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Recenzja rozprawy doktorskiej
autorstwa Pani magister Joanny Stabonskiej, zatytutowanej
~Badanie mozliwosci selektywnego hamowania mikrobiologicznej
syntazy ATP z wykorzystaniem metod modelowania molekularnego”
wykonanej pod kierunkiem promotora dr hab. Jacka Czuba

na Wydziale Chemicznym Politechniki Gdanskiej

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska stanowi dojrzaly i wartosciowy
rezultat szeroko zakrojonych badan obliczeniowych dotyczacych molekularnego
mechanizmu dziatania syntazy ATP. Autorka, mgr Joanna Staboriska, pod kierunkiem
prof. dr hab. inz. Jacka Czuba, wykorzystala zaawansowane metody petnoatomowej
dynamiki molekularnej, symulacje hybrydowe QM/MM oraz narzedzia
termodynamiki statystycznej do wnikliwego zbadania rotacyjnego mechanizmu
kompleksu F, syntazy ATP, obejmujacego zaleznos¢ miedzy stanami protonacji reszty
Glu65, rola wysoce zakonserwowanej Argl76 oraz powstawaniem kierunkowosci
ruchu c-pierécienia sprzezonego z gradientem protonowym. W rozprawie
przeanalizowano takze molekularne podstawy inhibicji kompleksu przez bedakiline i
oligomycyne, ukazujac odmiennos¢ ich interakcji — od silnego, krétkiego wiazania
wodorowego (SSHB) po rozlegle kontakty dyspersyjne — oraz wspdélny efekt

funkcjonalny polegajacy na zatrzymaniu rotacji c-pierScienia.
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Manuskrypt liczy 144 strony i opiera sie na bogatej literaturze obejmujacej 190 pozycji,
z czego znaczacy czes¢ az 87 cytowan stanowig publikacje z ostatnich 10 lat. Tak
obszerna i aktualna bibliografia podkresla zaro6wno rzetelno$¢ naukowa autorki, jak i
znakomite osadzenie pracy w najnowszych badaniach z obszaru bioenergetyki, chemii

obliczeniowej i strukturalnej biologii molekularne;.

Autorka, formulujac szczegétowe cele badawcze rozprawy, jasno wyodrebnita
kluczowe obszary analizy dotyczace strukturalnych i mechanistycznych aspektéw
funkcjonowania kompleksu Fo syntazy ATP oraz jego podatnosci na inhibicje. Po
pierwsze, celem pracy bylto zrozumienie mechanizmu dziatania wolnego kompleksu
Fo, obejmujace okreslenie energetyki rotacji c-pierécienia poprzez wyznaczenie profili
energii swobodnej dla pojedynczych krokéw rotacyjnych oraz analize wplywu stanéw

protonacji reszt glutaminianowych w pétkanatach wigzacym i uwalniajacym.

Drugim celem byto wyjasnienie mechanizmu transferu protonéw oraz sposobu, w jaki
transport tadunku prowadzi do indukcji jednokierunkowej rotacji c-pierscienia i
konwersji energii gradientu protonowego na prace mechaniczna w obrebie kompleksu
Fo. Kolejnym istotnym celem badawczym bytla analiza roli wysoce zakonserwowane;j
reszty Argl76 w podjednostce a, szczegélnie w kontekscie jej funkcji jako
elektrostatycznej bariery separujacej dwa potkanaly protonowe i determinujacej

kierunkowos¢ przeptywu protonéw oraz efektywnos¢ rotacji.

Nastepnie Autorka podjeta sie przeanalizowania mechanizmu molekularnego
wigzania bedakiliny do kompleksu Fo, obejmujacego zbadanie, jak zmiany stanu
protonacji Glu65 i inhibitora moduluja stabilnos¢ oraz profil energetyczny kompleksu,
jak i dekompozycje energii wigzania wzgledem poszczegdlnych reszt
aminokwasowych w celu identyfikacji kluczowych determinant interakcji biatko-
ligand. Analiza zjawiska silnego, nisko-barierowego wigzania wodorowego (SSHB)
pomiedzy Glu65 a grupa dimetyloamoniowga bedakiliny, z wykorzystaniem symulacji

QM/MM oraz profili energii swobodnej.

Cele te, uyjmowane razem, tworza spdjny i wielopoziomowy program badawczy
obejmujacy zaré6wno dynamike molekularng, jak i aspekty kwantowochemiczne

dzialania tego zlozonego silnika biomolekularnego.



Udana realizacja tak szeroko zakrojonych celéw badawczych doprowadzila Autorke
do szeregu niezwykle interesujacych i oryginalnych odkry¢, ktére znaczaco poszerzaja
nasza wiedze na temat dziatania kompleksu Fo syntazy ATP oraz mechanizméw jego
inhibicji. W pracy doktorskiej po raz pierwszy tak szczegétowo zademonstrowano, w
jaki sposéb protonacja poszczegdlnych reszt glutaminianowych w pétkanatach Fo
ksztaltuje profil energetyczny obrotu c-pierécienia i okresla wysokos¢ barier
towarzyszacych pojedynczemu krokowi rotacyjnemu. Autorka wykazata, ze zmiana
stanu protonacji Glu w potkanatach wigzgcym i uwalniajagcym prowadzi do istotnych
réznic w stabilnosci konformacji posrednich oraz w wartosci barier energetycznych,
co stanowi kluczowy element regulujacy kierunkowos¢ ruchu rotacyjnego kompleksu.
Tym samym praca dostarcza przekonujacych dowodéw na to, ze transport protonéw
nie tylko towarzyszy rotacji, ale jest jej bezposrednim czynnikiem sprawczym,

determinujacym wydajnosc i kierunek pracy biomolekularnego silnika.

Szczegolnie istotnym wkladem w rozwéj chemii jest takze poglebiona analiza roli
wysoce konserwowanej reszty Argl76. Autorka pokazala, ze reszta ta pelni funkcje
elektrostatycznej bariery oddzielajacej potkanal wiazacy od uwalniajacego, co
warunkuje jednokierunkowy przeptyw protonéw. Wykazane za pomoca symulacji
zaleznosci potwierdzaja hipoteze, ze Argl76 stabilizuje odpowiednie stany posrednie
i zapobiega niepozadanemu ,cofaniu sie” protonu, pelnigc zatem role swoistego
zaworu molekularnego zastuguje na szczegolng pochwate. Te obserwacje maja istotne
znaczenie dla zrozumienia uniwersalnych zasad dzialania rotorowych enzymoéw

btonowych.

Niezwykle wartosciowym elementem pracy jest réwniez molekularny opis
mechanizmu wigzania bedakiliny, leku przeciwgruzliczego stosowanego w terapii
zakazen Mycobacterium tuberculosis. Autorka wykazata, ze stabilnoé¢ kompleksu
inhibitora z c-pierScieniem Fo zalezy w spos6b wyraZny od stanu protonacji Glu65
oraz od protonowanego charakteru dimetyloamoniowej grupy bedakiliny, co
umozliwia powstawanie kroétkiego, silnego wigzania wodorowego SSHB. Analiza ta
zostala dodatkowo rozszerzona o dekompozycje energii wigzania na poszczegélne

reszty aminokwasowe, co pozwolilo wskaza¢ determinanty odpowiedzialne za



selektywnoé¢ oddzialywania oraz réznice miedzy gatunkami bakteryjnymi. W
rozprawie pokazano, ze interakcja bedakiliny z Glu65 jest wzmacniana przez reszte
Asp32 obecna w syntazie ATP pradkéw gruzlicy, co rzuca nowe $wiatto na
molekularne podstawy dzialania tego waznego leku przeciwgruzliczego. Autorka w
rezultacie przeprowadzonych symulacji QM/MM potwierdzita mozliwosé
dynamicznego wspoldzielenia protonu oraz wyjatkowo krétka odleglosé¢ donor-
akceptor, co stawia to wigzanie w jednym szeregu z najstabilniejszymi
oddzialywaniami wodorowymi znanymi w $rodowisku bialkowym. Fakt, ze silne
krétkie wigzanie wodorowe w tym systemie wplywa bezposrednio na zahamowanie
rotacji c-pierScienia, stanowi wazna obserwacje, dotad nieopisana w literaturze

dotyczacej syntazy ATP.

Na szczegolna uwage zastuguje takze poréwnanie mechanizméw inhibicji bedakiliny
i oligomycyny. Mimo odmiennych sposobéw kotwiczenia w obrebie kompleksu Fo,
obydwa zwiazki stabilizuja konformacje nieaktywne i blokuja interfejs c-pierscienia z
podjednostka a, uniemozliwiajac dalszy obrét. Wyniki te tworza spdjny obraz
molekularny wskazujacy, ze nawet r6zne chemicznie inhibitory moga wykorzystywac
wspélny mechanizm funkcjonalny — ,zaklinowanie” rotora w pozycji

uniemozliwiajacej transport protonéw.

tacznie ustalenia przedstawione w rozprawie doktorskiej Pani magister Joanny
Stabonskiej dostarczaja wielowymiarowego, pelno atomowego opisu sprzezenia
chemiosmotycznego i podkreslaja znaczenie zaré6wno klasycznych oddziatywan
elektrostatycznych, jak i unikatowych wigzain SSHB w regulacji aktywnosci
kompleksu Fo. Praca ta stanowi istotny wklad w zrozumienie dzialania jednego z
najwazniejszych enzyméw bioenergetycznych oraz tworzy dobra podstawe do

projektowania nowych, selektywnych inhibitorow syntazy ATP.

Prositbym by Doktorantka w trakcie publicznej obrony odniosta sie do nastapujacych

zagadnieni:

e W jaki sposob Doktorantka oszacowata niepewnosci wynikajace z wyboru
konkretnych parametréw pola sitowego? Czy prébowala Pani przeprowadzi¢

poréwnania pomiedzy wynikami uzyskiwanymi przy uzyciu réznych poél



sitowych lub wariantéw tego samego pola? Na ile wyniki sg wrazliwe na wyboér
parametréw elektrostatycznych, potencjaléw van der Waalsa czy typowych
wartosci odciecia (cutoff)?

W jaki sposéb Doktorantka przeprowadzila przypisanie tadunkéw do
poszczegblnych reszt aminokwasowych, szczegdlnie w obrebie aktywnego
srodowiska Fo? Jakimi kryteriami kierowala sie Pani, okreslajac stany
protonacyjne Glu65 i innych reszt? Czy stosowano dodatkowe narzedzia do
przewidywania pKa w §rodowisku blonowym?

W strukturach biatkowych uklady kwas karboksylowy-karboksylan moga
ulegac¢ stabilizacji przez otoczenie elektrostatyczne, co nie zawsze sprzyja
wystepowaniu formy zjonizowanej obu reszt aminokwasowych. Czy
analizowala Pani stabilnoé¢ alternatywnych form protonacyjnych reszt
kwasowych Glu, Asp w réznych potozeniach c-pierscienia?

Jak Doktorantka ocenia wplyw jonéw sodu, potasu, chlorkowych czy
wodoroweglanowych na wynik symulacji? Czy ich obecno$¢ mogtaby
modulowac energie bariery rotacji lub stabilnos¢ SSHB? Jak bardzo wyniki
zaleza od zastosowanego modelu wody?

Mechanizm dziury protonowej zaklada przeptyw protonu poprzez sekwencje
stanéw protonowanych Czy Doktorantka analizowata, w jakim stopniu jest to
mechanizm dominujacy w réznych gatunkach organizméw? Czy alternatywne
mechanizmy moglyby by¢ réwnie prawdopodobne?

W pracy wskazano, ze Argl76 pelni funkcje elektrostatycznej bariery. Czy w
trakcie publicznej obrony moglaby Pani rozwinaé, w jaki sposéb zmiana jej
orientacji lub mutacja na reszte neutralna mogtaby wpltyna¢ na wydajnosc
rotacji?

Wyniki sugeruja, ze reszta Asp32 specyficzna dla Mycobacterium tuberculosis
wzmacnia oddzialywanie SSHB. Czy mogtaby Pani wskaza¢, czy analogiczne
reszty wystepuja w innych patogenach i czy przewidywataby Pani podobny
efekt?

Czy dostrzega Pani potencjal wykorzystania poznanych determinant wigzania
bedakiliny do projektowania nowych lekéw, bardziej selektywnych wzgledem

syntazy ATP bakterii, a mniej toksycznych dla syntazy mitochondrialne;?



e Na stronie 30 rozprawy czytamy: , Szczegolng uwage poswiecitam mechanizmowi
silnego, skréconego wigzania wodorowego typu SSHB miedzy grupq karboksylowq
Glu65 a dimetyloaminowq grupq Bq.” Prositbym by w trakcie publicznej obrony
Doktorantka dokonata krytycznego poréwnania grypy dimetyloaminowej i
dimetyloamoniowej i mozliwosci kazdej z nich do tworzenia oddzialywan z

grupa karboksylowa. (Czy w tym przypadku raczej karboksylanowa).

Rozprawa doktorska przedstawiona przez Doktorantke zostala napisana w sposéb
klarowny, spojny i §wiadczy o bardzo dobrym zrozumieniu zaré6wno postawionych
celéow badawczych, jak i ztozonej natury analizowanego ukladu biomolekularnego.
Autorka wykazala sie znakomita znajomoscia wspoétczesnych metod obliczeniowych,
obejmujacych zaréwno pelnoatomowa dynamike molekularng, jak i zaawansowane
techniki hybrydowe QM/MM, ktére zastosowala w sposéb w pelni swiadomy i
uzasadniony. Doktorantka odwaznie formuluje hipotezy dotyczace mechanizmu
rotacji kompleksu Fo oraz sposobéw jego inhibicji, a nastepnie poddaje je
rygorystycznej weryfikacji, prezentujac wyniki o wysokim stopniu wiarygodnosci i
spojnosci. Przedstawiona dysertacja jasno unaocznia, ze Doktorantka posiada bardzo
szeroka i dobrze ugruntowana wiedze teoretyczng z zakresu chemii obliczeniowej,
biofizyki molekularnej i chemii kwantowej, tak wiec ogdlna wiedze teoretyczna

Doktorantki w zakresie nauk chemicznych nalezy oceni¢ bardzo wysoko.

Ocena koicowa

W  podsumowaniu mojej oceny rozprawy doktorskiej Pani magister Joanny
Stabonskiej pragne podkresli¢, ze prezentowany dorobek naukowy rozprawy oceniam
bardzo wysoko. Praca stanowi dojrzate, oryginalne i przekonujace opracowanie
zlozonego problemu naukowego, jakim jest mechanizm dzialania kompleksu Fo
syntazy ATP oraz molekularna natura jego inhibicji przez zwigzki matoczasteczkowe.
Autorka w znakomity sposéb polgczyla zaawansowane metody dynamiki
molekularnej i obliczers hybrydowych QM/MM, stosujac je z petna Swiadomoscia ich
mozliwoéci i ograniczeri, a uzyskane wyniki wzbogacaja nasza wiedze zaréwno z

zakresu bioenergetyki, jak i chemii obliczeniowej. Biorac pod uwage niewatpliwe



walory rozprawy doktorskiej, udane potaczenie uzycia réznorodnych technik
obliczeniowych oraz walory aplikacyjne oceniam rozprawe doktorska jako wazny
wklad w rozwdj naszej wiedzy o chemii. Oceniam, ze rozprawa ta spelnia zwyczajowe
i ustawowe wymogi, stawiane rozprawom doktorskim, stanowi oryginalne
rozwiazanie problemu naukowego, unaocznia ogdlna wiedze teoretyczna Kandydatki
w zakresie chemii, a takze potwierdza jej umiejetno$¢ samodzielnego planowania i
prowadzenia pracy naukowej. Otrzymane rezultaty pogtebiaja nasze zrozumienie
mechanizméw dziatania kluczowych inhibitorow syntazy ATP, co stanowi inspiracje

dla projektowania nowych lekéw.

Wnosze zatem do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki
Gdanskiej o dopuszczenie Pani magister Joanny Stabornskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Jednoczeénie - majac na uwadze wyjatkowo wysoki poziom
naukowy przedstawionej dysertacji - wnosze o przyznanie jej wyrdznienia.
Podpisany elektronicznie przez
Marcin Hoffmann
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