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Tytul:
Analysis of molecular aspects of proteins regulation considering water molecules as
a potential mediator in intermolecular interactions

Przedstawiona do recenzji praca stanowi przedstawienie 1 omowienie wynikow badan
prowadzonych przez mgr. inz. Marig Bzowke na Wydziale Chemicznym Politechniki Eiqskiej
w Gliwicach. Promotorem pracy jest dr hab. Artur Gora, prof. PS. Praca Jest przedstawiona
w formie zbioru opublikowanych 1 powiazanych tematycznie dziewigeiun opublikowanych
w recenzowanych czasopismach artykutow naukowych 1 dodatkowo jednego preprintu. Jest to
zgodne z ogolnymi wymogamu art. 187 Ustawy z dn. 20 lipca 2018 Prawo o Szkolnictwie
wyZszym 1 nauce z poznigjszymi zmianami (Dz. U. 2023 poz. 742) odnosnie prac doktorskich.
Zwyczajowo taki zbior opublikowanych artykulow w pracy doktorskiej jest poprzedzony
wprowadzeniem. W tym przypadku teZ takie wprowadzenie zostalo przygotowane przez
Doktorantke. Obejmuje ono wstep, cele pracy doktorskie), rozdziat omawiajaey wyniki badan
1 konkluzje oraz na koncu liste publikacji. Jest to obszerne opracowanie obejmujace w sumie
75 stron tekstu.

Omawiajac tematyke pracy nalezy podkreshic, Ze jest ona ciekawa, 1 mimo, Ze wiele
prowadzono badan odnosnie roli wody w ukladach biologicznych, to nadal wiedza ta me jest
pelna. W szczegolnosci do tej pory dos¢ malo poswigcono systematycznych badan na temat
roli wody w tak zwanych ,,water tunnels™ w bialkach 1 1ich funkcjonowaniu oraz roh wody
w posredniczeniu wigzania biatko-ligand czy tez biatko-batko. Doktorantka prowadzita swoje
badania na temat rol wody w trzech obszarach: projektowanie lekow, regulacja bialek 1 1ch
mzynieria oraz reakcje enzymatyczne. Przy czym uzywanie okreslenia ,,regulacja bialek™ jest
nieprecyzyjne bo zawsze mowi si¢ o regulacy jakiejs funkeji biatka a mie samego bialka jako
takiego. Badama tych wlasciwosc: byly prowadzone z wykorzystaniem roZnych metod
modelowania molekularmego (glownie dynamiki molekularnej), w tym z wykorzystaniem
oprogramowania AQUA-DUCT rozwijanego w zespole Promotora. Podejscie metodyczne
zastosowane w badaniach przedstawionych przez Doktorantke 1 przedstawione w publikacjach
jest dos¢ nowatorskie. OtoZ autorzy publikacp wykorzystuja wyniki z symulac) dynamika
molekularna, ktore obejmuja zachowanie si¢ wody w otoczce solwatacyjnej, wewnatrz centrow
aktywnych wiazaeych ligandy, we wlotach do tuneli wodnych 1 w samych tunelach. Dzigki
zaawansowane] analizie zachowamia si¢ czasteczek wody w tych obszarach ukladow



biatkowych sa w stamie okresla¢ w sposob bardzie) precyzyny wlasciwoscl poszezegolnych
elementow bialek jak tez11ch funkeji. We wszystkich pracach Doktorantka korzystata z modelu
TIP3P wody. Dodatkowo jednak w swoich badaniach uzywala uklady z ko-solwentem w celu
probkowania polarnosci miektorych obszarow biatka. Bylo to szczegdlne przydatne przy
badaniach zwiazanych z projektowaniem nowych ligandow 1 rol wody w centrach aktywnych.
Nowoscig naukowa prowadzonych badan bylo, ogolnie mowige, ustalenie wielu nowych
wlasciwoselr  badanych ukladow (proteazy SARS-CoV-2 Mpro, rodziny hydrolaz
epoksydowych, biatka TLR8). O nowosci naukowe) swiadezy tez fakt opublikowama tych
wszystkich badan w rozpoznawalnych migdzynarodowych recenzowanych czasopismach.
Warto podkreshc, 12 liczba publikacy skladajacych sig na prace doktorska jest znaczgco wysza
niz w wigkszos¢ podobnych rozpraw. Pod tym wzgledem bardzo wysoko ocemiam prace
doktorska pam1 Bzowk.

Co do ukladu pracy to opracowanie wstgpne jest bardzo dobrze przygotowane
1 wszystkie czescl sa napisane bardzo poprawnym ). angielskim. Wstep oprocz omdwienia
tematyki przedstawia rowniez motywacjg do podjecia badan, a mie tylko same cele pracy.
Omowienie wynikow jest dos¢ obszerne, a ostatm rozdzial przedstawia konkluzje, ktore
rzeczywiscl pokazuja osiagnigcia. Doktorantka przedstawia tez perspektywe dalszej pracy nad
rolg wody 1 ko-solwentow m.in. w projektowaniu lekéw 1 badaniu odzialtywan biatko-biatko.

Bardzo wysoko oceniam przedstawiona prace doktorska 1 otrzymane wyniki, ale z obowiazku
recenzenta musze przedstawic pewne uwagl krytyezne czy tez postawic pytania, na ktore nie
znalazlem satysfakcjonujace) odpowiedzi w publikacjach czy tez tekscie towarzyszacego
opracowania.

Uwagi ogolne 1 szezegolowe:

1. Tak jak wezesnie) wspommatem uZzywanie w tytule pracy jak 1 w opisie okreslenia , proteins
regulation™ bez odniesienia sig o jaka regulacj¢ chodzi jest zbyt ogolne.

2. Na str. 26 Doktorantka pisze, e . Many disorders are caused by aberrant protein activity or
disfunction”. Jest to tylko czes¢ prawdy. Pozwolg sobie zada¢ pytanie, a jakiego typu
wdisorders™ albo ,,diseases™ sg powodowane przez dobrze dzialajgce biatka 1 jakie sa to biatka?
3. Wszystkie badama prowadzone dynamikg molekularng byly z uZzyciem modelu wody TIP3P.
Ze wzgledu na to, e mektore wlasciwosc: badanych ukladow moga zaleZzec od stosowanego
typu modelu wody dlaczego Doktorantka nie postarala sig o jakies badania porownawcze czy
tez nawet o zwykle porownanie swoich wynikow z innymi literaturowymi, w ktorych by¢ moie
stosowano inne modele wody?

4. Jednym z celow pracy prowadzone) przez Doktorantke bylo opracowanie nowych
mnhibitorow proteazy SARS-CoV-2 Mpro. Byl to cel molekularny szeroko eksplorowany przez
rozne grupy badawcze w okresie pandemn COVID-19. Cheialbym jednak dowiedzie¢ sig czy
Doktorantka wie jakie sa slabe strony tego celu molekularnego 1 dlaczego on pod tym wzgledem
znaczgco rozm si¢ od np. protezy HIV. W przypadku tej ostatniej opracowano bardzo duzo
lekow 1 weiaz opracowuje si¢ nowe.

5. W badaniach wykorzystywano w symulacjach inne rozpuszczalniki (ko-solwents) ni wode.
zwlaszcza w odniesieniu do projektowania nowych inhibitoréw 1 badama centrow aktywnych.
Przy czym stosownie tych innych czasteczek organicznych jest pewnym artefaktem, gdyz one
nigdy w tych centrach nie znajduja sie. Maja te inne geometrie. Chciatbym zatem dowiedziec¢
sig Jak w analizie wymkow moina ewentualnie zminimalizowac ten problem . sztucznosci™.

6. Co rozumie Doktorantka przez okreslenie sir. 42 ,...some proteases had different
electrostatic potentials of the binding cavities ..."? Czy chodz1 tu o rozklad molekularnego
potencjatu elektrostatycznego wewnatrz centrum aktywnego np. na powierzchni molekularne;?



7. Na stronie 47 Doktorantka wspomina o nowych migjscach tak zwanych ,hot spots™ P1-P3
dla hydrolazy hsEH, ktore potencjalnie moga by¢ wiyte w projektowaniu lekow. Czy jui jakies
selektywne inhibitory zostaly opracowane 1 czy badamia eksperymentalne potwierdzaja
hipoteze o tych ,hot spots™ W pracy jest mformacja o tym, ale badama eksperymentalne
przeprowadzono ze znalezionymi zwigzkami na ,cell lines” (str. 49). Dowod aktywnosci na
komorkach mie jest jednak wprost 1 badane zwiazki moga mie¢ zupelnie inny mechanizm
dziatanmia mZ proponowany zwiazany 2z konkretnym enzymem.

8. W badaniach nad rodzing hydrolaz epoksydowych Doktorantka pogrupowata badane biatka
1 hydrolaza ludzka oraz grzybowa znalazly si¢ w jednej grupie. Dla mnie nie jest to oczywiscie
przypadek 1 czy moge oczekiwac od Kandydatki wytlumaczenia tej obserwacyi, glebsze nmiz
tylko analiza sekwencp?

9. W opisie udziatow wspotautorow zalaczonych publikacy wiele fraz jest podobnych w wielu
oswiadczeniach, ale jak rozumiem podzial zadan dotyczyl czy to systemow czy to obliczen,
a uproszczenie oswiadczen jest jedynie zablegiem edytorskim.

Podsumowanie:

Pomimo moich pewnych uwag krytyczno-dyskusyjnych przedstawionych powyie) uwazam, Ze
tematyka pracy doktorskie jest ciekawa 1 osiagnigcie Doktorantki jest bardzo znaczace. Je)
wkiad w poznawanie roli wody dla ukladow biatkowych w roimych aspektach jest istotny,
a opublikowane wyniki w az 9 recenzowanych publikacjach sa tego potwierdzeniem.
Wnioskuje zatem do Rady Dyseypling Nauk Chemicznych Politechniki  Slaskie)
o dopuszczenie Pam Megr. inz Marii Bzowka do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Podpisano odrecznie przez autora



