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Tytuk:
Spojrzenie na molekularny mechanizm lezacy u podstaw rzadkich proceséw
transportowych w enzymach z ukrytymi miejscami aktywnymi

Przedstawiona do recenzji praca stanowi przedstawienie i oméwienie wynikow badan
prowadzonych przez mgr. Nishita Mandal na Wydziale Biologii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza (UAM) w Poznaniu w Zakladzie Ekspresji Genow Laboratorium
Biomolekularnych Interakcji i Transportu Instytutu Biologii Molekularnej i Biotechnologii
UAM. Promotorem pracy jest dr hab. Jan Berezovsky, prof. UAM. Praca jest przedstawiona w
formie zbioru czterech publikacji (w tym jednego preprintu) opatrzonych wstepem
I omOéwieniem wynikow. Praca zostata przedstawiona Radzie Dyscypliny Nauki Biologiczne
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza celem uzyskania stopnia doktora w dziedzinie nauk
$cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Omawiajac tematyke pracy nalezy podkresli¢, Ze jest ona bardzo ciekawa i stosunkowo
nowatorska. Badanie bowiem struktury biatek i ich dynamiki jest wciaz waznym obszarem
biologii molekularnej i strukturalnej. W szczegdlnosci tematyka pracy obejmuje zagadnienia
dynamiki bialek enzymatycznych, ktére posiadajg centra aktywne zagltebione wewnatrz i do
ktorych dostep jest mozliwy poprzez tworzace si¢ tunele. Wystepowanie takich tuneli
transportujgcych substraty do 1 produkty na zewnatrz biatka jest wcigz malo poznane.
Tworzenie tych tuneli jest procesem dynamicznym, a same tunele sg bardzo cze¢sto strukturami
przejsciowymi. Z tego tez wzgledu metody badan strukturalnych (typu np. X-ray, cryo-EM) nie
sa W stanie poprawnie opisywac tego typu stanéw i jedynie metody symulacji molekularnych
typu dynamika molekularna (w réznych formach) moga opisywaé tworzenie takich
przejsciowych tuneli. Praca Doktorantki stosuje takie metody i w dodatku wykracza poza
klasyczng dynamike molekularng, ktora ze wzgledu na ograniczenia czasowe nie jest w stanie
uchwyci¢ zdarzen rzadkich typu otwieranie/zamykanie tunelu.

Celem nadrzgdnym pracy bylo przebadanie uktadow biatkowych tworzacych tunele
wewnatrz swojej struktury przy uzyciu odmian dynamiki molekularnej dajacych lepsze
probkowanie struktury w celu gtéwnie przetestowania metod pod tym katem. Przy czym cel
nadrzedny nie zostat jasno zdefiniowany w pracy. Doktorantka natomiast wymienila trzy cele
szczegblowe, ktore niejako stanowig droge do tego celu nadrzednego. Wsrdd tych celow jest
rozwijanie metodologii, testowanie jej i zastosowanie do kilku ukladéow biatkowych
dehalogenazy oraz innych enzyméw z klasy EC1-3.



Cel pracy zostal zrealizowany. W rozwoju metod Doktorantka uczestniczyta jako jeden
z cztonkow wigkszego zespotu promotora. Zastosowanie za§ przyspieszonej dynamiki
molekularnej aMD i gaussowskiej GaMD dla halogenazy i jej mutantow oraz innych enzymow
jako modeli do testowania przyniosto ciekawe wyniki w postaci obserwacji réznych
tworzonych tuneli, ktére wczesniej byly trudne do analizy za pomocg klasycznej dynamiki
molekularnej. Doktorantka rowniez testowata metody przyspieszonej dynamiki molekularnej
i stosowala je dla kilku enzymoéw klasy EC1-3. W kazdym przypadku obserwowane byto
powstawanie szeregu tuneli przejSciowych, ktorych znaczenie wymaga dalszej poglebionej
analizy rowniez do$wiadczalnej. Zatem pod wzgledem naukowym praca przynosi nowosSci
naukowe oraz rozwdj metodologii i wysoko oceniam jej poziom merytoryczny, tym bardziej,
ze czg$¢ wynikow zostala juz opublikowana w renomowanych czasopismach.

Co do uktadu pracy to jest to uktad zawierajacy streszczenie, abstrakt, cele pracy,
niewielki wstep, omowienie i podsumowanie wynikéw oraz przedstawienie perspektyw tych
badan. Do tej czesci pracy dotaczony jest tez spis literatury (73 pozycje) jak rowniez wszystkie
cztery publikacje. Na koncu pracy znajduje si¢ lista oSwiadczen wspotautorow wszystkich
czterech prac, ktorzy W sposob poprawny definiujg swoje udzialy. Analizujac ten aspekt pracy
moge stwierdzi¢, ze udzial Doktorantki we wszystkich publikacjach zostat jasno zdefiniowany
i jest on znaczacy. Zwlaszcza w pracy metodycznej (pierwsza praca) jest to dobrze podane,
gdyz kazdy z wspotautoréw miat swoje zadanie, ktore rozdzielone zostato na suplementy
0 r6znych numerach.

Jak podaje powyzej bardzo wysoko oceniam przedstawiong prace doktorska
I otrzymane wyniki, ale z obowigzku recenzenta musze przedstawié¢ pewne uwagi krytyczne
czy tez postawi¢ pytania, na ktore nie znalaztem satysfakcjonujacej odpowiedzi w pracy.

Uwagi ogdlne:

1. Na str. 18 gdzie Doktorantka zaczyna omawia¢ wyniki m.in. dla réznych mutantow
modelowego systemu LinB w sumie nie wiadomo dlaczego akurat ten system zostat wybrany
ani dlaczego te jego mutanty sg reprezentatywne. W pracy w czasopismie JCIM, réwniez jest
to slabo opisane. Czy zatem mozna prosi¢ Doktorantke o bardziej biologicznie istotng
informacj¢ co do wyboru modeli.

2. Na str. 20 Doktorantka omawia tworzenie si¢ rzadkich tuneli (przejsciowych) jako wynik
obliczen i probkowania struktury za pomocg przyspieszonej dynamiki molekularnej, ale
w sumie nie odnosi si¢ do naturalnego tworzenia tych tuneli. Nie podaje jakie sa naturalne tak
zwane ,,driving forces” aby takie kanaly powstawaly, zwlaszcza jak stuzag transportowi
substratow czy produktow. Jaki jest naturalny mechanizm bramkowania funkcji tych kanatow?
3. Na str. 22 mowa jest o utworzeniu tunelu bocznego ST ale tutaj rowniez o potencjalnej
funkcji biologicznej tego tunelu niewiele si¢ dyskutuje.

4. Na str. 26 Doktorantka podaje, ze uzywata zard6wno oprogramowania GROMACS jak
i AMBER. Czy uzycie dwoch roznych pél sitowych moglto mie¢ wplyw na rdznice
w wynikach? Czy byly mozliwe jakie$ poréwnywania czy wyniki zaleza od pola sitowego?

5. Na str. 28 Doktorantka przy omawianiu wynikéw dla enzyméw z grup EC1-3 wspomina, ze
niektore zauwazone tunele moga by¢ ,.false positive”. Jest to powazny problem. Czy tylko
doswiadczalnie (o ile w ogdle) mozna to zweryfikowac, czy tez moze jakie$ inne parametry
moga by¢ miarg tego czy dany tunel jest artefaktem? Ten sam problem jest rowniez
wzmiankowany w konkluzji rozprawy na str. 29 i w ostatniej pracy w preprincie.

6. Na str. 4 Suplementu 7 do pracy w Bioinformatics omawiane sa mutacje W pozycji
Tryptophan 140. Czy doktorantka moze co$ wigcej powiedzie¢ jak te mutacje sg wybierane od
strony biologicznej? Czy sg one racjonalnie planowane w celu badania mechanizmu dziatania
enzymu, czy raczej kiedys zostaty przypadkowo odkryte?



Uwagi szczegotowe 1 edytorskie:

1. Na str. 19 rys. 4 przedstawia panel prawy, ktory nie jest jasny jak nalezy go interpretowac
(wyglada to jak obciecia struktury). Legenda pod rysunkiem powinna by¢ bardziej objasniajaca.
2. Nastr. 25 niefortunnie Doktorantka uzywa stownictwa: zamiast ,,atomic definition” powinno
raczej byc¢ ,,atomic representation”, powinno by¢ ,,Nowadays”, czy tez wzmiankujgc ,,protein
mechanism” powinno by¢ podane jaki mechanizm.

3. Uwaga taka formalna. W Ustawie 2.0 nie ma podanych informacji, gdzie prace wchodzace
w sktad doktoratu musza by¢ opublikowane. Okre$laja to uchwatly rad dyscyplin czy senatow
na danej uczelni. Dobrg jednak praktyka projakosciowg jest wtaczanie prac juz opublikowanych
w czasopismach, a nie w formie preprintu. W tym co prawda przypadku preprint jest bardzo
warto$ciowg pracg | na pewno zostanie przyjety do druku. Doktorantka ma moze wiedze
w jakiej redakcji zostat ztozony?

Podsumowanie:

Pomimo moich pewnych uwag krytyczno-dyskusyjnych przedstawionych powyzej uwazam, ze
tematyka pracy doktorskiej jest wysoce cickawa i osiggniecie Doktorantki jest bardzo znaczace.
Wkiad jej badan w rozwoj nowych metod przyspieszonej dynamiki molekularnej w celu
badania stanow przejsciowych i rzadkich typu tunele w biatkach jest znaczacy, a praca zawiera
duzy tadunek nowos$ci naukowej. Wnioskuje zatem do Rady Dyscypliny Nauk Biologicznych
UAM o dopuszczenie Pani Mgr. Nishita Mandal do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



