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Recenzja rozprawy doktorskiej

pt. ,Metody analizy aktywnosci katalitycznej i projektowania biokatalizatoréw oparte na
teorii oddziatywan miedzyczasteczkowych”

Pana mgr Wiktora Bekera

Praca doktorska mgr Wiktora Bekera zostata wykonana na Wydziale Chemicznym
Politechniki Wroctawskiej w Katedrze Inzynierii i Modelowania Materiatéw Zaawansowanych
pod kierunkiem prof. dr hab. Wactawa Andrzeja Sokalskiego. Celem recenzowanej rozprawy
byto opracowanie sposobu zastosowania techniki pdl katalitycznych do okreslenia wptywu
mutacji na szybkos¢ reakcji katalizowanej przez enzymy.

W przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskiej gtownym aspektem byto rozwijanie i
testowanie réznych metodologicznych podejsé do teoretycznego opisu réznicowej stabilizacji
stanu przejsciowego w oparciu o wybrane przyktady enzymatycznych reakcji katalitycznych a
dopiero w drugim rzedzie pogtebienie wiedzy na temat wtasciwosci katalitycznych oraz roli
poszczegdlnych mutacji w konkretnych biokatalizatorach.

Informacje o pracy.

Cata praca liczy 102 strony, przy czym Doktorant zdecydowat sie na dosc
niekonwencjonalne rozmieszczenie tresci: w zasadniczej 58-stronicowe] czesci znajdujg sie
cztery rozdziat (Wstep, Metody, Wyniki, Podsumowanie), po ktdrej nastepuje 44-stronicowy
Suplement skfadajgcy sie z osmiu rozdziatdw. Niekonwencjonalno$é takiego uktadu tresci
zasadza sie w tym, ze w suplemencie nie tylko w sposdb istotny poszerzono opis metod z czesci
zasadniczej (w szczegdlnosci opis metody SAPT, przeglad poje¢ zwigzanych z rozwinieciem
multipolowym), ale réwniez zamieszczono wazny dla pracy opisy metodologii (np. S5
Obliczenia ONIOM, S6 Reprezentacja As) czy nawet czes¢ wynikdw (m.in. testy dotyczace
walidacji biblioteki multipoli atomowych dla aminokwasow, rézne podescie do interpolacji
multipoli z réznych konformacji; wyniki dotyczgce rdznej interpretacji dynamicznego pola
katalitycznego).

We wstepnym rozdziale Doktorant, z duzg swadg i niewatpliwym obeznaniem w
literaturze przedmiotu, przybliza czytelnikowi istotne wyzwania, jakie stojg przed
biotechnologami poszukujgcymi biokatalizatorow do proceséw, ktore nie zachodzg w Naturze,
krotko streszcza historie projektowania de novo biokatalizatoréw, oraz omawia hipotezy
wyjasniajace pochodzenie wysokiej katalitycznej efektywnosci enzymow, w szczegdlnosci
skupiajgc sie na tak zwanej katalizie elektrostatycznej. W sekcji tej zamieszczono réwniez
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schematy reakc;ji katalizowanych przez izomeraze ketosteroidowg (KSI) jak i eliminaze Kempa.
W przypadku tego drugiego enzymu we wyprowadzeniu znajduje sie réwniez krotkie
podsumowanie literaturowe na jego temat. Rozdziat ten koriczy szczegdtowy opis celéw pracy.

W drugim, 11-stronicowym rozdziale ,Metody” Doktorant opisuje kluczowe dla rozprawy
koncepcje teoretyczne, miedzy innymi takie jak réznicowa stabilizacja stanu przejsciowego
(DTSS), oddziatywania miedzyczgsteczkowe w przyblizeniu polaryzacyjnym oraz w oparciu o
rachunek zaburzen o adaptowanej symetrii (SAPT). Omawia tez koncepcje pola katalitycznego
jak réwniez kumulatywnego atomowego rozwiniecia multipolowego (CAMM), stanowigcego
gtdwng o$ catej rozprawy. W tym rozdziale opisano tez krotko metodyke przeprowadzonych
obliczen QM/MM, poswiecajgc jeden akapit opisowi przygotowania modelu teozymu KEQ7
(eliminaza Kempa).

W rozdziale trzecim, ,Wyniki”, znajduje sie opis zasadniczej czesci prac badawczych
przeprowadzonych przez Doktoranta. Przy czym nalezy zaznaczy¢, ze Doktorant zdecydowat
sie prowadzi¢ dyskusje uzyskanych wynikdw na biezaco, za$ kazda sekcja tematyczna
zakonczona jest wyrdéznionym edytorsko wnioskiem. Sam rozdziat zaczyna sie od 5 pytan, na
ktore w dalszej czesdci pracy zostaje udzielona odpowiedz. Tak wiec w pierwszej kolejnosci
Doktorant rozwaza w jaki sposob najefektywniej modelowa¢ rozktad tadunku reagujgcego
uktadu reagent-katalizator (poprzez tadunki punktowe czy rozwiniecie multipolowe, a jezeli
tak to jakiego rzedu — analize przeprowadzono na przyktadzie reakcji hydrolizy fosalonu i
syntezy H,COs) oraz jak najefektywniej reprezentowaé otoczenie katalityczne oraz wyznaczaé
jego wktady do DTSS (prace na przyktadzie kinazy biatkowej A). Nastepnie przechodzi do
gtownego tematu rozprawy czyli opisu wptywu mutacji na aktywnos$¢ katalityczng izomerazy
ketosteroidowej oraz eliminazy Kempa. Opis ostatniego tematu jest potraktowany ze
szczegblng uwaga i szczegdtowoscia.

Rozdziat 4, ,Wnioski” to dwustronicowe podsumowanie wnioskdw zasygnalizowanych w
rozdziale 3.

Druga nie mniej istota cze$é pracy, Suplement, sktada sie z 8 rozdziatéw i dostarcza
niezwykle istotnych dla zrozumienia pracy informacji na temat rozwiniecia multipolowego,
metody SAPT, dynamicznego pola katalitycznego i przeprowadzonych przez Doktoranta
testow (proby wskazania optymalnej konformacji aminokwaséw na podstawie Ag), obliczen
ONIOM, zastosowaniu modelu ciggtego rozpuszczalnika w obliczeniach DTSS(CAMM) i
walidacji tego podejscia dla subtylizyny, jak réwniez szczegdtowego opisu metodologii budowy
biblioteki atomowych multipoli dla aminokwaséw wraz z opisem przeprowadzonych testow.

Rozprawe zamyka spis cytowanej literatury, ktory zawiera 178 pozycji, spis rysunkéw i
tabel oraz spis dorobki publikacyjnego doktoranta.

Zanim przejde do merytorycznej analizy pracy pozwole sobie na uwage, ze taki podziat tresci
w mojej ocenie okazat sie dos¢ niefortunny. O ile wydzielenie szczegdétowych dywagacji na
temat metodyki SAPT jest uzasadnione (gdyz nie stanowi to tematu pracy), to juz przeniesienie
do suplementu opisu metod stricte dotyczacego tematu pracy (czyli rozwiniecia
multipolowego czy obliczen QM:MM) w istotny sposéb utrudnia zrozumienie czytelnikowi
catej rozprawy.
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Ocena merytoryczna rozprawy.

Jak juz wspomniatem pierwszy rozdziat to dos¢ krotki wstep przyblizajacy tto badan
dotyczacych katalizy enzymatycznej oraz teorii opisujgcych efekt kinetyczny. W swej istocie
konstrukcji rozdziat ten jest swego rodzaju hybrydg zwyczajowego wprowadzenia
literaturowego oraz prowadzonej przez Doktoranta dyskusji funkcjonujgcych w literaturze
teorii na temat katalizy enzymatycznej (np. podrozdziat 1.2.4 Krytyczna ocena ). Autorowi
rozprawy nie mozna odmoéwi¢ duzej swady oraz niezwykle dojrzatej orientacji w literaturze
naukowej problemu. Czasem jednak czytelnik moze odnies¢ wrazenie, ze czyta nie rozprawe
doktorska, ale prace przegladowa. Wrazenie to potegujg czeste skréty myslowe, bardzo
syntetyczne omawianie niektérych kwestii oraz nagminne odsytanie czytelnika do literatury,
bez pogtebienia tematu (np. str 11, ,zaproponowano szereg modeli majgcych ttumaczyé
wptyw dynamiki biatka na aktywnos¢ katalityczng, np. teorie drgan promujgcych [25,26]” —
temat dalej nie rozwijany;). Taki zabieg skutkuje niejednokrotnie sytuacjg, w ktérej Doktorant
prowadzi czasem szczegdétowy dyskurs (jak w przypadku problemu z cyklofiling A i jej
mutacjami) w oderwaniu od szerszego opisu problemu i badanego modelu. Dla czytelnika
rozprawy dyskurs jest zupetnie nieczytelny bez zapoznania sie z wszystkimi przytoczonymi
referencjami i nie pomagajg tutaj nawet przypisy na dole strony, ktére chociaz wyjasniaja
niektore kwestie, czesto tylko dostarczajg kolejnych odnosnikéw literaturowych.Podejscie
takie jest do$¢ nietypowe w pracy doktorskiej. Wszystkie te uwagi nie powodujg jednak, ze
pierwszy rozdziat Zle sie czyta, gdyz jest on napisany ze swadg i bardzo potoczyscie.

Problemem czesci wstepu nie jest bowiem to co jest w nim napisane, ale to czego w nim
nie ma. A nie zawarto w nim przegladu stanu wiedzy na temat obiektow badan, na ktérych
testowano, weryfikowano i rozwijano gtéwng metode teoretyczng, czyli DTSS(CAMM). Chodzi
mi w szczegdlnosci o opis prac dotyczacych struktury centrum aktywnego i mechanizmu
reakcji izomerazy ketosteroidowej i eliminazy Kampa, ale rdwniez strukture centrum
aktywnego i reakcje katalizowang przez kinaze biatkowg A (schemat reakcji znajduje sie
dopiero w sekcji Wyniki — Rys 3.4), mutaze chrozymianowg (skapy opis w suplemencie),
strukture meniny (jeden rysunek w Suplemencie), czy w konicu reakcje z pracy Doktoranta
opublikowanej w Structural Chemistry dotyczgce w szczegdlnosci hydrolizy fosalonu (jeden
rysunek w wynikach, struktury do odcyfrowania za pomocg szkta powiekszajgcego). Na skutek
braku tego wprowadzenia wiele z pdZniejszych wywoddw i analiz byto niejasnych co skutkuje
licznymi pytaniami i prosbami o wyjasnienie (vide infra). Zaktadam, ze celem pominiecia tych
istotnych dla pracy szczegétéw byto skoncentrowane uwagi czytelnika na samej metodzie
DTSS(CAMM) a nie na enzymach, ktére stuzyty jako obiekty testowe. Efekt ten zostat
niewatpliwie osiggniety, jednak ze skutkiem negatywnym dla jakosci odbioru pracy.

Rozdziat poswiecony metodom rozpoczyna wyprowadzenie rdznicowej stabilizacji
stanu przejSciowego oraz ttumaczy, jak to podejscie mozina zastosowa¢ do reakcji
wieloetapowych. Doktorant dowodzi, ze w takim przypadku witasciwe jest zastosowanie
roznicowej energii stabilizacji produktu przejsciowego (DISS) w miejsce DTSS. Jako
uzasadnienie tego pogladu cytowane sg prace Jeremy’ego Knowlesa (Biochemistry, 1976, 15,
5631-5640) oraz prace Adriana J. Mulhollandai W. Grahama Richardsa (J. Phys. Chem. B 1998,
102, 6635-6646). W pracy Knowlesa omawiane sg dwa typy ewolucyjnej stabilizacji
wewnetrznych stanow (kompleksu reagentow, stanow przejsciowych, produktéw
przejsciowych) w enzymie — tzw. ,,uniform binding of the internal states” oraz znacznie rzadszy
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i trudniejszy do osiggniecia , differential binding of the internal states”. Pierwszy ze sposobéw
stabilizacji zaktada takie samo obnizenie energii wszystkich wewnetrznych stanéw w enzymie,
drugi zas zmiany we wzglednej stabilizacji stanédw wewnetrznych na skutek subtelnych
oddziatywan enzymu z danymi stanami wewnetrznymi (np. na skutek specyficznego
oddziatywania wodorowego, ktére wystepuje wytgcznie dla danego stanu wewnetrznego).
Generalnie zgadzam sie z Doktorantem, ze w przypadku wystepowania wysoko-
energetycznego produktu przejsciowego znajdujgcego sie pomiedzy dwoma stanami
przejsciowymi, jego stabilizacja bedzie korelowac z jednoczesnym obnizeniem obu barier
energetycznych, a co za tym idzie z obserwowang szybkoscia reakcji. Efekt ten jest zgodny z
postulatem Hammonda (stan przejSciowy jest podobny do wyzej energetycznego stanu) oraz
liniowg zaleznoscia energii swobodnej zaproponowang przez Bronstedai Hammetta. W mojej
opinii, i jak wydaje mi sie réwniez w Swietle pracy Knowlesa, nie jest to twierdzenie
uniwersalne, gdyz produkt przejsciowy moze charakteryzowac sie energig mniejszg niz
poprzedzajacy go produkt (czy tez kompleks enzym-substrat). Zdarza sie to czesto na szlaku
wieloetapowych reakcji nieodwracalnych, gdzie dyssypacja energii nastepuje stopniowo w
trakcie katalizowanej reakcji. W takim przypadku stabilizacja dla danego DISS nie bytaby
dobrym parametrem do opisu zmian katalitycznej efektywnosci enzymu. Czy wobec tego
prawdy jest, Zze chociaz dla dwuetapowego mechanizmu reakcji obnizanie
wysokoenergetycznego produktu liniowo koreluje z energig obu sasiadujgcych barier to
nadal istotnym aspektem poprawy katalitycznych wtasciwosci enzymu jest stabilizacja obu
barier energetycznych a nie energii produktu przejsSciowego. Prositbym o przedyskutowanie
przez Doktoranta tej kwestii w czasie obrony.

W sekcji 2.5.1 pokrétce opisano biblioteke rotamerédw CAMM. W szczegdlnosci opisano tutaj
biblioteke Dynameonics, ktéra byta wykorzystywana w poczgtkowych badaniach. Poniewaz
,CAMMYy” s3 jednym z gtdwnych tematdw rozprawy, zaskakujgca jest niezwykta lakonicznosé
opisu tej czesci i niepotrzebnie przeniesiono czesci opisu do S.8.3. W mojej opinii bytoby to
doskonate miejsce, aby na przyktad wyjasnié¢ stosowang w rozdziale 3 notacje dotyczaca
poszczegdlnych rotamerdw, a stosowang min. w tabeli 3.3. i 3.4. Niestety nie udato mi sie
nigdzie w pracy odnalezé stosownego opisu pozwalajgcego na rozpoznanie danych
rotamerdw, zas czytelnik musi poszukiwaé klucza do szyfru w pozycji [131]. Natomiast na
szczegolng pochwate zastuguje zamieszczenie autorskiej biblioteki CAMMOAw oraz
poszerzonego modutu pymolecule na zewnetrznym serwerze. Kazda praca narzedziowa,
ktora udostepnia za darmo opracowang metode dla catego $rodowiska naukowego ma
nieoceniong wartos¢, zarowno ze wzgledu na mozliwos¢ weryfikacji metody na innych
przyktadach jak rowniez ze wzgledu na mozliwos¢ kontynuowania badan.

Na stronie 31 znajduje sie niespetna stronicowa sekcja dotyczgca obliczen metodg QM/MM.
W sekcji tej brakuje bardzo wielu istotnych detali dotyczacych przeprowadzonych przez
Doktoranta obliczen dla KEQ7, takich jak wielkos¢ modelu, przyjety tadunek catkowity, tadunek
czesci QM, metoda wyboru protonacji reszt aminokwasowych w modelu, struktura 3D czesci
QM (te informacje mozemy znalez¢ dopiero w sekcji S5 Rys. S6 chociaz bez wzmianki, ze jest
to czes¢ bedgca w HL), sposdb przydzielenia fadunku na link-atomy oraz rownowazenia
tadunku odcietych reszt w modelu, zakres elastycznosci modelu, stopienn solwatacji (ile
czgsteczek wody z MD pozostawiono w modelu), czy prowadzono rownowazenie konformacji
(wielokrotng sekwencyjng optymalizacje geometrii po obu stronach jedynego TSu) przy
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wyznaczaniu stanu przejsciowego, w jaki sposdéb uzyskano geometrie stanu przejSciowego i
czy potwierdzano jg za pomoca petnej analizy wibracyjnej etc. Uwazam, ze kazda rozprawa
naukowa, w szczegdlnosci teoretyczna, powinna dawac czytelnikowi mozliwos¢ weryfikacji
zamieszczonych w niej rezultatéw. Tak skapy opis praktycznie uniemozliwia przetestowanie
otrzymanych przez Doktoranta wynikéw i stanowi nikla pomoc dla kolejnych pokolen
badaczy, ktéry beda owa tematyka sie zajmowaé. W rozdziale tym nie znalaztem réwniez
informacji na temat metodologii zastosowanej dla KSI, chociaz jak zrozumiatem, obliczenia
QM:MM byty prowadzone przez grupe profesora Mullholanda. Tym niemniej dla porzadku
powinny zostac tutaj przytoczone przynajmniej podstawy zastosowanej metodologii (model,
stosowana metoda teoretyczna), szczegdlnie ze na rys. 3.8 zostat przedstawiony tylko jeden
profil energetyczny z 3 dostepnych w pracy [145].

Rozdziat 3 poswiecony jest wynikom uzyskanym przez doktoranta. Rozpoczyna sie on
od analizy réznych modeli elektrostatycznych, jakie moina zastosowac¢ do reprezentacji
tadunku uktadu reagujgcego (wyrazonego jako potencjat elektrostatyczny reagentdw MEP), a
co za tym idzie do wyznaczenia pdl katalitycznych. W czesci tej Doktorant poréwnuje MEP
obliczony na podstawie tadunkéw punktowych otrzymanych z fitowaniu gestosci elektronowej
metoda Mertza-Kollmana z MEP obliczonym na podstawie CAMM o rdzinym poziomie
rozwiniecia (od rozwiniecia monopolowego, az po rozwiniecie 32-polowe). W rozdziale tym
analizowany jest RMSD potencjatu elektrostatycznego, ktérej to sposobu liczenia nie
zdefiniowano niestety operacyjnie (zostata ona zdefiniowana w pracy 130: ,root-mean-square
deviation of the MEP estimated from atomic multipole expansions relative to the ab initio
restricted Hartree—Fock value on the Connolly surface”). Réwniez reprezentacja graficzna
przytoczonych przyktadéw (rysunek 3.1) zostata sporzadzona bardzo niekorzystnie —
niewielkie grafiki czgsteczek (mniejsze niz w pracy 130) praktycznie uniemozliwiajg
czytelnikowi Sledzenie reakcji hydrolizy fosalonu, chociaz generalnie przekaz wykonanych
analiz jest dos¢ czytelny — metoda tadunkéw MK sprawdza sie lepiej w przypadku reakgji
hydrolizy fosalonu i gorzej od CAMM od rozwiniecia kwadrupolowego w gére dla reakgcji
syntezy kwasu weglowego (IV). Na podstawie przedstawionych wynikéw Doktorant wyciagga
whniosek, ze modele oparte o CAMM majg charakter uniwersalny i dobrze oddajg potencjat
elektrostatyczny uktadu niezaleznie od jego fadunku catkowitego, podczas gdy tadunki MK
sprawdzajg sie jedynie w przypadku uktadéw obdarzonych trwatym tadunkiem. Wniosek ten
mogtby wydawaé sie odrobine zbyt daleko posuniety, gdyby opierat sie wytacznie na
przytoczonych w rozprawie dwdch przyktadach. W pracy 130 dostepnych jest jednak wiecej
przyktadéw (zasadowa hydroliza dementonu-S (tadunek -1) gdzie RMSD MEP obliczonego z
tadunkéw MK zachowywat sie tak jak w przypadku hydrolizy fosalonu oraz izomeryzacja
rodnika HCN, gdzie powtdrzyta sie sytuacja z syntezg H.CO3). Prawde mdwigc nie rozumiem,
czemu wszystkich wynikdw nie mozna byto przytoczy¢ w pracy doktorskiej, aby wywod byt
bardziej przekonywujgcy. W sekcji tej wykazano réwniez, ze obliczenie energii oddziatywan
dla modelowego uktadu obarczone byto mniejszym btedem dla 32-polowych CAMM oraz DMA
(Distributed Multipole Analysis? — brak rozwiniecia skréotu — dopiero w opisie rys 3.3. nazwane
,multipolami Stone’a”). Niestety nie skomentowano, jak metoda radzi sobie w nizszych
rozwinieciach i jaka jest przewaga podejscia Stone’a nad CAMM (zaobserwowano nizszy btad
dla DMA L=5) oraz czy w ogole taka przewaga wystepuje.
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Kolejnym krokiem byto wyznaczenie rdznicowej energii stabilizacji stanu przejSciowego w
oparciu o metode kumulatywnych multipoli atomowych zaréwno obliczonych z pola
katalitycznego jak i z biblioteki aminokwasdw na podstawie reakcji fosforylacji katalizowane;j
przez kinaze biatkowa A. Metodami referencyjnymi byty DTSS obliczone na poziomie MP2 oraz
metoda Fragment Molecular Orbital opracowanej przez Kazuo Kitaure. Poniewaz modelowy
uktad byt natadowany, uzyskano duzg zgodno$¢ DTSS obliczanej zaréwno na podstawie
tadunkéw jak i multipoli atomowych z wielko$ciami obliczonymi bardziej zaawansowanymi
metodami. W sekcji tej zabrato informacji jakiego rzadu rozwiniecie CAMM byto stosowane
(czy byto to graniczne rozwiniecie heksadekapolowe?). Prositbym réwniez o uzupetnienie Fig.
3.5 i 3.6 0o wartosci wspétczynnika determinacji liniowej (R? Pearsona) dla wartosci DTSS
obliczonej réznymi metodami w odniesieniu do wartosci z metod referencyjnych
(odpowiednio MP2 i FMO). Przedstawione na koniec tej sekcji wnioski nasuwajg oczywiscie
pytanie, czy dla uktadéw nie obdarzonych tadunkiem mozliwe jest uzyskanie podobnych
zgodnosci DTSS (czy tez moze lepszych)?

Kolejno Doktorant przechodzi do analizy wptywu mutacji w poblizu centrum aktywnego na
aktywnos¢ katalityczng izomerazy keto steroidowej (KSI). Wraz z analiza wptywu mutacji na
KEO7 jest to zdecydowanie najlepsza i najciekawsza czes¢ tego doktoratu. Dla szeregu
struktur poddanych mutacjom udato sie przewidzie¢ DISS za pomocg metody CAMM i wykazac
liniowg korelacje z obserwowang AG*app obliczong na postawie eksperymentalnie zmierzonej
keat. Niestety odbioru tej czesci nie utatwiajg bardzo mate i skgpo opisane rysunki (3.8 i 3.9).
To tutaj wiasnie widaé brak odpowiedniego wprowadzenia w rozdziale 1 i dlatego trudno jest
w petni docenic te cze$é pracy. Ponadto jezeli kcat Wyznaczano metodami eksperymentalnymi
(brak odniesienie do zrédta) wyznaczone wartosci byty z pewnoscig obarczone btedem ktory
ekspotencjalnie propaguje sie na btad AG*app. Dlatego w korelacji z Rys 3.9b nalezatoby
zaznaczy¢ zakresy btedu warto$ci AG*app. By¢ moze wtedy wszystkie punkty znalaztyby sie w
granicy przedziatu ufnosci i nie bytoby potrzeby wytgczaé¢ z korelacji jednego punktu mutacji.
Niezaleznie od tego parametry przedstawione na wykresie 3.9b powinny tez zawieraé btedy
regresji lub w opisie powinny pojawi¢ sie btedy estymacji AG*app. W analizie tej brak réwniez
poréwnania z DTSS dla TS2, ktére akurat w przytoczonym profilu ma wiekszy wptyw na
kinetyke reakcji niz uwzgledniona w analizie TS1. Wykazanie, ze obie DTSS sg skorelowane z
DISS bytoby bardziej przekonywujgce dla wywodu. Mozna sobie bowiem wyobrazi¢ taka
sytuacje, gdzie wysokoenergetyczny produkt przejSciowy o neutralnym tadunku jest otoczony
przez rodnikowy TS z jednej strony oraz natadowany (np. karbokationowy) TS z drugiej strony
i wtedy efekty mutacji mogtyby byé zupetnie réine dla réznych barier a DISS bytby
reprezentatywny tylko dla jednej z nich.

Nastepnie poddana zostaje ewaluacji zdolno$¢ predykcji AG*app przez DISS obliczong za
pomocg roznych metod (w tym HF i SAPT). Z rysunku 3.10 mozna wywnioskowac, ze wszystkie
metody jakosciowo sg zgodne, ale nie mozna ustali¢ czego dotyczy linia trendu (zaleznosci dla
jednej metody? Wszystkich metod?) i tym razem nie podano rowniez wspoétczynnikow
korelacji, btedow estymacji ani nawet wspotczynnikow regresji (parametry statystyczne bytyby
bardzo ciekawym indykatorem mocy predykcyjnej danej metody wzgledem metody tak
kosztownej jak SAPT). Oczywiscie analize takg nalezatoby prawidtowo sporzadzi¢ po
uwzglednieniu wszystkich pomiaréw ket lub jak wspomniano juz wyzej rozrzutéw AG*app.
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Ponadto w opisie rysunku 3.11 brak ponownie opisu danych metod (np. AEelest (FF) pojawia sie
chyba po raz pierwszy).

W czedci tej nie udato sie rdwniez unikngé pewnych niezrecznosci czy niejasnosci.

Na stronie 41 znajduje sie nastepujgce zdanie: ,Rysunek 3.10 pokazuje relacje pomiedzy DISS
uzyskanymi réznymi metodami a barierg eksperymentalng (struktury MD).” — nie jest jasne
jaki zwigzek ,bariery eksperymentalne” majg ze strukturami z symulacji metoda dynamiki
molekularnej (podejrzewam jakis skrot myslowy).

W tymze samym akapicie na str. 41 dotyczagcym wyjasnienia, dlaczego DISS obliczone dla
mutacji Tyrl4Ser nie przewiduje prawidlowo AG*app podano dwie wartoéci TAS* -
,odpowiednio -4.2 i -7.5 kcal/mol [146]”. Nie bardzo wiadomo, czego dotyczy stowo
,odpowiednio” i w jaki sposéb odnosi sie to do omawianego przypadku, ani dlaczego ttumaczy
to zanizenie DISS(CAMM) akurat o ,ok. 1 kcal/mol”. Prosze o ponowne przeprowadzenie
wywodu tak aby cate rozumowanie byto klarowne.

Ostatnia cze$¢ pracy poswiecona eliminazie Kempa jest w istocie najlepszg sekcjg. Doktorant
przeanalizowat 13 kolejnych mutacji oryginalnego teozymu, ktére wprowadzano na drodze
ukierukowanej ewolucji. Dzieki obliczeniom w oparciu o DTSS(CAMM) mozliwe byto
wyznaczenie przyczynkéw dla kazdej mutacji z uwzglednieniem réznych konformacji danego
aminokwasu. Zastosowanie opracowanej metodologii pozwolito wiec oceni¢ zakresy wptywu
na DTSS poszczegdlnych mutacji (z uwzglednieniem mozliwych konformacji danych reszt) oraz
powigzaé efekt wprowadzanych mutacji z eksperymentalnie wyznaczong AG*exp. Przy okazji
badan nad konformacja, udato sie zauwazy¢ istotny aspekt wzajemnego oddziatywania reszt
natadowanych, co wptywa w istotny sposdéb na przyjmowang przez nich konformacje. Tak wiec
sama analiza wyodrebnionych wktaddéw danych reszt i wyznaczenie optymalnych konformaciji
(z punktu widzenia DTSS) nie jest wystarczajgca do oceny prawdziwej sytuacji w centrum
katalitycznym w zwigzku z dalekozasiegowym dziataniem oddziatywan elektrostatycznych iich
wptywem na przyjmowang konformacje. Przy okazji drobna uwaga edytorska w tabeli 3.3. i
3.4 nie podano wymiaru energii (a jedynie opis okreslajacy graniczng wielkos¢ bezwzglednej
energii DTSS pozwala sie domysli¢, ze w tabeli réwniez energie sg przedstawiane w kcal/mol).
Przedstawiona tutaj argumentacja rodzi pewng watpliwosé. Ot6z skoro potozenie tak
odlegtych od siebie reszt ma wptyw na konformacje istotnych dla DTSS natadowanych
aminokwaséw a stosowana metoda nie uwzglednia wiekszosci biatka (tylko wybrane
aminokwasy wigczone do analizy, biatko brane pod uwage tylko jako zawada steryczna
eliminujaca cze$¢ rotamerdéw), to czy analiza wybierajaca ,,optymalne” rotamery nie jest
poniekad obarczona istotnym btedem poprzez zaniedbanie odziatywan elektrostatycznych
dla poszczegdlinych aminokwasow? Jezeli dobrze rozumiem procedure opisang na stronie 52
i 53 metoda opracowana przez Doktoranta nie sprawdza, czy wybrany rotamer ma wysoka
energie ze wzgledu na swoje mikrootoczenie a jedynie wyliczana jest energia oddziatywan.
Bardzo prositbym o przedyskutowanie tej kwestii w trakcie obrony.

Bardzo interesujgcy jest rowniez wynik symulacji, ktéry wykazat, ze dla danego biatka zestaw
wystepujgcych konformacji badanych aminokwaséw rézni sie od tego, jaki scharakteryzowano
jako najbardziej stabilne w bazie Dynameonics. Niestety opis tych populacji, przedstawiony na
Rys. 3.15, ponownie pozbawiony jest szczegétowej legendy umozliwiajgcej odkodowanie
rotametrow, zas opis w tekscie, choc szerszy, nie jest poparty odpowiednim przedstawieniem
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graficznym (poza Rys. 3.14, ktdry niestety ze wzgledu na wybrany rzut nie pozwala ocenié¢ w
petni konformacji Arg202 — zresztg przedstawiono na nim P6, P7 i P8 a omawiane rdznice
dotyczg P1, P5 i P7. Niepokojacy jest réwniez wniosek Doktoranta, bazujgcy na odmiennosci
wynikéw z MD i samej bazy. Jezeli 30 ns symulacje nie sg wystarczajgce do wyznaczenia
najbardziej prawdopodobnych konformacji interesujgcych nas aminokwaséw to czy mozna
mowic¢ o stosowalnosci CAMM na obecnym poziomie mozliwosci obliczeniowych? Raczej bym
wskazat na fakt, ze symulacje MD uwzgledniajg nie tylko konformacje faricucha gtéwnego, ale
rowniez lokalne otoczenie aminokwasdéw, ktére wptywa na dostepng przestrzen fazowa
potencjalnych konformacji (zaréwno sterycznie jak i elektrostatycznie, vide supra) i w
oczywisty sposéb odzwierciedla unikatowg sytuacje kazdego aminokwasu w danym biatku o
danej konformacji. Tak wiec wydaje sie, ze referencja ,Baza” z Rys. 3.15 powinna brac
zdecydowanie pod uwage konformacje tancucha gtéwnego Arg202, a i tak ze wzgledu na jego
umiejscowienie na petli i wzgledng swobode ruchu nalezy sie spodziewaé zmian
preferencyjnych konformacji (nie wspominajagc juz o dynamicznie zmieniajagcym sie
otoczeniu). Prosze aby Doktorant poruszyt te kwestie w czasie obrony.

W sekcji tej pojawiajg sie réwniez analizy wigzace DTSS (obliczone za pomocg analizy
MMPBSA) ze stabilizacjg stanu przejsciowego, ktdre wykazujg ujemng korelacje (a nie
,antykorelacje”) z réznicowa stabilizacjg stanu przejsciowego. Rozumiem, ze Doktorant odnosi
sie do stabilizacji TSS jako energii wigzania substratu w konformac;ji TS bez referencji do energii
kompleksu ES. Dla kazdego enzymologa teoria TSS zawsze odnosi sie do ES i dlatego
stabilizacja TS wzgledem ES zawsze da takg samg korelacje co DTSS (w istocie sg one tym
samym, jezeli przyjmiemy takg samg referencje za odniesienie). Bardzo bym prosit o
komentarz czy moje domysty w tym temacie sa stuszne.

Na koniec tego rozdziatu Doktorant podaje syntetyczny algorytm pozwalajgcy na
przewidywanie wptywu mutacji na aktywnos¢ katalityczng oraz podkresla istotny aspekt
analizy wzajemnego wptywu wprowadzanych mutacji na ich konformacje oraz wypadkowy
efekt stabilizacji DTSS.

Ostatni rozdziat 4, Podsumowanie, ponownie zbiera osiggniecia pracy, podkreslajgc, ze
technika pot katalitycznych stanowi dobre narzedzie do teoretycznego projektowania nowych
biokatalizatoréw a w szczegdlnosci do analizy nieaddytywnych efektéw wielokrotnych mutaciji
za$ zastosowanie atomowych momentéw multipolowych dla rotameréw aminokwasdw
pozwala na skuteczne i szybkie modelowanie tych efektow w ramach metody rdznicowej
stabilizacji stanu przej$ciowego.

Podsumowanie.

W ostatnich czasach w literaturze widac¢ kryzys wiary w racjonalne projektowanie
enzymow, w szczegdlnosci w obliczu niewatpliwych sukceséw metody kierowanej ewolucji. Z
punktu widzenia biotechnologa optymalizujgcego biatko czasem szybsze jest zastosowanie
robota typu HT do mutacji sekwencji genetycznej i jej klonowania oraz testowania nowych
wersji enzymu niz prowadzenie bardzo skomplikowanych metodologicznie obliczen i
symulacji, ktorych zgodnosc¢ z eksperymentem bedzie i tak watpliwa. Praca pana mgr Bekera
ma szanse przyczyni¢ sie do zmiany tego trendu i dostarczy¢ bardzo szybkiej i koncepcyjnie
prostej metody, co najmniej jakosciowego (ale i ilosciowego), przewidywania wptywu mutac;ji
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na aktywnos¢ katalityczng enzyméw. By¢ moze w dalszej perspektywie za jej pomoca bedzie
mozna przewidywaé¢ zmiane mechanizmu reakcji lub zmiane spektrum substratowego
(zaktadajac znajomosc¢ struktury TS dla réznych substratéw czy dla alternatywnych sciezek
reakcji). Na pewno wielkim wyzwaniem dla opracowanej metody bedzie w przysztosci
zmierzenie sie z prospektywnym problemem badawczym czyli aprioryczne zaplanowanie
mutacji i ich weryfikacja w laboratorium.

Na podstawie powyziszej sformutowanych faktow stwierdzam, ze przedstawiona mi
do recenzji rozprawa doktorka ,Metody analizy aktywnosci katalitycznej i projektowania
biokatalizatorow oparte na teorii oddziatywan miedzyczgsteczkowych”, spetnia wymogi
stawiane rozprawom doktorskim, zgodnie z Ustawg z dnia 14 marca 2003 o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r., Nr
65, poz. 595 z pdzniejszymi zmianami) i wnosze o dopuszczenie pana mgr Wiktora Bekera do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Dr hab. V%(WWPAN



