawiazanie do jego funkeji fizjologicznej. Doktorantka otrzymata krysztaly kompleksu KpAKR-
NADPH oraz apo enzymu o jakosdci niedostatecznej dla ekspervmentéw. Kolejna grupa eksperymentow
krystalizacyjnych byla prowadzona dla réznych kombinacji apoKpAKR — NADPH — analog substratu, a
Doktorantka wyprobowata 13 substratéw i ich pochodnych, stosujac wspdtkrystalizacj¢ i nasgczanie. W
strukturze okreslonej dla najlepszych krysztatow kompleksu z izatyna nie bylo wigzanych liganddw.

Struktura KpAKR zostata okredlona do 2.3 A i jest bardzo podobna do struktury 4WGH zdeponowanej w
PDB (rmsd 0.3 A). W miejscu wigzania kofaktora Doktorantka zaobserwowala gestos¢ elektronowa, ale
niska rozdzielczos¢ danych nie pozwolila jednoznacznie okreslié, czy to forma zredukowana czy utleniona.

Mgr Lipowska przeprowadzita badania aktywnosdci enzymatycznej uzywajac biblioteki metabolitow dla
aldo-keto reduktaz. Badania 9 istotnych biologicznie substratow aldo-keto reduktaz wykazaty, ze badany




enzym efektywnic katalizuje przemiany izatyny, benzaldehydu i pirogronianu sodu oraz ich pochodnych,
wskazujac na specyficznodé substratows badanego enzymu.

Pytanie: na str. 95 Doktorantka uzasadnia brak gestosci elektronowej dla izatyny jej . szybkq konwwersiq
do susbtratu i nastepujqcym uwolnieniem z centrum aktywnego . To okreslenie powtarza sig na str. 101
Zapewne chodzi o transformacie do produktu?

5. Mgr Lipowska przeprowadzita préby  okreslenia  struktury  hipotetycznego  biatka
SAOUHSC 01256 z bakierii Staphylococcus aureus. Nie jest znana funkcja tego bialka, dlatego
Doktorantka za cel postawia okreslenie struktury | wydedukowanie funkeii na jej podstawie. W procesic
optymalizacji otrzymane zostaly krysztaty dajace dyfrakcje do 3.5 A, ale te dane nie wystarczyly do
okreslenia struktury. Model homologiczny wygenerowany na serwerze Robetta odpowiadat dimerowi
badanego biatka. Uzycie przeszukania 3D-BLAST ujawnito, ze najblizsze homologi badanego bialka
naleza do superrodziny metalohydrolaz podobnych do LuxS8/M16. Dodatkowa przestankg byla obecnosé
sekwencji HFLEH odpowiadajace] zachowawczej sekwengji HxxEH z centrum aktywnego LuxS/MI16.
Przeprowadzona analiza sekwencji potwierdzita przynalezno$c hipotetycznego biatka do tej superrodziny.
W PDB zdeponowana jest tylko jedna struktura peptydazy M16 (4XEA), i przy niskiej 34% identycznosci
sekwencji oba biatka majg podobng strukiure przestrzenna.

Zastosowana analiza pozwolifa wigc wnioskowaé, ze hipotetyczne biatko mozna zaklasyfikowal do
metalopeptydaz EC 3.4.24.X z superrodziny peptydaz podobnych do MI16, i powigza¢ je z
mitochondrialnymi peptydazami MPP.

Podsumowanie,

W mojej opinii przedstawiona mi do oceny praca jest bardzo dobra. Sygnalizowane powyzej pytania i
komentarze maja tylko wskaza¢ mozZliwe doprecyzowanie lub ulatwienie analizy pracy czytelnikowi, nie
umnigjszajac w zaden sposoéb wysokie] oceny rozprawy, Zastosowane metody i uzyskane wyniki s3 sp6jne
z postawionym celem badad. Polaczenie metod cksperymentalnych z modelowaniem przez homologig jest
skuteczne, dostarczajac danych strukturalnych nawet w przypadkach trudnych. Imponuje wkiad pracy
Doktorantki w krystalizacje i okreslanie struktur krystalicznych. Trzeba tez pamigtaé o rzetelnej pracy
biochemicznej i nadprodukeii biatka.

Rozprawa jest napisana starannie, prawie bez bleddw, a zamieszezone rysunki wspdigrajg z tekstem.
Kilka zauwazonych bleddw nie wplynclo na mojg oceng.

WNIOSEK KONCOWY.

Rozprawa magister Joanny Lipowskiej jest proba zrozumienia strukturalnych podstaw lekoopornosei
patogenow wybranych przez CSGID, co podnosi jej znaczenie. Otrzymane struktury wybranych biafek dajg
asumpt do zrozumicnia funkcii takze tych enzymow, ktére wezesnie] nie zostaly scharakteryzowane.
Wyniki tej pracy moga pomdc zrozumieé mechanizmy dzialania badanych bakteryinych enzyméw, a w
konsekwencji przyczynié si¢ do rozwoju nowych terapii przeciwmikrobowych.

Biorge wszystko pod uwage stwicrdzam, Ze rozprawa magister Joanny Lipowskiej spelnia wymogi
okreslone w art. {3 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych | tytule naukowym (Dz. U. z
2016 r., poz. 882 i 1311). Wnosze do Rady Wydzialn Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego o przyjgcie
rozprawy i dopuszezenie do dalszych etapéw postgpowania.
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