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Raport dotyczacy pracy doktorskiej

Mazwisko i imie Doktorantki: Agata Raczyniska [sic!]

Tytut pracy doktorskiej: Biodégradation de polyméres synthétiques a |'aide d'enzymes

W oryginale tytut w jezyku francuskim, tlumaczenie na polski z angielskiego wediug informacji na stronie
hitps //theses fr/s 2155832 /damaine=1hese.: Biodegradacja polimerdw syntetycznych z wykorzystaniem enzymow]
Doctorat de I'Université de Toulouse, délivré en co-tutelle avec Silesian University of Technology

Promotorzy: Isabelle Andre i Artur Gora

Istotnosé | oryginalnosé:

Praca magisterska przedstawiona przez Panig Agate Raczynsks, zatytulowana ,Biodégradation de polyméres
synthétiques a l'aide d'enzymes” [tytut oryg. ,Biodegradacja polimerdw syntetycznych z wykorzystaniem enzymow”|
jest wysoce istotna i oryginalna, wnoszac wkiad w naukowe i techniczne aspekty zwigzane z biodegradacjg polimerdw
syntetycznych. Opiera sie na aktualnym stanie wiedzy w tej dziedzinie i wczesniejszych pracach prowadzonych przez
promotora i zespdt badawczy. Kreatywne | innowacyjne koncepcje zaproponowane w pracy doktorskiej sg bardzo
obiecujgce dla rozwoju tej dziedziny | s3 dobrze dostosowane do aktualnych wyzwan naukowych.

Spdjnoéé celéw i hipotez:

Cele i hipotezy rozprawy s3 jasno okreilone i dobrze skonstruowane, charakteryzujgc sie solidnymi podstawami
logicznymi. Skutecznie ukierunkowuja badania na osiggniecie oczekiwanych rezultatow. Wnioski wyciggniete z badan
53 spojne 2 uzyskanymi danymi, wykazujac solidne zrozumienie ich celow | metodologii.

Organizacja i zasoby:

Praca jest doskonale zorganizowana, 2 wyrainym powigzaniem dostepnych zasobdw— w tym czasu, metodologii |
narzedzi - z proponowanymi celami. Zastosowanie metody naukowe] jest przemyslane, co zwigksza solidnosc projektu
badawczego i jego wynikdw.

Whyniki | wkiad w wiedze naukowa

Wyniki uzyskane w rozprawie wnoszg znaczgcy whiad do wiedzy naukowe] w dziedzinie biodegradacji polimerdw.
Fraca odnosi sie do wainych problemdw i hipotez, a wyniki oferujg cenne spostrzeienia, ktore przyczyniajg sig do
dalszego zrozumienia, nie tylko w tym konkretnym obszarze, ale takie w pokrewnych dziedzinach nauki.

Krytyczne myslenie i dyskusja

Praca magisterska wykazuje sie solidnym krytycznym mysleniem, a Kandydatka w preemyslany sposob analizuje temat
i porownuje swoje odkrycia z wynikami wczesniejszych badan dostepnych w literaturze. Czgsc pracy zawierajgca
dyskusje odzwierciedla gtebokie zrozumienie | dobrze uzasadnione podejicie do interpretacji wynikow, podkreslajgc
dojrzatosd intelektualng Kandydatki.

Bibliografia i stownictwo techniczne

Praca magisterska doskonale wykorzystuje aktualng literature naukowa. Bibliografia jest obszerna i dobrze dobrana,
odzwierciedlajgc aktualny stan badan. Kandydatka stosuje réwniei precyzyjne | odpowiednie stownictwo techniczne,
dbajac o to, aby tresé byla zardwno doktadna, jak i przejrzysta.

Jezyk, pisownia i prezentacja =
Jezyk uzyty w pracy jest jasny, precyzyjny i profesjonalny. Pisownia i gramatyka sg bezbigdne, co zwieksza ca-,nteinﬂﬁif i

jakosc tekstu. Struktura pracy jest dokiadnie zgodna ze spisem tresci, a tabele i rysunki s3 wysokiej jakosci, zapewnlajac
wyraine wizualne wsparcie dla wynikow badan. '
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Konkretne, istotne aspekty uzasadniajace dotychczasowe oceny :
Raport przedstawiony przez Agate Raczynska w celu uzyskania stopnia doktora na Uniwersytecie w Tuluzie [Université

de Toulouse), pod wspdlng opieka naukows [en co-tutelle] z Politechnika Slaska, moina uznaé za wybitny ze wzgledu .

na wiele aspektow. Jak raznaczono powyie], praca wykonana w ostatnich latach przez Kandydatke jest nr\rglna-Fﬁ%' f
prezentuje wysoki stopien innowacyjnosci. Cele zostaty dobrze zaplanowane, a dziatania i zadania do wykonania byfy,
zgodne z oczekiwanymi rezultatami. W szczegolnosci doktorat dotyczy enzymu kutynazy z [bakterii] Thermobifida
fusca (TfCut2) i jego potencjatu do degradacji poliuretanu (PUR), wykorzystujac Impranil DLN jako modelowy substrat
do badania aktywnosdci katalitycznej enzymu. Badanie fgczy diuga liste technik obliczeniowych i eksperymentalnych
(Rosetta docking, symulacje dynamiki molekularne], analizy ProLIF, obliczenia MM-GBSA, wraz z testami aktywnosci
enzymu, pomiarami termostabilnosci i eksperymentalng [spektroskopig] NMR). Symulacje dokowania molekularnego
i dynamiki ujawnity krytyczne reszty kluczowe dla zdolnosci TFCut2 do wiazania Impranilu DLN, podczas gdy narzedzia
do projektowania biatek | metody analizy ewolucyjnej (projektowanie Rosetta, FoldX, HotSpotWizard i analiza MSA)
zostaty wykorzystane do zaprojektowania mutacji majacych na celu zwiekszenie wydajnodci enzymu. Eksperymentalna
walidacja mutantéw zidentyfikowala trzy warianty jednopunktowe - GB2A, TG1V | T207D - ktore wykazaly znacznie
twiekszone tempo degradacji, przy czym Gb62A osiggnat ponad dwukrotng poprawe w stosunku do enzymu typu
dzikiego. T207D zwiekszyt rowniei wydajnosc produkcji, co dodatkowo podkresla potenciat racjonalnej inzynierii
enzymatyczne] w celu zwiekszenia wydajnosci katalitycznej degradacji PUR.

Pomimo wyzwan zwigzanych z heterogenicznoscig struktur PUR i produktow ich degradacji, niniejsze badanie ustala
ramy dla dostosowania kutynaz do degradacji syntetycznych polimerdw. Odkrycia oferuja cenny wglad w wigzanie
substratow, potencjalne etapy ograniczajace szybkosc i przyczyniajg sie do opracowania zrownowazonych rozwigzan
w zakresie recyklingu polimerdw i rekultywacji odpaddw z tworzyw sztucznych.

Wreszcie, warto zauwaiyc, ze kilka badan zgtoszonych przez Kandydatke zostato opublikowanych w prestizowych
czasopismach, takich jak Faroday Discussions (wyd. 60, nr 76, 2024, 10431-10438). Jej doswiadczenie i aktualna
wiedza w tej dziedzinie byly kluczowe w przygotowaniu obszernego rozdzialu 2, ktdrego czesc zostata opublikowana
jako przeglad enzymow degradujacych PUR w Biotechnology Advances (wyd. 77, 2024, 1-19). Kandydatka jest
wymieniona jako pierwsza autorka w obu publikacjach, co podkresla jej znaczacy wkiad. Ponadto warto zauwazyc, ze
Pani Raczyniska aktywnie uczestniczyta w kilku miedzynarodowych konferencjach.

Uwagi i pytania do ewentualnej dalszej dyshusji z Kandydatky podczas egzaminu w celu rozwiania watpliwosci

recenzenta iflub potwierdzenia dojrzatosci intelektualnej Kandydatki:

1} Kandydatka wspomina, ze na podstawie przegladu literatury dotyczacej enzymow degradujgcych PUR,
przeprowadzonego w potowie [rakad.] 2020/2021 r, zidentyfikowata kutynaze z bakterii Thermobifida fusca
(TfCut2), ktorej aktywnosc degradujaca PUR - testowana na substratach, w tym Impranilu DLN - zostata zbadana
przez Schmidta i in. [bibl. poz. 20], jako najbardziej obiecujgcy emzym w tym czasie do dalszych badan i
przeprojektowania. Zastanawiam sie, czy Kandydatka wybrataby to samo poczgtkowe biatko rusztowania i ten sam
model PUR, gdyby praca doktorska miata rozpoczac sie dzisiaj?

2) Proponowany holistyczny ciag enzymatyczne] degradacji poliestrowego PUR (str. 20, Rys. 3) wyglada cbiecujaco.
lednak z technicznego punktu widzenia - w jaki sposob nalezy obstugiwac rézne enzymy degradujace? tj. enzymy
wspomagane, reaktor systemowy w trakcie przephywu, fuzje enzymow, inne [zagadnienia]?

3) Praca przedstawia ogdlne mechanizmy degradacji, w ktdrych posrednicza dwie moiliwe triady katalityczne w
miejscu aktywnym hydrolaz serynowych (strona 38). Chociaz mechanizm ten jest rzeczywidcie akceptowany, czy
jest moiliwe, ie niektore etapy moga zachodzic w sposob skoordynowany? Czy katalityczna seryna jest
aktywowana, a atak nukleofilowy zachodzi jednoczesnie? Czy te mechanistyczne szczegoly sa istotne dla przysziych
wytycznych w projektowaniu biatek?

4) Wspomniano, #e ,podejicia obliczeniowe moina ogdlnie sklasyfikowac jako oparte na strukturze, oparte na
sekwencji | oparte na danych pochodzgcych z uczenia maszynowego”, a nastepnie opisano te rozne podejscia. Czy
mutacje zlokalizowane daleko od miejsca aktywnego moina przewidzied na podstawie trzech wspomnianych
podejsc? Czy 53 one istotne?
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5) Najwyrazniej dostepne miejsce wigzania (,powierzchnia”) TfCut2 pozwala mu na interakcje z réznymi substratami,
co musi byc zaleta dla wigzania prabek PUR. Czy uwaza Pani, ze inne architektury, takie jak , kieszen” lub ,studnia”
(jak opisano w rozdziale 2) moga stanowié jakakolwiek przewage?

6) Gtownym celem rozdziatu 4 jest zidentyfikowanie kluczowych determinantow molekularnych w TfCut2, ktére

przyczyniajg sie do rozpoznawania i wigzania PUR, zgodnie z jego mechanizmem hydrolizy. Pomyst polega na
wybraniu ramek symulacji MD [dynamiki molekularnej], ktére przechwytuja produktywne konfiguracje i analizie
kluczowych interakcji. Czy jednak te produktywne ,migawki” sa wystarczajaco stabilne, aby moina je bylo uznaé
za reprezentatywne? Jesli nie sg one stabilne (znacznie wypetnione w miare progresji MD), w jaki sposdb mozemy
uzyskac wiarygodne informacje z tych przejsciowych struktur?

7) Aby zbadaé rézne pozycje wigzania ligandu, przeprowadzono probkowanie konformacyjne za pomocg pakietu
Confab w Open Babel (1.1.0). Zastanawiam sie, dlaczego po prostu nie uzy¢ oprogramowania do dokowania, aby
wybrac najbardziej obiecujace struktury pokazujgce 4 moiliwe pozycje, a nastepnie zbadaé konformacje za pomoca
MDo?

8) W zwigzku z poprzednim komentarzem, czy analiza wynikow interfejsu jest bardziej wiarygodna/istotna niz inne
mozliwe parametry, ktdre mozna uzyskac z symulacji MD?

9) Krystalograficzny ukfad czgsteczek wody obecny w poczatkowej strukturze PDB (4CG1) zostat zachowany podczas
tworzenia modelu. Nie twierdzac, Ze jest to bledne, czy jest moiliwe, ze niektére [czasteczki] wody byly obecne w
strukturze PDB w wyniku procesu krystalizacji, nie bedgc istotnymi dla stanu aktywnego biatka w roztworze?

10) Dla kaidego symulowanego ukladu wykonano dziesie¢ powtdrzen po 50 ns, w sumie 500 ns symulacji MD. Czy
jest to lepsze, gorsze czy rownowazne z diugimi [symulacjami] 500 ns MD? W jaki sposéb monitoruje Pani
[symulacje] MD, aby potwierdzic, ie uktady osiagaja stan rownowagi?

11) Dlaczego waine byto potwierdzenie struktury Impranilu DLN za pomoca [spektroskopii] NMR? Czy struktura
Impranilu DLN nie zostata jui opisana?

12) Bardzo interesujgce jest wykorzystanie 4 kutynaz: TfCut2 z Thermobifida fusea, LCC, Tcur0390 i Teur1278. Jaki jest
finalny cel tej strategii dla ostatecznego przeprojektowania tej pierwszej?

13) Obliczone energie interfejsu i energie catkowite dla wybranych pozycji zostaly wymienione w Tabeli 4. Jednakie,
biorgc pod uwage niepewnosé zwigzang z raportowanymi danymi pochodzacymi z narzedzi dokowania, czy nie
byloby bardziej istotne lub prostsze raportowanie jedynie wolnych energii wigzania i danych geometrycznych
obliczonych pdiniej na wyiszym poziomie z symulacji MD?

14) Podczas raportowania wartodci RMSD zaleinych od czasu, nalezy okreslic, kidre atomy zostaty uiyte do obliczen.
Czy jest to istotne?

15) Jak wspomniano w rozprawie doktorskiej, wigzanie nienaturalnych substratéw do miejsca aktywnego enzymu jest
kluczowym etapem, aby kataliza mogla mie¢ miejsce. W zwigzku z tym konieczna jest analiza, taka jak ta
wyprowadzona z wykresow na Rys. 24-29, Czy jest moiliwe, ie diuisze trajektorie datyby inne wyniki?

16) Ostatnim celem pracy jest przeprojektowanie miejsca wigzania substratu TfCut2 w celu zwiekszenia jego
rozpoznawania i wigzania Impranilu DLN, na podstawie informacji uzyskanych z analizy kluczowych reszt wigigcych
zaangazowanych w interakcje biatko:substrat, jak doskonale podsumowano na Rys. 38, Czy to mozliwe, ze mutacje
daleko od miejsca wigzania moga miec znaczacy wplyw na poprawe wydajnosci enzymu? Czy to mozliwe, ze
aktywnosc enzymu moina zwigkszyc nie tylko poprzez wprowadzenie mutacji zwiekszajgcych energie wigzania, ale
takie stabilizujgcych kolejne etapy chemiczne? Czy nie identyfikuje Pani gorgcych punktow aminokwasow, ktdre
znajduja sie daleko od miejsca aktywnego (ij. tych, ktore wphywajg na elastycznosc biatka)?

17) Jaki jest btad zwigzany z obliczeniami FoldX rénicy energii (AAG) miedzy mutantem a enzymem typu dzikiego? A
co z wynikami AAG Rosetty?

18) lesli chodzi o obliczenia FoldX, ujemne wartosci AAG wskazuja, Ze mutacja moze stabilizowaé biatko, podezas gdy
wartosci dodatnie sugerujg potencjalng destabilizacje. Czy oznacza to, ze istniejg mozliwe mutacje w enzymie typu
dzikiego, ktore dodatkowo stabilizujg enzym, ktory ewoluowat przez miliony lat? Czy tez wyniki te odnoszg sie do
kompleksu enzym:Impranyl?

19) Jak podobne sg przewidywania uzyskane z obliczen FoldX | MSA w porownaniu z tymi [uzyskanymi] z
obliczeniowego projektowania biatek przy uzyciu algorytmu genetycznego? Jesli sie nie myle, istniejg pewne
rozbieinosci (t]. patrz Tabela 8). Czy moie Pani zracjonalizowat ich pochodzenie?



20} W rozprawie wspomniano, e ,Koncentrujgc sie na miejscu wigzania enzymu, datymy do osiagniecia bardziej
wydajne] degradacji substratu polimerowego”. Zgadzam sie. Jednak zgodnie z zasadg Sabatiera (dla katalizy
heterogenicznej), silna stabilizacja kompleksu katalizator:substrat ,zatruwataby” katalizatory. Czy moze Pani
omowit te kwestie?

21} Walidacja obliczeniowa proponowanych wariantow TfCut2 opierata sie na podobnych symulacjach jak w
przypadku typu dzikiego {10 replik po 50 ns). Czy jest moiliwe, ze zmutowany enzym wymagatby diuisze]
[symulacji] MD, aby osiggnac rownowage dynamiczng? W tym momencie musze sie myli¢, poniewai zgodnie z Rys.
46, nowe [symulacje] MD zostaly uruchomione na 500 ns, lub wykresy po prostu dodajg 10 replik po 50 ns. Jako
drobna uwaga - trudno jest przeanalizowac szczegdtowo ten rysunek, zawierajacy 24 pojedyncze mutanty, 5
mutantow wielokrotnych i typ dziki. Réwniez jako drobna uwaga -podpis pod Rys. 50 nie opisuje paneli Ci D,

22) W odniesieniu do walidacji obliczeniowe] - czy monitorowano réwniei kluczowe odleglodci okreslajgce wzgledng
pozycje Impranilu w stosunku do biatka? Czy wiazanie AAG zostato obliczone za pomocg MM/PBSA dla
ktoregokolwiek 2 najbardzie] obiecujgeych wariantéw (tj. Te1V, GB2A, T207D)7?

23) W rwigzku z poprzednim komentarzem - zastanawiam sie, czy trzy proponowane mutacje, ktore sa umiejscowione
w miejscu aktywnym (w poblizu dziury oksyanionowej lub bardzo blisko reszt katalitycznych, takich jak His208),
mogg wphywac nie tylko na wigzanie Impranilu, ale takie na kolejne etapy chemiczne.

24) W Rozdziale 6 stwierdzono, ze niezwiekszona wydajnosc katalityczna proponowanych wariantdéw sugeruje, ze
wigzanie ligandu nie jest etapem ograniczajacym szybkos¢ degradacji Impranilu DLN. Zamiast tego inne czynniki,
takie jak stabilnoi¢ strukturalna, wiasciwosici powierzchniowe lub dynamika miejsca aktywnego, moga odgrywac
bardziej krytyczng role w okreslaniu wydajnoici enzymu. Czy to moiliwe, e etapy chemiczne byly etapem
ograniczajacym szybkosc? Jesli sie nie myle, jest to zasugerowane w rozdziale Wnioski”, gdzie wspomina sie, Ze
dodatkowymi czynnikami, ktore mogg przyczynic sie do degradaciji PUR, moze by¢ liczba obrotow enzymu.

25) Wreszcie, godny uwagi jest ostatni rozdzial posdwiecony ograniczeniom obecnego badania | przyszlym
perspektywom. Zastanawiam sie, czy ktorekolwiek z ograniczenn moina uznad za bardziej znaczace ni inne i jakie
propanowane przyszte kierunki sy uwazane za najbardziej obiecujace. W zwigzku z tym, czy proponowane
potaczenie trzech udanych mutacji jednopunktowych jest bardzo wymagajacym zadaniem, skoro protokét zostat
juz ustalony zgodnie 2 niniejszg rozprawa?
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