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Recenzja rozprawy doktorskiej zatytulowanej

»Wykorzystanie metod niodelowania komputerowego do poprawy wiasciwosci
katalitycznych enzymu biotechnologicznego Hydrataza N itrylowa”

ztozonej przez pania magister Julie Berdychowska.

Enzymy odgrywaja kluczowa role w biotechnologii i przemysle, umozliwiajac przeprowa-
dzanie reakdji chemicznych w warunkach tagodnych, z wysoka specyficznoscia i efektywnoscia.
Ich zastosowanie obejmuije szeroki zakres sektoréw, w tym przemyst farmaceutyczny, spozywezy,
chemiczny oraz ochrone érodowiska. W produkdji lekéw enzymy pozwalaja na stereoselektywna
synteze zwiazkéw bioaktywnych, w przemysle spozywczym przyczyniaja sie do poprawy smaku,
tekstury i trwatosci produktéw, a w procesach bioremediadji wspomagaja degradadje zanieczysz-
czen organicznych. Dynamiczny rozwdj biotechnologii umozliwia projektowanie i modyfikacje
enzymoéw, co zwieksza ich stabilnoéé oraz dostosowanie do specyficznych warunkéw technolo-
gicznych. Z tego wzgledu badania nad enzymami i ich zastosowaniami maja istotne znaczenie za-
réwno dla nauki, jak i dla rozwoju nowoczesnych technologii przemystowych. Naturalnie enzymy
funkcjonuja w roztworach wodnych, gdzie ich struktura i aktywnos¢ sa stabilizowane przez od-
dziatywania z czasteczkami wody. Jednak w wielu procesach technologicznych, takich jak synteza
lekéw, produkeja biopaliw czy modyfikadja polimeréw, stosuje sie rozpuszczalniki organiczne o
réznym stopniu polarnosci, ktére moga denaturowac enzymy lub obnizac ich aktywnosé. Z tego
wzgledu konieczne jest opracowanie strategii stabilizacji enzymoéw, takich jak immobilizadja, inzy-
nieria biatek czy modyfikacje chemiczne, aby zwiekszy¢ ich odpornos¢ na dziatanie rozpuszczalni-
kéw organicznych. Badania w tym zakresie maja kluczowe znaczenie dla poszerzenia mozliwosci
wykorzystania enzymow w syntezach organicznych i procesach biotechnologicznych, ktére wy-
magaja specyficznych warunkéw reakcyjnych.

Rozprawa doktorska, ktéra mialem przyjemnos¢ recenzowad, zostata napisana w jezyku pol-
skim i sktada sie z siedmiu rozdziatéw, poprzedzonych spisem tresci, a takze wykazem czesto
uzywanych skrétéw. We , Wstepie” autorka nakresla szerokie tio tematyczne rozprawy, wprowa-
dzajac czytelnika w zagadnienia zwiazane ze struktura, aktywnoscia i specyficznoscia enzymu hy-
dratazy nitrylowej (NHazy) oraz jego znaczenia w przemysle. Kolejny, bardzo krétki, bo niespetna
dwustronicowy rozdziat, wymienia trzy cele badawcze, ktére obrata autorka: (a) podniesienie ak-
tywnosci katalitycznej NHazy, (b) poprawienie termostabilnosci tego enzymu, oraz (c) zbadanie,
dlaczego enzym traci swoja aktywnos¢, gdy rosnie stezenie produktéw. W kolejnej czesci opisano
metodyke pracy: algorytm dynamiki molekularnej, oraz inne metody obliczeniowe, ktére postu-
zylty do analizy wynikéw. W rozdziale tym czytelnik odnajdzie réwniez protokoty symulacji prze-
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prowadzonych przez doktorantke. Opisy te sa do$¢ doktadne, cho¢ w mojej ocenie powinny sie tam
réwniez znalezé rozmiary skrzynek symulagji, a takze liczby poszczegélnych indywiduéw che-
micznych, np. jonéw czy czasteczek wody. Nastepna czes¢ to przeglad tematyki zachowania sie
enzymo6w o znaczeniu biotechnologicznym w rozpuszczalnikach niewodnych. Po tym rozdziale
nastepuja trzy rozdziaty dedykowane trzem oddzielnym problemom badawczym, postawionym
przez doktorantke. Ostatecznie czytelnik przechodzi do listy publikacji, wymieniajacej dwie prace
mgr Berdychowskiej, powstate w trakcie realizacji rozprawy doktorskiej oraz trzy jej wczeéniejsze
artykuty. Prace konczy dodatek, poswiecony technikaliom zwiazanym z wyznaczaniem kanatéw
w biatkach oraz bibliografia.

Rozprawa doktorska jako cato$¢ prezentuje sie dobrze: jej konstrukgja jest przemyslana i spéjna.
Trzy postawione przez autorke cele sa ze soba $ci$le powiazane i zdecydowanie stanowia wazny
problem badawczy. Sporo watpliwosci budzi jednak jezyk pracy oraz graficzne opracowanie wy-
nikéw. Czytelnik napotka cate akapity zbudowane wytacznie ze zdan pojedynczych. Udziat zdan
ztozonych, chociazby tak czesto wykorzystywanych w tekstach naukowych zdan przydawkowych,
jest w moim odczuciu zbyt maly. Btedy sktadniowe, dos¢ liczne w pracy, niekiedy zmieniaja sens
merytoryczny, jak na przyktad fragment (, nawet ograniczone czasowe modelowanie” na str. 30), ktéry
zapewne dotyczy modelowania ewolucji ukladu w krétkim przedziale czasowym. W pracy zauwa-
zylem takze blad ortograficzny (,zwarzywszy na dosc luzng strukture tetrameru” na str. 72). Autorka
nie unikneta przejezyczen (, amidy wywotujg jakies aminy konformacyjne”, str. 110) a takze wyrazeh
zargonowych, jak na przyktad termin , kros-korelacja”, zapewne majac na mysli korelacje krzyzowa.
Wielki stownik jezyka polskiego (wydanie internetowe) nie zna takze terminu , ekwilibracja”, cho¢
w polskojezycznym internecie wyraz ten powszechnie stosuje sie w znaczeniu korekty zgryzu, a
wiec zabiegu polegajacego na zmianie ksztattu zebéw, wypetnief oraz uzupetnien protetycznych.
Wiele do zyczenia pozostawiaja rowniez ilustracje. Czcionka w podpisach osi wiekszosci wykre-
sOw jest tak mata, ze trudno odczytac wartosci liczbowe. Wizualizacje struktur enzymu réwniez sg
mato czytelne.

Powyzsze uwagi maja jednakze jedynie charakter edytorski i nie powinny przestaniaé ogélnego
obrazu badan pani mgr Berdychowskiej. Doktorantka podjeta trzy, $cisle powiazane ze soba tematy
badawcze, ktére w sumie maja ogromny potencjat wdrozeniowy. Pierwszy problem dotyczyt po-
prawienia aktywnosci NHazy. Problem ten rozwiazywano, sprawdzajac jednopunktowe mutacje
w sekwencji enzymu. Szczegdlnie korzystna okazata sie¢ mutacja L48D. W swojej pracy autorka
przeanalizowata wplyw mutagji na strukture biatka. Obliczenia metoda dynamiki molekularnej
pokazaly, ze rzeczona mutacja faktycznie ma znaczacy wplyw na ksztatt i objetos¢ kieszeni en-
zymu. Autorce udalo sie zatem wyjaéni¢ jej role, cho¢ spostrzezenie, ze w oparciu o symulacje MD
mozna zaprojektowac warianty enzymu o polepszonych wiasciwosciach fizykochemicznych, jest
w mojej ocenie nieco zbyt daleko idace ze wzgledu na wysoki koszt obliczeniowy takiego podejscia.

Kolejne rozpatrywane w pracy zagadnienie to poprawa termostabilnosci NHazy poprzez ko-
walencyjne potaczenie jednostek « i 5 w jeden taficuch aminokwasowy. Rozwiazanie to niewat-
pliwie obniza entropie stanu nieustrukturyzowanego biatka i tym samym wplywa na AG jego
faldowania. Podobnie jak w poprzednim przypadku, autorka przeanalizowata wyniki symulacji
dynamiki molekularnej i wskazata kilka czynnikéw, ktére ttumacza dane eksperymentalne. Wyniki



tych badan zostaty opublikowane w czasopismie International Journal of Biological Macromolecules.

Ostatnie postawione w pracy pytanie to dlaczego aktywnoéé NHazy spada przy rosnacym
stezeniu amidéw. Autorka sformutowata cztery mozliwe hipotezy, przy czym sprawdzita dwie
z nich. Wedtug pierwszej reorganizacja struktury przestrzennej enzymu pociaga za soba zmiane
geometrii centrum aktywnego. Druga za$ sugeruje, ze produkt reakdji - akryloamid - gromadzi sie
w kanatach oraz przy powierzchni biatka, utrudniajac dalszy bieg reakgji. Przetestowanie pozosta-
tych dwéch hipotez, a wigc efekt rownowagi termodynamicznej oraz katalizowana akryloamidem
denaturacja NHazy, byto poza zasiegiem doktorantki. Pani mgr Berdychowska zbadata oddziaty-
wania zar6wno akryloamidu, jak i akrylonitrylu z powierzchnia biatka, wykazala réwniez, ze mo-
lekuly akryloamidu wptywaja w pewnym stopniu na czwartorzedowa strukture enzymu, zwlasz-
cza na jego podjednostki 3. Dodatkowo zauwazyla, ze grupy boczne aminokwaséw tworzacych
kanaty wewnatrz NHazy moga preferowac molekuly akrylonitrylu.

Podsumowujac swoje spostrzezenie, autorka nadmienia, ze »Doktadniejsze zbadanie tej zaleznosci
to ciekawy temat przysztych modelowari.”. W istocie wiekszo$¢ symulacji opisanych w pracy wymaga
powtdrzenia w celu zebrania lepszej statystyki. W mojej ocenie 500ns nie jest okresem wystarcza-
jacym; czas ten nalezatoby istotnie wydtuzy¢. Autorka jest swiadoma tego problemu i wspomina o
tym kilkukrotnie w swojej rozprawie. Niemniej, typowa mikrosekundowa symulacja biatka globu-
larnego w jawnym rozpuszczalniku zajmuje okoto dwéch tygodni czasu rzeczywistego, a typowy
doktorat trwa cztery lata. Dostep do zasobéw obliczeniowych nie powinien by¢ przeszkoda, skoro
infrastruktura PLGrid przyznaje granty obliczeniowe w wymiarze kilku lat czasu procesora. Zbyt
krotkie symulacje nie tylko wplywaja na opis ilodciowy, lecz takze wprowadzaja potencjalne ry-
zyko blednego jakosciowego opisu badanego uktadu.

W swojej pracy doktorantka opisata szereg réznic pomiedzy tancuchami AC oraz BD tetrameru
NHazy, ktére zaobserwowata, analizujac wyniki symulacji. Kazdy z tych dwéch dimeréw jednak
sktada sie z jednego taricucha typu o i jednego 8 a struktura catego tetrameru wydaje sie syme-
tryczna. Czy istnieja zatem jakie$ strukturalne réznice pomiedzy tymi jednostkami? Jezeli nie, to
jaki moze by¢ pow6d ich odmiennego zachowania w trakcie symulacji?

Podsumowujac, w toku swoich badan doktorantka wykonata szereg symulacji metoda dyna-
miki molekularnej, a nastepnie doktadnie przeanalizowata uzyskane wyniki. Rezultaty tych prac
zostaly opisane w dwéch publikacjach naukowych, ktére ukazaty sie w czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym. Doktorantka osiagneta wyznaczone cele a jej rozprawa zawiera oryginalne
rozwiazanie problemu badawczego. W mojej ocenie zatem przedtozona mi do oceny rozprawa
speinia wymagania stawiane przez Ustawe z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyz-
szym i nauce (Dz. U. z 2023 poz. 742 z pézn.zm.). Wnioskuje zatem o dopuszczenie pani magister
Julii Berdychowskej do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.
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