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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr. Joanny Stabonskiej, pt.

Badanie mozliwosci selektywnego hamowania mikrobiologicznej
syntazy ATP z wykorzystaniem metod modelowania molekularnego

Syntaza ATP jest jednym z najwazniejszych enzymow w biologii komorki, poniewaz
odpowiada za syntez¢ ATP —uniwersalnego nosnika energii chemicznej. To wlasnie dzigki niej
energia zmagazynowana w gradiencie protonowym zostaje przeksztalcona w energi¢ wigzan
fosforanowych ATP. Enzym ten dziata jak nanomolekularna maszyna rotacyjna — bez sprawnie
dziatajacej syntazy ATP komorka traci zdolno$¢ do utrzymania procesOw wymagajacych
energii, takich jak biosynteza, transport aktywny czy ruch. Zaburzenia jej funkcji prowadza do
ciezkich schorzen metabolicznych, a w mikroorganizmach jej zahamowanie moze by¢
skuteczng strategia terapeutyczng. W zwigzku z tym, badania prowadzone przez Doktorantke,
dotyczace poznania mechanizmu dziatania syntazy ATP, oprocz znacznych warto$ci

poznawczych moga mie¢ takze duze znaczenie praktyczne.

Ocena rozprawy
Uktad
Recenzowana rozprawa posiada forme klasyczna i zawiera: wykaz skrotow, streszczenie w jez.

polskim i angielskim, wstep obejmujacy 28 stron, cele i zakres prowadzonych badan (3 strony),
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opis metod obliczeniowych (36 stron) i procedur symulacyjnych (11 stron), wyniki potagczone
z dyskusja (29 stron), wnioski (4 strony) oraz bibliografi¢ (190 pozycji). Dobor cytowanych
prac jest wlasciwy i, co wazne, duza ich liczba ukazata si¢ w ostatnich latach. Wskazuje to na

bardzo dobrg orientacj¢ Doktorantki w zagadnieniach dotyczacych rozprawy.

Wstep

Obszerny wstep wprowadza czytelnika w zagadnienia bedace przedmiotem rozprawy. Jest
napisany przejrzyscie, poprawnym jezykiem naukowym, i omawia struktur¢ i dziatanie
kompleksu FoF1, czyli syntazy ATP. Chociaz w tytule rozprawy wystepuje nazwa syntaza ATP,
to w stowach kluczowych zamiast tej nazwy jest nazwa ATPaza. Syntaza ATP jest rowniez F-
ATPaza, ale dobrze byloby uzywaé tej samej nazwy w catym tekscie. Je§li chodzi o
nazewnictwo, to w literaturze naukowej spotyka si¢ nazwy Fo i Fo dla czesci blonowej syntazy
ATP, jednak bardziej poprawne byloby uzycie symbolu Fo zamiast Fo zwlaszcza, ze czgé¢
pozabtonowa oznaczana jest symbolem Fi. We wstepie Doktorantka pokazuje wiele rycin
przedstawiajacych struktury, ale nie zawsze legendy do rycin zawierajg wszystkie informacje.
Np. w opisie Ryc. 3 nie podano identyfikatora z bazy PDB dla struktury przedstawionej na tej
rycinie. Brakuje tez informacji dotyczacej zrodta pochodzenia badanego biatka, a ma to
znaczenie, bo mimo podobnych struktur numery odpowiadajgcych sobie aminokwasow w
biatku pochodzacym z réznych organizméw sg inne. We wstepie zamieszczono takze rycing
przedstawiajacag struktury dwoch inhibitorow Fo, tj. strukture bedakiliny i oligomycyny
(Ryc. 6). Dobrze byloby jednak podpisaé, ktory zwigzek jest ktory. Ponadto, we wzorze
bedakiliny brakuje drugiego atomu azotu, a pierscien w ktérym wystepuje ten azot powinien
by¢ aromatyczny. Na str. 22 jest napisane ,,bardziej atrakcyjny terapeutyk, w porownaniu do
Bq”. Brakuje wyjasnienia pod jakim wzgledem jest on bardziej atrakcyjny: 1Cso, mniejszych
efektow ubocznych, ceny, czy czego$ innego? Na tej samej stronie Doktorantka odsyta
czytelnika do Ryc. 31, a powinno by¢ odniesienie do Ryc. 8 i/lub 9, gdzie rzeczywiscie
pokazane sg pochodne bedakiliny. Ponadto, na Ryc. 8 i 9, podano rézne jednostki ICso: [uM]
na Ryc. 8 i [ug/ml] na Ryc. 9, co utrudnia poréwnywanie tych wartosci. Na Ryc. 10 (str. 24),
na strukturze Fo ze zwigzang oligomycyng reszty aminokwasowe sg przenumerowane w
stosunku do oryginalnej numeracji w strukturze 6CP5 z drozdzy, np. Glu65 zamiast Glu59, a
w tekscie podany jest oryginalny numer tej reszty tj. Glu59. Z kolei, na Ryc. 11 (str. 27)
zamienione sg znaki wigkszosci 1 mniejszosci przy opisie dlugosci wigzan dla klasycznego oraz

silnego wigzania wodorowego. Dla silnego, odlegto$¢ ta jest < 2.5 A.



Cele rozprawy

Jako zasadniczy cel rozprawy Doktorantka wskazuje zbadanie mechanizmu funkcjonowania
kompleksu blonowego Fo syntazy ATP oraz inhibicji tego kompleksu za pomocg zwigzkow
matoczgsteczkowych, z wykorzystaniem metod symulacji komputerowych. Doktorantka
podaje rowniez szereg celow szczegdtowych, takich jak (1) okreslenie energetyki rotacji c-
pier§cienia, (2) wyjasnienie mechanizmu transferu protonéw i jednokierunkowej rotacji c-
pier$cienia, (3) wptywu argininy w podjednostce a i inhibitorow na t¢ rotacje, czy (4) analize
silnego wigzania wodorowego w aspekcie inhibicji kompleksu Fo. Zakres zaplanowanych
badan robi wrazenie, szczegélnie ze wzgledu na zastosowanie metod kwantowych, ktore sa
bardzo wymagajace jesli chodzi o stopien trudnosci i czas potrzebny do wykonania obliczen,
zwlaszcza dla tak duzych uktadow jak syntaza ATP. Drobne uwagi do celéw sg nastgpujace. W
niektorych miejscach pojawiajg si¢ numery reszt aminokwasow bez podania nazwy organizmu
z ktorego pochodzi syntaza ATP, np. Argl76 (numeracja z drozdzy), czy Glu65 (numeracja z
bakterii Mycolicibacterium smegmatis). Moim zdaniem, cele rozprawy opisane sg zbyt
obszernie i czasami znajduja si¢ W nich zdania podsumowujgce wyniki, np. ,,okreslitam bariery
energetyczne 1 moment, w ktorym obecnos$¢ inhibitora prowadzi do zatrzymania rotacji
pierscienia”, albo ,wykazatam, ze obecno$¢ Olg prowadzi do wprowadzenia bariery
energetycznej ograniczajgcej ruch pierscienia.” Uwazam, ze cele powinny by¢ oddzielone od

podsumowania i wnioskow.

Metody

Bezposrednio po celach przedstawiony jest szczegotowy opis podstaw teoretycznych metod
obliczeniowych, poczawszy od przyblizenia Borna-Oppenheimera, twierdzenia Hellmanna-
Feynmana, Teori¢ Funkcjonatlu Gestosci, a konczac na metadynamice. Wszystko to
zilustrowane jest licznymi wzorami, a nawet dowodami. Kilka nielicznych uwag do tego
rozdziatu to: na str. 46 w zdaniu ,,Dodanie i odjecie stron rownan 38 i 39” mozna usungé zwrot
.1 odjecie”; z Kolei na str. 53 i 54 jest napisane ,,...aby symulacje byly wykonalne, konieczne
jest przestrzenne ograniczenie rozmiardw badanych uktadow. W tym celu stosuje si¢ tzw. pudia
symulacyjne ...”, co nie jest w petni poprawne. W pudtach symulacyjnych jest wigcej atomow
niz w ukladzie ztozonym z bialka otoczonego np. warstwg wody. Pudla symulacyjne z
periodycznymi warunkami brzegowymi, mimo ze maja wigcej atomow i trzeba obliczac
oddziatywania z obrazami atomow w sasiednich pudtach, stosuje si¢ gtdéwnie po to, aby bada¢
nieskonczone uktady, zarbwno w wodzie jak i blonie komorkowej, a przy okazji pozby¢ si¢

niekorzystnych efektéw brzegowych takich jak parowanie, czy napigcie powierzchniowe. W



dalszej czesci opisu metod, na Ryc. 15 (str. 65) dla probkowania parasolowego (umbrella
sampling), kazdy z narysowanych potencjatow jest oddzielony od pozostatych, bo jest w
ksztatcie litery U zamiast klasycznej paraboli dla potencjatu harmonicznego. Takie
przedstawienie jest w sprzeczno$ci z podanym w rozprawie opisem ,,...warto$ci wspotrzedne;j
& w roznych oknach powinny si¢ czesciowo pokrywaé, co umozliwia potaczenie wynikow z
réznych okien”. Kolejna uwaga dotyczy opisu metadynamiki. Pomimo, ze metoda ta byta
stosowna przez Doktorantke, w opisie brakuje wprowadzenia pojecia zmiennych kolektywnych
(CV, collective variables), ktore wychodzg poza zdefiniowang wspoirzedng reakcji, w
poréwnaniu do metody ,,umbrella sampling”. Poza tym, opis metadynamiki jest zrozumiaty
nawet dla laika. Brakuje natomiast opisu metody GaMD (Gaussian Accelerated Molecular
Dynamics), ktora to metoda jest rozszerzeniem metadynamiki i nie wymaga wyboru zmiennych
kolektywnych.

Nastepnie, Doktorantka opisuje bardzo szczegdtowo sposob budowania, wykonania symulacji
i analizy badanych uktadow, co jest bardzo pomocne w zrozumieniu kolejnej czgsci rozprawy
poswigconej wynikom. Drobne poprawki do tego rozdziatu sg nastepujace. Przy opisie lipidow
POPE zamiast ,,plamitylo-oleoilo-fosfatydyloamina” — powinno by¢ ,,plamitylo-oleoilo-
fosfatydyloetanoloamina”. Ponadto, wymiary stosowanych pudet periodycznych sg podane raz
w A, a gdzie indziej w nm. Na str. 70 jest napisane, ze uzyto funkcjonatu MN12SX/6-31G, ale
brakuje jego oméwienia w poprzednim rozdziale. Brakuje takze objasnienia symboli w
przypadku bazy funkcyjnej 6-31G. Poza tym, baza 6-31G (w wersji podstawowej, bez funkcji
polaryzacyjnych) nie jest zalecana do stosowania z funkcjonatem MN12SX, poniewaz jest zbyt
mata, aby w pelni wykorzysta¢ potencjal nowoczesnych funkcjonatow rodziny Minnesota.
Prositbym zatem Doktorantk¢ o ustosunkowanie si¢ do tej kwestii podczas obrony. Funkcje
polaryzacyjne byly uzyte, ale w innym miejscu — na str. 78 czytamy ,,W celu okreslenia
podatno$ci energii wigzania na parametry obliczen wykorzystano trzy roézne funkcjonaty
korelacyjno-wymienne ... oraz dwa rozne zespoty funkcji bazowych, tj. 6-311++g(d,p) i 6-
31g(d)”. Dalej jest jeszcze mowa o uzyciu korekty dyspersji D3 oraz korekty Basis Set
Superposition Error. Wszystko to wskazuje na stosowanie bardzo rozbudowanego i doktadnego
zestawu metod obliczeniowych, a w zwiazku z tym przydalby si¢ tez bardziej rozbudowany
opis funkcji bazowych w poprzednim rozdziale. Pozostate kwestie do wyjasnienia: na str. 73
znajduje si¢ stwierdzenie ,,za pomocg ruchomego potencjalu harmonicznego”, jednak brakuje
wyjasnienia, co to jest ruchomy potencjat harmoniczny; podobnie na str. 76 zawarte w zdaniu

pojecie "wiszacych wigzan" nie jest dostatecznie wythumaczone.



Wyniki z dyskusjq

Wyniki przedstawione w rozprawie zostaty opublikowane w dwodch bardzo dobrych
czasopismach: Journal of Physical Chemistry Letters (2022), oraz ACS Medicinal Chemistry
Letters (2024). Do tej czeSci mam tylko kilka drobnych uwag. Odnosnie stwierdzenia
»-.-przewidywan wartosci pKa kluczowych reszt kwasu glutaminowego” (str. 80), chciatbym
si¢ dowiedzie¢ jaka metoda byto wykonane przewidywanie. Na str. 82 znajduje si¢ zwrot ,,Fo
scherichia coli ??.”, ktory nie jest dla mnie zrozumiaty. Przedstawiony na Ryc. 23B (str. 84)
wykres znajduje si¢ czeSciowo poza warto$ciami -1 i 1, a chyba nie powinien. Czy zatem skala
na osi jest wlasciwa? Rycina 29 na str. 97 (potozenia punktéw krytycznych) jest zbyt mata —
szCzegbty nie sg mozliwe do odczytania. W legendzie Ryc. 35 na str. 107 zdanie ,,Profile energii
rotacji mitochondrialnego kompleksu Fo ze zwigzang Olg (niebieski) oraz bez (zo6tty)” nie
odzwierciedla tego co przedstawia rycina, bowiem na rycinie widoczna jest tylko jedna linia i
w dodatku zielona. Czy moze jest tak, ze linie te pokrywaja sig¢?

Po wynikach z dyskusj przedstawione sa wnioski. W zasadzie rozdzial ten zawiera
podsumowanie wynikow potaczone z wnioskami. Jest to do$¢ obszerny rozdzial, by¢ moze

dlatego, ze Doktorantka badata wiele roznych aspektow dziatania i blokowania syntazy ATP.

Podsumowanie i wniosek koncowy

Podsumowujac, rozprawa doktorska dotyczy trudnego lecz bardzo istotnego problemu
naukowego o duzym znaczeniu praktycznym. Wyzej wymienione niedociagni¢cia nie
przestaniaja znaczacej wartosci naukowej rozprawy oraz bardzo dobrego przygotowania
merytorycznego Doktorantki. Uzyskanie przedstawionych w rozprawie wynikow wymagato
duzego naktadu pracy. Doktorantka wtasciwie zaprojektowata i wykonata wiele zmudnych
symulacji dynamiki molekularnej i symulacji QM/MM, a nastgpnie poprawnie je
przeanalizowata. Ogélny cel pracy jakim byto zrozumienie wybranych aspektow mechanizmu
funkcjonowania blonowej czesci syntazy ATP, oraz wyjasnienie sposobu inhibicji tego biatka
przez dwa zwigzki matoczasteczkowe, oligomycyng i bedakiling, zostat zrealizowany. Ponadto,
realizacja celow szczegotowych jak np. ,,okreslenie mechanizmu transferu protonow i indukcji
jednokierunkowej rotacji c-pierscienia” czy ,,analiza silnego wigzania wodorowego” pozwolity
na uzyskanie szeregu warto$ciowych wynikoéw, ktorymi mozna by obdzieli¢ kilka prac
doktorskich. Uzyskane przez Doktorantke wyniki mogg stanowi¢ punkt wyjscia do
zaprojektowania nowych inhibitorow syntazy ATP, co moze by¢ szczeg6lnie wazne przy
leczeniu gruzlicy wielolekoopornej i innych zakazen bakteryjnych, chorob pasozytniczych np.

malarii, czy choréb nowotworowych.



Zatem, z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska
spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie
Wyzszym i Nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630). W zwigzku z powyzszym, wnioskuje
do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Gdanskiej 0 dopuszczenie mgr. Joanny
Stabonskiej do dalszych etapow postepowania w sprawie nadania stopnia doktora i wyrdznienie

rozprawy.

Argumentacja popierajgca wniosek o wyroznienie rozprawy doktorskiej

Rozprawa opisuje nowe i dobrze udokumentowane wyniki, uzyskane m.in. dzigki szeroko
zakrojonym symulacjom dynamiki molekularnej z wykorzystaniem metod mechaniki
kwantowej. Przeprowadzone przez Doktorantke analizy wykazaty, ze: (1) transfer protonu w
syntazie ATP zachodzi zgodnie z mechanizmem tzw. ,,dziury protonowe;j” i, ze kluczowa rolg
w utrzymaniu kierunkowos$ci rotacji c-pierscienia odgrywa zachowana ewolucyjnie reszta
Argl76 (numeracja w drozdzach) w podjednostce a, separujaca dwa potkanaly protonowe —
Wigzacy i uwalniajacy; (2) zdolno$¢ wigzania bedakiliny z kompleksem Fo jest wynikiem
obecnosci  krotkiego, silnego wigzania wodorowego z Glu65 (numeracja z bakterii),
odpowiedzialnego za transfer protondw, a co wigcej, protonacja Glu65 w potkanale wigzagcym
jest kluczowym etapem mechanizmu rotacyjnego c-pierscienia w kompleksie Fo i moze
stanowi¢ etap limitujacy szybko$¢ catego procesu; (3) nowe pochodne bedakiliny moga
blokowa¢ syntaze ATP takze w innych gatunkach bakterii W obecno$ci mutacji znoszacych
wigzanie tego inhibitora. Uzyskane wyniki wnoszg istotny wktad w zrozumienie mechanizméw
dziatania syntazy ATP i moga stanowi¢ podstawg do opracowania nowych strategii

terapeutycznych.
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