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Recenzja
pracy doktorskiej mgr Julii Berdychowskiej
pt.: ,, Wykorzystanie metod modelowania komputerowego
do poprawy wlasciwosci katalitycznych enzymu biotechnologicznego Hydrataza
Nitrylowa”

Praca doktorska mgr Julii Berdychowskiej jest dopeiieniem badan dra hab. Lukasza
Peptowskiego nad komputerowym projektowaniem wariantu enzymu hydratazy nitrylowej, ktory
skuteczniej pehnitby rolg katalizatora przy przemystowej produkcji akrylamidu, niz enzymy
natywne otrzymywane wprost z bakterii. W odpowiedzi na to biotechnologiczne zapotrzebowanie,
Doktorantka zbudowata szereg komputerowych modeli réznych wariantow strukturalnych
hydratazy nitrylowej, przeprowadzita zmudne analizy wygenerowanych modeli i krytycznie
ocenita otrzymane wyniki. Przy budowie modeli korzystata zar6wno z rozwigzanych jak i

przewidzianych struktur biatka.

Rozprawa doktorska Julii Berdychowskiej podzielona jest na 8 rozdziatow, z czego trzy to Wyniki.
Ponizej omowig krotko zawarto$¢ pierwszych czterech rozdziatdéw, nastgpnie podsumuje gtowne

wyniki badan i ptynace z nich wnioski zaprezentowane w rozdziatach Wyniki.

Rozdziat 1. Wstep

Po krotkim wprowadzeniu podkreslajacym role biotechnologii, a szczeg6lnie modyfikowanych
enzymow, w ,,czystej” produkcji, Doktorantka przechodzi do opisu hydratazy nitrylowej (NHaza),
enzymu, ktory jest obiektem Jej pracy. Najczesciej NHaza jest dimerem dwoch podjednostek o i
B. Centrum aktywne biatka znajduje si¢ w podjednostce a, w ktorym zwigzany jest jon metalu,
niehemowe zelazo lub kobalt. NHaza jest aktywna jako tetramer; katalizuje reakcjg, w ktorej z

nitrylu powstaje amid, jednak przebieg reakcji nie jest do konca poznany.

NHaza, ktora jest syntetyzowany przez bakterie, znalazta szerokie zastosowania w przemysle do
produkcji akrylamidu. Wykorzystanie natywnego biatka w produkcji jest jednak ograniczone
przez jego niedostateczng stabilnos$¢. Brak stabilno$ci enzymu mozna eliminowac¢ wprowadzajac
modyfikacje do jego struktury pierwszorzedowej. Wptyw modyfikacji na wlasno$ci enzymu sg
badane w grupie prof. Wiestawa Nowaka metodami komputerowymi, a we wspotpracujacym Key

Laboratory of Industrial Biotechnology w Chinach, metodami biochemicznymi.



W badaniach opisanych w pracy uzyto NHaz pochodzacych z trzech bakterii — struktury
przestrzenne dwoch zostaty rozwigzane metodami Krystalograficznymi (pdb:1IRE i 3QXE),
struktura jednej jeszcze nie. W kolejnych podrozdziatach Doktorantka szczegdétowo opisuje
wilasnosci strukturalne i enzymatyczne hydratazy nitrylowej oraz omawia trzy zaproponowane

mechanizmy reakcji enzymatycznej.

Rozdziat 2. Cel prezentowanych badan. Uktad pracy

Celem ogdlnym pracy doktorskiej mgr Julii Berdychowskiej jest, cyt.: ,,lepsze poznanie struktury
1 dynamiki hydratazy nitrylowej przy pomocy metod komputerowego modelowania dynamiki”.

To lepsze poznanie ma da¢ odpowiedz na trzy pytania:
(A) Jak podnies$¢ aktywnosc¢ katalityczng NHazy?
(B) Co decyduje o termostabilnosci NHazy? Jak ja poprawi¢?

(C) Dlaczego NHaza stosowana w procesach przemystowych traci swoja aktywnosc¢, gdy rosnie

stezenie produktow (czyli amidow) w roztworze?

Rozdziat 3. Metody modelowania i opis protokotow obliczen

Glowng metodg uzyta w badaniach jest symulacje dynamiki molekularnej (MD). Do symulacji
postuzyt program NAMD oraz pole sitowe CHARMMZ27. Doktorantka opisuje pobieznie
podstawy metody oraz rézne moduty oprogramowania, ktére wykorzystata do analiz trajektorii

oraz przewidywania lub modyfikacji struktury bialek.

Rozdziat 4. Przeglad wynikéw modelowania enzymow biotechnologicznych w rozpuszczalnikach

niewodnych

Ten rozdzial poswiecony jest przegladowi literatury opisujacej badania komputerowe biatek
enzymatycznych o wlasno$ciach biotechnologicznych, a szczeg6élnie wptywu rozpuszczalnika na

te enzymy.

Rozdziat 5. Analiza wynikow symulacji dla Problemu A: poprawa aktywnosci

Wyniki oraz rysunki tego rozdziatu zostaly opublikowane w pracy, ktorej Doktorantka jest
wspotautorem [22, Guo J. et al., Int. J. Biol. Macromol., 2022].

Celem badan opisanych w pracy oryginalnej byto znalezienie takiego wariantu NHazy, ktory
bytby odporny na wysoka temperaturg oraz posiadat wysoka aktywno$¢ katalityczng. Konieczno$¢
znalezienia takiego wariantu wynikata z warunkéw przebiegu przemystowego procesu katalizy z
udziatem tego enzymu. Badania eksperymentalne wykazaty, ze NHaza z termofilnych bakterii
(StNHasa) jest termostabilna w temperaturach do 60° C, jednak jej aktywno$¢ enzymatyczna jest

niska. Ponadto, struktura przestrzenna biatka nie byta znana. Aby przeprowadzi¢ badania



komputerowe umozliwiajgce wyjasnienie, jak modyfikacja w strukturze enzymu wplywa na

poprawe jego aktywnosci katalitycznej, Doktorantka
1. zbudowata model homologiczny StNHazy, wykorzystujac program SwissModel oraz
rozwigzang Strukture przestrzenng wzorca o identyfikatorze PDB 3VYH,

2. w podjednostce p modelu homologicznego wymienita leucyne 48 znajdujgca sie w tunelu

prowadzacym do centrum aktywnego enzymu, na kwas asparaginowy (Leu48Asp),
3. dla tego wariantu oraz dla biatka dzikiego przeprowadzita symulacje MD,

4. na podstawie wygenerowanych trajektorii, wyjasnita atomowo-molekularne podstawy

wykazanej eksperymentalnie wigkszej aktywnosci katalitycznej biatka zmutowanego niz dzikiego.

Rozdziat 6. Analiza wynikow symulacji dla Problemu B: poprawa termostabilno$ci

Wigkszos¢ wynikow oraz rysunkow tego rozdziatu zostaty opublikowane w pracy, ktorej

Doktorantka jest wspotautorem [20, Guo J. et al., Int. J. Biol. Macromol., 2021].

Tetramer affa, ktory jest aktywng enzymatycznie formg NHazy, rozpada si¢ pod wptywem
temperatury. Temperatura rozpadu zalezy od pochodzenia biatka i jest w przedziale 20-60°C. W
tej czesci pracy Doktorantka sprawdzata, jak potaczenie linkerem podjednostek o i B w tetramerze
PpNHazy o rozwigzanej strukturze 3D (PDB: 3QXE), poprawia jego stabilnos¢ i aktywnosc.
Przeprowadzona eksperymentalnie selekcja linkerow wytypowata trzy, nazwane A8, B8 1 C8. Na

tej podstawie, Doktorantka

1. zbudowata modele komputerowy wariantow tetrameru z linkerami A8, B8 i C8 (warianty A8,
B8 iC8),

2. ustalita, ze odziatywania miedzyatomowe w wariancie A8 sa liczniejsze niz w pozostatych
wariantach, co wyjasniato jego wigkszg termostabilnos¢,

3. dla wariantu A8 i biatka dzikiego przeprowadzita symulacje MD,

4. przeprowadzila analizy wygenerowanych trajektorii 1 wyznaczyla szereg parametrow
strukturalnych i fizykochemicznych, z ktorych wynikato jednoznacznie, ze tetramer biatka,
ktorego podjednostki o i f kazdego z dimerow sg potaczone linkerami A8, jest stabilniejszy

strukturalnie i termicznie niz biatko dzikie.

Analizy, ktére nie byty opublikowane w pracy [20], wykazaty wigksza stabilno$¢ struktur
drugorzedowych podjednostek wariantu A8 niz biatka dzikiego.

Rozdziat 7. Analiza wynikéw symulacji: Badanie przyczyn Problemu C czyli spadku aktywnosci
przy rosngcym stezeniu amidow

Wyniki przedstawione w tym rozdziale nie byty opublikowane przez Doktorantke.



W trakcie katalizowanego NHazg procesu produkcji amidéw, st¢zenie produktu w roztworze
wzrasta, co powoduje spadek aktywnosci enzymu. Dla wyjasnienia przyczyn tego spadku,
Doktorantka uzyta metod komputerowych by zbada¢ jak produkt katalizy NHazy wptywa na jej
wlasnosci. Do badan wybrata PtNHaze o rozwigzanej strukturze przestrzennej (Kod PDB: 11IRE).
W kolejnych krokach,

1. przeprowadzita szereg 500-ns symulacji MD tetrameru, dimeréw i podjednostek NHazy w
wodzie oraz w roztworach zawierajgcych akrylamid (ACA) i akrylonitryl (ACN) w réznych
stezeniach.

2. dla kazdego uktadu wyznaczyta szereg uzytecznych i stosunkowo tatwych (m. in RMSD,
RMSF, SASA) oraz stosunkowo trudniejszych (analiza drgan normalnych, oddziatywania ligand-
biatko) do uzyskania czy analizy, parametrow,

3. przeprowadzita wnikliwg analize wynikow 1 na jej podstawie okreslita jak wzrost stgzenia
produktu katalizy w roztworze wplywa na strukturg tetrameru, dimeréw i podjednostek oraz na
centrum aktywne.

Konkluzje z tej czgsci badan mozna podsumowacé nastgpujaco:

1. przy rosngcych stezeniach produktu struktura podjednostki o NHazy jest stabilniejsza niz
podjednostki 3,

2. wpltyw produktu na dynamike¢ podjednostki a jest mniejszy niz na podjednostke f3,

3. produkt wptywa na rozluznienie struktury dimeru aff; im wigksze st¢zenie produktu, tym

wieksze rozluznienie,
4. kontakt pomiedzy podjednostkami w dimerze nie jest staty, ale podlega fluktuacjom.

5. wzrost stezenia produktow (amidow) nie ma wplywu na centrum aktywne i jego najblizsze

otoczenie.

W mojej ocenie, najciekawsza czg$¢ pracy dotyczy analizy kanatow, ktorymi ligandy ACA i ACN
dostajg si¢ do centrum aktywnego biatka (Roz. 7.10, 7.11, 7.12) oraz analiza zapetnienia kanatow

przez ligandy (Roz. 7.15). Wyniki uzyskane przez Doktorantk¢ mozna podsumowac nastgpujaco:
1. liczba kanatow nie jest stata — ulega zmianie w trakcie symulacji,

2. reszty tworzace kanaly zmieniajg si¢ — mozliwe, ze Wraz ze zmiang stezenia produktu (amidow),
3. w wyzszych stezeniach produktu, struktura NHazy ulega rozluznieniu,

4. kanaty w biatku sg preferencyjnie obsadzane przez nitryle (ACN), cho¢ amidy (ACA) stanowig
wiekszo$¢ ligandow w roztworze; mozna przyjac ze jest to cyt.: ,,zgodne z funkcja fizjologiczna

tego enzymu, ktory w bakteriach pobiera wilasnie nitryle, a po hydratacji wyrzuca amidy.”



Badania mgr Julii Berdychowskiej opisane w rozprawie doktorskiej s badaniami podstawowymi,
ale odpowiadajagcymi na zapotrzebowanie przemystu zwigzanego z produkcja zwigzkow
amidowych. Badanie wlasnosci enzymu metodami klasycznego modelowania molekularnego jest
pewnym wyzwaniem, gdyz metoda nie pozwala na modelowanie reakcji chemicznych. Jednak
badania nad NHaza prowadzone sag we wspotpracy z grupg eksperymentalng, ktéra wprowadza
modyfikacje do struktury enzymu i sprawdza ich potencjalng uzyteczno$¢ przemystowa. Dzigki
temu, grupa komputerowa dostaje do badan juz wyselekcjonowane eksperymentalnie warianty
enzymu. Zadaniem grupy jest wyjasnienie, dlaczego te warianty majg wtasnosci korzystniejsze do
zastosowan przemystowych niz natywny enzym. Innymi stowy, korzystajac z atomowej
rozdzielczosci metod modelowania molekularnego, badania komputerowe wskazaty jakie sg
podstawowe przyczyny skutecznosci wprowadzonych eksperymentalnie modyfikacji struktury

enzymu.

Na szczegdlne podkreslenie zastuguje ogrom pracy jaki Doktorantka wilozyla w opisane w
rozprawie badania oraz jako$¢ ilustracji. Niestety, te ostatnie nie zawsze sa dostatecznie
wyczerpujaco opisane. Mozna wyrazi¢ pewien zal, ze w badaniach opisanych w Rozdz. 6 nie uzyto
biatka zbudowanego w Rozdz. 5. Ale sekwencja czasowa badan byla taka, ze najpierw poprawiano
termostabilnos¢ PpNHazy przez potaczenie linkerami podjednostek o i B (Rozdz. 6), a pdzniej

zbudowano model StNHasy pochodzacej z termofilnych bakterii (Rozdz. 5).

Strona merytoryczne pracy nie budzi zastrzezen, ale tekst pozostawia troche do zyczenia.
Wprawdzie rozdzialty wprowadzajace czyta si¢ dobrze i duzym zainteresowaniem, to rozdzialy
opisujace wyniki majg sporo potknie¢ jezykowych, zapewne po czgsci wynikajacych z dos¢
bezposredniego ttumaczenia z angielskiego (Rozdz. 51 6). Wyglada tez, ze Rozdz. 7 byt pisany w
pospiechu — tam jest najwigcej potkni¢é. Szkoda, ze wyniki opisane W Rozdz. 7 nie sg jeszcze
opublikowane. Szkoda tez, ze Doktorantka nie zrobita ilustracji pokazujacych wnetrza kanatow

K1 i K2 — zobaczenie jak one wygladaja ,,0d srodka” bytoby bardzo interesujace.

Ponizej spisatam przyktadowe potknigcia 1 bledy znalezione w tek$cie rozprawy:

Bledy jezykowe:

»hie byto wiedzy na temat”; ,,zamienili tg helis¢” zamiast ,,t¢ helis¢”; ,,jest bardziej stabilna”
zamiast ,,stabilniejsza”; ,,po okresie ekwilibracji” — po polsku to byloby ,,réwnowazenia” (wg.
Internetu, ekwilibracja to korekta zgryzu); ,,... utrata aktywno$ci w wysokich stgzeniach
przynajmniej cze$ciowo moze mie¢ ten sam czynnik jak w przypadku utraty aktywno$ci w
wysokiej temperaturze.” — nie jest to poprawne zdanie; ,,ilo$¢ kontaktow” zamiast ,,liczba

kontaktow”; ,.zwigkszony kontakt”?; ,nie przyniosta zauwazenia’?; ,,...jesli amidy wywoluja



jakie$ aminy konformacyjne czy strukturalne to...”?; Str. 96. ,,miejsca, ktore potencjalnie moga

... dezaktywowa¢ enzym, ....”?

Bledy edytorskie:

na koncu tytulu nie daje si¢ kropki; rownanie Langevina, wzor 3.2 — opis: v — predkos¢, I' —
wspoélczynnik tarcia — V we wzorze to nie predkosé (v), ale potencjat (V), wspotczynnik tarcia to

Y, a nie I' — czynnik stochastyczny; rozdziat 4 (Metody) pomylony z rozdziatem 3; pomytki w
odniesieniach w tekscie do rysunkéw; Rys. 7.29 jest b. mato czytelny.

Bledy merytoryczne:
1. p. 36 ,,katy pomigdzy atomami’;

2. jak energia elektrostatyczna byla liczona? Doktorantka pisze: ,,Do struktur (biatek) zostaly
dodane otoczki wodne o rozmiarze co najmniej 10 A w kazda strone”, a ,,oddziatywania
elektrostatyczne zostaly obliczone za pomoca metody sumowania Ewalda”. Sumowanie Ewalda
wymaga periodycznosci uktadu, a biatko otoczone warstwa wody nie jest uktadem spetniajacym

warunki periodycznosci,
3. podpis pod rysunkami 7.2, 7.3, 7.4 ,,w stosunku do minimalnej struktury” — €0 to jest?

Rysunek 7.31. W opisie brakuje informacji, ze obj¢tosé to sumaryczna objetos¢ wszystkich sfer w
kanale. Mysle, ze do czytelnika lepiej przemawiataby informacja, ile czasteczek wody zmiesci sig

w kanale, wiedzac, ze objetos$¢ czasteczki wody to 30 A3.

Zauwazone przez mnie pomyiki i btgdy w pracy nie Sa zwigzane z wykonanymi badaniami, analizg
wynikow 1 ich interpretacja. Uwazam, ze zarOwno wykonanie jak i opracowanie oraz wnioski
plynace z badan sg na bardzo wysokim poziomie 1 $wiadczg o rzetelnosci pracy Doktorantki 1 Jej
analitycznego podejs$cia do otrzymanych wynikow.

Przedstawiong mi do recenzji prace doktorskg pt., ,,Wykorzystanie metod modelowania
komputerowego do poprawy wiasciwosci katalitycznych enzymu biotechnologicznego Hydrataza
Nitrylowa” uwazam za bardzo dobrg i wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu o dopuszczenie mgr Julii Berdychowskiej do dalszych etapow
postepowania W sprawie nadania stopnia doktora, gdyz spetnia wszystkie wymagania ustawy

Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce.



