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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr ini. Marii Bzowki pt. Analysis of Moleculor Aspects of Proteins Regulation
Considering Water Molecules as A Potential Mediator in Intermolecular interactions [tytul w j. polskim: Analiza
molekularnych aspektéw regulacji biotek : uwzglednieniem czgsteczek wody joko potencjalnego mediatora w
oddziatywonioch migdzyczgsteczkowych™]

Tematyko badon opisonych w rozprawie doktorskief dotyczy rozwoju rdinych narzedzi, a takze ich zastosowania
do analizy czgsteczek wody, tuneli i sciezek w rainych biomolekulach, w tym roznych enzymaoch (proteazach,
hydrolazach epoksydowych) i receptoroch toll-podobnych. Narzedzio opracowane w rozprowie i przeprowadzong
analiza majg znoczenie dio odkrywaonia lekdw, o tokée inZynierii i projektowanio biafek.

Praca doktorska skfada sie z wprowadzenia, ktdre koncentruje sie na znoczeniu badanego tematu, a nastepnie
przeglgdu opracowanych strategii oceny wody | jej roli w ukladach biomolekularnych. Wistep jest dobrze napisany,
fatwy w czytaniu | zowiera kluczowe pojecio oraz odniesienia do wprowadzenia tematu procy doktorskiej. W tej
plerwszef czesci pracy nie ma Zadnych rysunkow i prawdopodobnie rysunek podsumowujgcy, zawierajgey niektdre
z dostepnych strotegii badanio rowortodci wody w biofkoch (zordwno eksperymentolnie, jak | obliczeniowo),
magthy byé przydaotny, aby umiescit czyvtelniko w kontekscie.

W kolejnych sekcjach przedstawiono szczegdfy dotyczgee motywaocji pracy oraz szczegofy obliczeniowe | warunki
eksperymentow obliczeniowych. Cele pracy sq réwniez dobrze wyszezegdinione i okredlone, a byc moze gléwny
ogoiny cel pracy moglby byé réwniez zawarty przed opisaniem szczegdfowych celéw czqstkowych. Podoba mi sie
powigzanie katdego celu czgstkowego z konkretnym artykufem zawartym w pracy doktorskiej. Nalezy wspomnied,
Ze praca ta opiera si¢ na 9 roznych opublikowanych artykutach oraz jednej publikacji preprint. Lista artykulow jest
dfuga i wszystkie sg bordzo wysokiej jokosci. W rozdziole 2 (Cele pracy) pojowio sie termin przestrzer
wewngtrzczgsteczkowa, ktory moim zdaniem nalealoby wezesniej zdefiniowad fwe wstepie),

W rozdziale 3 omdwiono i podsumowano wyniki uzyskane w réinych artykutoch. W sekcji 3.1 znajduje sie artykut
przeglgdowy na temat zastosowanio czgsteczek wody do analizy réznych wlasciwosci makroczgsteczek, o tokze
artykut 2 oparty no rozwoju nowej wersji AQUADUCT 1.0. Moim zdaniem dobrze byloby dolgczy¢ jasny opis
termindw uZywanych w pracy doktorskiej: tunel, kanol, puste przestrzenie, kieszenie (prawdopodobnie we wstepie,
jak wspomniano wczesnigj) | by¢ moZe dodonie schemotu pracy oprogromowania AQUA-DUCT, szczegolmie w
odniesieniu do modutdw valve i pond.

W sekcji 3.2 opisano zastosowanie czgsteczek wody i ko-rozpuszezalnika do projektowania lekdw. W szcregdinodci
opisano artykut 3 oparty na ocenie rdinic w zowartosci wody, tuneli w prateazach SARS-CoV | SARS-Cov-2.
Zastosowano kilka technik obliczeniowych w celu scharakteryzowania | oceny réinic miedzy dwiema proteazami w
obecnosci i broku inhibitora. NaleZy wspomnied, Ze badanie to otworzyto moiiwosc wspdfprocy z Uniwersytetem
w Bazylei i rzeczywiscie uwzgledniono artykuf 4, ktdry koncentruje sig na ocenie selektywnosci inhibitoréw proteazy
przeciwko SARS-CoV-2. W tej sekcji znajduje sie réwniei pojecie wigzanie poza celem, ktdre réwnie? naleiy opisad.
Sekcfa ta rawiera rowniez artykuf 5, ktdry koncentrufe sie no analizie wszystkich zdeponowanych kompleksdw
HsEH-ligand w celu uzyskonio wglgdu w wigzanie inhibitordw i usprownienia procesu projektowonio lekdw. To
kolejne interesujgce badanie przeprowadzone we wspdipracy z UC Davis i nale?y podkreslic, ze niektére z nowych
znalezionych inhibitorow doprowadzily do /"" DR
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zgloszenia patentowego. Na stronie 47, w drugim akapicie znajduje sie drobna literdwka ,,indicted”, ktdra powinna
zostad poprawiona.

W sekgji 3.3 przedstawiono niektore zastosowania analizy czgsteczek wody w regulaci i inZynierii bialek. Obejmuje
to artykult 6 w ktorym opracowano zoleinosci struktura-funkcja miedzy rozpuszczalnymi hydrolozomi
epoksydowymi a ich siecig tuneli, W tej sekcji znolazlem roinice w pisowni wielkich liter réznych Zywych
organizmdw: Bacillus megaterium EH jest skrocany joko bmEH, natomiost Solanum tuberosum jako StEH. Nalezy
to poprawic dlo zachowania spdjnosci, Artykut 7 koncentruje sle no pordwnaniu metod opartych na geometrii
(CAVER) ze sledzeniem mafych czgsteczek (AQUA-DUCT) w celu identyfikacji tuneli i opiera sie na tym samym
zestawie hydroloz epoksydowych, co ariykut 6. Wreszcie, w artykule 8 oceniono ewolucje tuneli w [biatkach o]
foldzie olfa/beta-hydrolazy. Dla mnie jest to bardzo waine | interesujgce badanie, poniewa? znaoleziono |
scharokteryzowano tunele prowdopodobnie przypomingjgce warianty przodkow. Jednym z  uiywanych
deskryptorow jest entropia zdefiniowana w pakiecie BALCONY. Mysle, fe dobrze byloby dodad kilka dodatkowych
informacji na temat sposobu obliczania entropii,

Wreszcie w sekgji 3.4 przeanalizowano role wody w receptorach Toll-podobnych (TLR). TLR sq bardzo trudne do
scharakteryzowania obliczeniowego, jok opisano w artykule przeglgdowym 9. Warto réwnieé zauwaiyc, 2e rola
czgsteczek wody w cofym cyklu reakcji zostato réwniei oceniona obliczeniowo (preprint 1). Chocia? obliczenia OM
i QM/MM nie zostaly wykonane przez kandydatke, nadal uwaZam, ze dobrze byloby dolgczyd schematyczny
rysunek mechanizmu reakcji, oby lepief sledzi¢ opis metodologii i kolejnych krokdw opartych na symulacjach MD
dla roznych stanow przejsciowych, kompleksu reagentow i produktu.

Ogdilnie rzecz biorge, wiele rysunkow zowartych w sekcfi wynikdw ma dosé niskg rozdzielczosé, mysle, ze lepiej
byfoby zmienic je na wyiszq rozdzielczosc, Obejmuje to grafiki: 4, 5, 6, 7 i 8.

Ostatni rozdzio! rozprowy zawiero nojwaZniejsze wnioski wyciggniete z rozprawy, a takie perspektywy no
przysziost,

Reasumujgc stwierdzam, Ze przediofona rozprawa doktorska speifnic wymogi okreslone w ustawie z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach navkowych | tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2003 Nr 65,
poz. 595 z péin. zm.). Diatego moim zdaniem mgr inz. Maria Bzéwka moie zostad dopuszczona do dalszych
procedur niezbednych do uzyskanio stopnia doktora. Ponodto, biorge pod uwage: fokt, e Maria Bzdwka jest
wspdloutorkg 9 publikaci opublikowanych w wysoko punktowanych, uznanych no swiecie czasopismach,
uczestniczyta w wielu miedzynarodowych konferencjach i warsztatoch, przeprowadzifa wszystkie analizy zawarte
w minigjszej rozprowie doktorskiej oroz wysokg woge dostarczonych danych istotnych dla iniynierii biatek |
odkrywania lekow, rekomenduje te rozprawe do wyrdinienia.
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Niniejszym poswiadczam zgodnosé pnwzsmgn ttumaczenia z dokumentem elektronicznym w jezyku
angielskim.
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Review of the doctoral dissertation of M. Sc. Maria Bzéwka on “Analysis of molecular aspects of proteins
regulation considering water molecules as potential mediator in intermolecular interactions”.

The subject of research described in the dissertation concerns the development of different tools and also
their application for the analysis of water molecules, tunnels and pathways in different biomolecules,
including different enzymes (proteases, epoxide hydrolases), and toll-like receptors. The tools developed in
the thesis and the performed analysis is of importance for drug-discovery, and also protein engineering and
design.

The doctorol thesis consists of an introduction that focuses on the importance of the subject under study,
followed by an overview of the developed strategies for evaluating water and its role in biomelecular
systems. The introduction is well-written, easy to read and provides the key concepts and references for
introducing the subject of the thesis. There are no figures included in this first part of the thesis, and
probably a summary figure including some of the available strategies to study water content in proteins
(both experimentally and computationally) could be useful to put the reader in context.

In the following sections, details about the motivation of the thesis and the computational details and
conditions of computationol experiments are provided. The aims of the thesis are olso nicely detoiled and
specified, ond maybe the main general goal of the thesis could be also included before the detailed sub-
ohjectives are described. | like the connection of each subobjective with o porticular paper included in the
thesis. It should be mentioned that the thesis is bosed on 9 different published papers, plus one preprint
publication. The list of popers is long, and all are of very high quality. In chapter 2 (Aims of the thesis), the
term intramolecular void is included, which | believe it would be good to previously define it (in the
intraduction).

In chapter 3, the resuits obtained in the different papers are discussed and summarized. In section 3.1, the
review paoper about the application of water molecules for analysing different properties of macromolecules
is included, as well as paper 2 based on the development of the new version of AQUADUCT 1.0. In my opinion
it would be good to include o clear description of the terms used olong the thesis: tunnel, channel, vaids,
cavities (probably in the introduction as mentioned before), and maybe adding a workflow of the software
AQUA-DUCT, especially regarding the valve and pond drivers.

In section 3.2, the application of water and cosolvent molecules for drug design is described. In particular,
paper 3 based on evoluating the differences in water content, tunnels in the SARS-CoV and SARS-Cow-2
proteases is described. Several computational technigques are applied to characterize and evaluate the
differences between the two proteases in the presence and absence of inhibitor. It should be mentioned
that this study opened the possibility to collaborate with the University of Basel, and indeed paper 4 is
included, which focuses on ossessing the selectivity of protease inhibitors against SAR5-CoV-2, In this
section, the concept off-target Is also included, which should be also described. This section also includes
paper 5, that focuses on the analysis of all deposited HsEH-ligand complexes to get some insights into the
binding of inhibitors and improve the drug design process. This again another interesting study done in
collaboration with UC Davis, and it should be highlighted thot some of the new inhibitors found led to o
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patent application. In page 47, in the second paragraph there is a minor typo “indicted” that should be
corrected.

In section 3.3, some applications of the analysis of water molecules in protein requlation and engineering
are provided. This includes poper 6 in which structure-function relationships between saluble epoxide
hydrolases and their tunnel network are developed. In this section, | found differences in capitalizing the
different living organisms: Bacillus megaterium EH is abbreviated as bmEH, whereas Solanum tuberosum
as StEH. This should be corrected for consistency. Paper 7 focuses on the comparison of geometry-based
methods [CAVER) versus small-molecule tracking (AQUA-DUCT) for identifying tunnels and is based on the
same set of epoxide hydroloses used in paper 6. Finally, in paper 8 the evalution of tunnels in the alpha/beta-
hydrolase fold is evoluoted. For me this is a very important ond interesting study, os they find and
characterize tunnels probably reminiscent of ancestral variants. One of the descriptors used is entropy as
defined in the BALCONY package. | think it would be convenient to add some additional information on how
entropy is computed.

Finally in section 3.4 the role of water in Toll-like receptors (TLRs) is onalysed. TLRs are very challenging to
computationally charocterize as described in the review paper 8. It is olso interesting to note that the role
of water molecwles on the entire reaction cycle wos also computationally evaluated (preprint 1). Although
the QM and QM/MM calculations were not done by the candidate, | still think it would be good ta include
a schematic drawing of the reaction mechanism to better follow the description of the methodology and
the subsequent steps bosed on MD simulations ot the different intermediotes, reactant complex ond
product.

In general, many of the figures included in the results section have pretty low resolution, | think it would be
better to change them for o higher resolution one. This includes figures: 4, 5, 6, 7, ond 8.

The last chapter of the thesis includes the mast important conclusions withdrown from the thesis as well as
the future perspectives.

In summary, | conclude that the submitted dissertation meets the requirements set out in the Act on
academic degrees and academic title and on degrees ond title in the field of art of March 14, 2003 (fournal
of Lows 2003 No. 65, item 595, os amended). Therefore, in my opinion, M. 5c. Maric Bzdwka con be
admitted to further procedures necessary to obtain the PhD degree. Moreover, taking into account: the fact
that Maria Bzdwka is o co-outhor of 9 publications published in highly ranked, internationally recognised
journals, she has participoted in multiple international conferences and workshops, she has conducted all
analysis included in this doctoral dissertation and the high impartance of the provided data of importance
for the protein engineering and drug discovery fields, | recommend this thesis for being awarded.
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