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Niniejsza rozprawa doktorska koncentruje sie na ocenie obliczeniowej i projektowaniu nowych
wariantow TfCut2 do degradacji poliuretanu (PUR), jednego z gléwnych czynnikow przyczyniajacych
sig do powstawania odpadéw z tworzyw sztucznych. Praca jest podzielona na kilka rozdziatow, ktére
koncentruja sie na opracowaniu ciagdw obliczeniowych dla: (1) generowania doktadnych modeli
struktury enzym-polimer oraz do badania i charakteryzowania jej dynamiki, stabilnoéci i aktywnoéci
katalitycznej, a takie (2) do projektowania nowych ulepszonych wariantéw o wyzsze] aktywnosci
degradacji PUR. Imponujaca liczba technik i algorytmow zostata potaczona, aby sprostaé tak
trudnemu tematowi. W rozprawie przedstawiono kilka wariantow, ktére wykazuja nieco wyisza
aktywnos¢ katalityczng w poréwnaniu z typem dzikim, co moze stuiyc jako podstawa do dalszej
ewolucji.

Praca jest dobrze napisana i zawiera wiele réznych szczegéféw na temat badanego enzymu i
polimeru, a takie metodologii i przeprowadzonych testow eksperymentalnych. Z mojego punktu
widzenia przedstawiona praca jest doskonata,

Mam kilka uwag i pytan do dalszej dyskusji, ktére podsumowuje ponizej.

Uwagi ogolne/pytania:

1. W rozdziale 1 wspomniano, 7e badania obliczeniowe testuja oddziatywania pojedynczych
czasteczek w izolacji, podczas gdy wyniki eksperymentalne reprezentuja usredniony widok
wielu czasteczek w réinych stanach konformacyjnych. W jaki sposéb dane [symulacji] MD
mogg byc powigzane z obserwacjami eksperymentalnymi? Czy mogtaby Pani zaproponowac
jakies strategie, aby ztagodzi¢ ten punkt?

2. Jedng z wielu przeszkod w badaniu enzyméw degradujacych plastik jest model obliczeniowy
uzywany do nasladowania plastiku, w Pani przypadku uzyto Impranilu DLN, ktérego struktura
jednak nie jest znana. Jak zbudowac odpowiedni model PUR/plastiku? Skad Pani wie, ze taki
model jest poprawny? Jest to rowniei omdwione w rozdziale 4 (patrz ponizej).

3. Na Rysunku 7 przedstawiono reszty miejsc aktywnych Ser-His-Asp i Ser-(cis)Ser-Lys. Jaki
powinien byc stan protonacji Lys76 dla katalizy? W jaki sposéb Lys76 bezposrednio wigze sie
z substratem? Czy mogatby Pani rowniez skomentowac rdinice w resztach dziury
oksyanionowej?

4. Kluczowym punktem dla reaktywnosci jest obecnoéé czasteczek wody. Biorac pod uwage
doswiadczenie grupy w analizie wody, jakie jest najlepsze rusztowanie (z trzech typow
omawianych enzymow, Tabela 2 i Rys. 5) dla: umozliwienia wiazania polimeru, przy
jednoczesnym zapewnieniu obecnosci wody katalitycznej? Jak to ocenié obliczeniowo?

Rozdziat 4: Rozdziat ten koncentruje sie na charakterystyce obliczeniowej TfCutz, generowaniu
odpowiedniego modelu dla Impranilu DLN oraz interakcji enzym-polimer.

5. Aby oceni¢ najlepszy model PUR/kompleks enzymu, uiyta Pani modutu Rosetta relax, a
nastepnie przefiltrowata je na podstawie wyniku interfejsu i wyniku catkowitego (w RU). Jak
dobre sg uzyskane pozycje pod wzgledem katalizy (odlegloéé katalityczna i odlegtosci
oksyanionowe)? Czy moina je najpierw przefiltrowaé¢ wedtug odlegtosci katalitycznych, a
nastgpnie przefiltrowac wedtug terminow energetycznych Rosetty? Czy moina rozszerzyé to
podejscie do modelowania niektorych pétproduktow reakgji?

6. Zwigzane z 5. Kluczowe odlegtosci uzyte w badaniu obejmuja triade I-:atalltvcznq jak wazne
jest prawidfowe rozmieszczenie reszt dziury oksyanionej?
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1.

Schemat filtrowania pozycji MD zostat uzyty do znalezienia katalitycznie kompetentnych
pozycji. Czy ten schemat filtrowania moie zostac uzyty do projektowania i oceny nowych
enzymow? Czy te przefiltrowane ramki s uzywane do analizy ProLif i MM-GBSA?
Pozycjonowanie jonow Ca2+ w strukturze TfCut2 w celu przeprowadzenia symulacji MD jest
kwestig kluczowa. Uzyta Pani protokotu opartego na 10 replikach 50 ns MD z jonami Ca2+
umieszczonymi w czterech domniemanych miejscach zidentyfikowanych w danych
rentgenowskich. Czy sprawdzita Pani i poréwnata wyniki z AF37?

Rozdziat 5: W tym rozdziale opracowano ramy obliczeniowe do generowania nowych, ulepszonych
wariantow TfCut2 dla Impranilu DLN.

9.

10,

11.

Czy dziewiec pozycji zidentyfikowanych w miejscu wigzania jako potencjalne miejsca mutacji
moze wplywac na dynamike konformacyjng enzymu? Czy zna Pani jakies strategie
charakteryzowania dynamiki konformacyjnej enzymu i potencjalnych miejsc konformacyjnie
istotnych?

Funkcja przystosowania zastosowana w algorytmie genetycznym zostata zaprojektowana w
celu optymalizacji powinowactwa wigzania. Jak dobra jest ta funkcja przystosowania w
przypadku katalizy?

Wybdr najlepszych kandydatow do testow eksperymentalnych jest zawsze problematyczny,
a na koniec wybor ten zostal starannie przeprowadzony poprzez ogledziny, ocene interakcji
hydrofobowych, analize MSA itp. Czy ten ranking i selekcja mogtyby zostac przeprowadzone
w oparciu o ocene odleglosci katalitycznych dla katalizy? Kluczowym punktem jest
elastycznosc | zawartos¢ wody - czy mozna ocenic wplyw mutacji na zawartosc wody?

Rozdziat 6: Rozdziat ten koncentruje sie na ocenie zaréwno obliczeniowej, jak i eksperymentalnej
proponowanych mutantow TfCut2, racjonalnie zaprojektowanych w poprzednim rozdziale.

12,

13.

14,

Trzy z 25 wariantow wykazywaty podobng aktywnosc typu dzikiego, podczas gdy 3 wykazaty
lepsza wydajnosc. Protokdt projektowania opierat sie na poprawie powinowactwa wiazania -
co by Pani zmienita, gdyby musiata Pani zacza¢ od nowa? Czy poszukiwanie lepszego
powinowactwa wigzania moie sprzyjac inhibicji substratu lub produktu?

Co ciekawe, dwie z badanych mutacji (T61V i G62A) sasiadujg bezposrednio (+1 lub +2) z
dziurg oksyanionowa Y60. Czy mutacje te moga wplywac na reorganizacje dziury
oksyanionowej?

W zwigzku z 13, T207D sasiaduje z katalitycznym H208 i znajduje sie blisko katalitycznego
D176. Czy ta substytucja moze rowniez wplywac na pozycjonowanie katalitycznej czasteczki
wody? Wspomniano, ze T207D moie réwniei przyczyniac sie do uwalniania produktu, czy ma
Pani dowody eksperymentalne/komputerowe na taka obserwacje?
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