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Zastosowanie metod obliczeniowych w badaniach

bakteryjnych bialek TraR i AiiO

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska stanowi przedstawienie, omdwienie i dyskusje
wynikow badan prowadzonych przez mgr Dominikg¢ Jankowska pod kierunkiem Dr hab.
Rajmunda Kazmierkiewicza, prof. UG w Pracowni Symulacji Uktadéw Biomolekularnych,
Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii (UG i GUM). Jak wynike z tekstu pracy
powstala ona réwniez w czesciowej wspolpracy z Pracownig Biologicznej Ochrony Roslin
(Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii), kierowang przez prof. dr hab. Sylwig Jafre.
Zespol Prof. Kazmierkiewicza od lat zajmuje si¢ zastosowaniem metod obliczeniowych
chemii do badania réznych zagadnief biologicznych. W przypadku tej konkretnej pracy bylo
to zastosowanie metod modelowania molekularnego do badania bialek istotnych z punktu
widzenia sygnalizacji miedzy bakteriami, a w szczeg6Inosci odpowiedzialnych za mechanizm
sygnalizatora zaggszczania (ang. quorum sensing). Celem nadrzednym pracy bylo poznanie
wlasciwosci molekularnych obu badanych bialek TraR i AilO oraz mechanizmu
oddziatywania z nimi ligandéw, zarowno tych naturalnych jak i potencjalnych inhibitorow.
Zrozumienie tego mechanizmu mogtoby bowiem skutkowaé opracowaniem zwigzkow, ktore
jako skuteczne inhibitory mogtyby zablokowaé dziatania mechanizmu sygnalizatora
zageszczania i kantrolowanej przez niego ekspresji genow, a w konsekwencji przeszkadza¢
zwiekszonemu namnazaniu sie bakterii i np. uniemozliwia¢ tworzenie biofilmow
bakteryjnych, tak trudnych do zwalczania klasycznymi terapiami przeciwbakteryjnymi.
Prowadzone przez Doktorantke badania mieszcza si¢ w szeroko pojetym obszarze
badan z jednej strony podstawowych (poznanie wiasciwosci molekularnych biatek), a z
drugiej aplikacyjnych (badanie konkretnych inhibitorow) tak zwanej ang. "medicinal
chemsitry". Zwlaszcza badania podstawowe procesdw komunikacji miedzy bakteriami w
odniesieniu do mozliwosci przemwdzm%ama powstawaniu biofilméw bakteryjnych jest bardzo
wartosciowe. Praca ma tez pewien wymiar doswiadczalny, gdyz korzysta bezposrednio z



danych do$wiadczalnych zaréwno co do struktur biatek jak i ich wlasciwosci katalitycznych.
~ Ze wzgledu za$ na zastosowania metodyczne mozna pow1ed21ec ze przedstawiana praca
miesci sig w stosunkowo nowym gléwnym trendzie ang. "medicinal chemistry" - okreslanym
jako komputerowo wspomagane badanie celéw molekularnych i projektowanie czy tez
opracowywanie nowych inhibitoréw.

Na szczegolne podkreslenie zastuguje element nowosci naukowej zaprezentowany w
pracy. Otéz autorka w ramach badania whasciwosci molekularnych biatka TraR pokazata jak
moga oddziatywa¢ rézne ligandy z tym biatkiem w tym ligandy bedace jego inhibitorami
plumbagina 1 3- chloroplumbagma W przypadku badan wlasciwosci molekularnych biatka
AiiO ten element nowos$ci naukowej jest jeszcze wigkszy poniewaz Doktorantka badala
mechanizm katalizy tych biatek i wskazata, ze hydroliza laktonowa czasteczek sygnatowych
AHL (laktony N-acylo-L-homoseryny) jest dominujacym mechanizmem destrukcji tych
liganddw.

Uklad pracy:

Praca ma prawie klasyczny uklad stosowany w tego typu pracach doktorskich i zawiera na
poczatku streszczenie (ale tylko w j. polskim), po ktérym umieszczony jest wstgp teoretyczny.
Po wstepie przedstawiony jest cel pracy. Dalej autorka przedstawia rozdzial metodyczny -
Materialy i metody, ktory zawiera takze specjalny podrozdzial na temat stosowanego
oprogramowania. Po metodach znajduje si¢ rozdzial zawierajacy wyniki i ich dyskusje.
Szkoda, ze rozdzial ten nie zawiera na koncu wyodrebnionego podsumowania, ktdre jest
rozbite i znajduje si¢ niejako w kawatkach w réznych miejscach tego rozdziatu przy okazji
omawiania konkretnych wynikéw. Na konfcu praca zawiera spis literatury, spis rysunkow I
tabel. Przeglad literaturowy obejmuje 170 pozycji, zaréwno odniesien do zrodtowych prac
metodycznych jak i prac zwigzanych z tematyka pracy pochodzacych z ostatniej dekady. Spis
 literatury zawiera takze sporo odniesien do internetowych stron domowych z
oprogramowaniem co w tego typu pracy jest zrozumiale - wiele bowiem wyspecjalizowanych
obliczen zw1qzanych najczesciej z przygotowywaniem danych/modeli czy tez ich analiza
odbywa si¢ przez sieé internetowa na publicznych serwerach. Warto tez nadmieni¢, ze bardzo
wartosciowym elementem pracy sg materiaty uzupelniajace dolgczone na ptycie CD. W tego
typu pracach w zakresie modelowania molekularnego pozwata to na siggnigcie do danych
zrédtowych, a nawet pozwala czytelnikowi obejrze¢ w sposob aktywny badane systemy.

Negatywnym elementem zwigzanym z uktadem pracy jest brak wyodr¢bnionego spisu
osiagnie¢ Doktorantki, czy to w postaci publikacji czy tez doniesien konferencyjnych,
realizacji grantow itp.

Na pozytywne odnotowanie zastuguje czes¢ teoretyczna, ktora stanowi w przystgpny
Sposob przedctawwne wprowadzenie do tematyki badawczej pracy jak tez opis whasciwosci
strukturalnych i funkcjonalnych biatek i grup zwigzkoéw badanych przez autorke. Rozdzial
metodyczny réwniez zastuguje na pochwate, ze wzgledu na kompaktowe przedstawienie
wszystkich aspektow obliczeniowych - rézne metody obliczeniowe i technicznych wigczajac
W to postepowanie numeryczne. W rozdziale tym dobrze opisane jest przygotowanie
wszystkich modeli uzytych w obliczeniach. Jest to wazny element pracy, gdyz wlasciwe
przygotowanie modeli jest kluczowe w modelowaniu molekularnym. Zatozenia i cel pracy
zostaly przedstawione do$é przejrzysécie, chociaz nalezy odnotowac, iz rozdziat poswigcony
celowi pracy wlasciwie przedstawia jedynie zakres pracy, a w mniejszym stopniu zafozenia i
cel dalekosiezny. Ten ostatni troche wynika z opisu badanych systemow w czgsci teoretycznej
i we wstepie do rozd21alu z wynikami. Cze$¢ teoretyczna pracy pozwala tez przygotowac
- czytelnika do zrozumienia zagadnien przedstawianych w czesci wynikowej. Warto tu tez
- podkresli¢, iz ze wzgledu na to, ze tematyka pracy doktorskiej byla, jak nalezy przypuszczac,
nowa dla Doktorantki wykonata Ona powazny wysitek w przygotowanie szeroko rozumiane;



czgdei teoretycznej. W calej pracy znajduje si¢ tez bardzo wicle odniesien do literatury ¢o
wskazuje na obszerng wiedzg¢ Doktorantki w obszarze prowadzonych badan. Przeglad
literaturowy i analiza danych w dziedzinie objetej badaniami jest wnikliwa 1 zwigzana z
poszczegdlnymi zagadnieniami podejmowanymi w pracy doktorskiej.

Uwagi i komentarze ogélne:

Na poczatku warto zaznaczy¢, ze praca jest dos¢ dobrze napisana od strony narracyjnej i
edytorskiej. Bardzo to ulatwia czytanie i podgzanie za poszczegdlnymi elementami pracy.
Praca zawiera z jednej strony aspekty obejmujace opracowanie nowych modeli do symulacji,
same symulacje i analize ich wynikoéw, a z drugiej aspekty pordwnania otrzymanych
wynikéw z wynikami eksperymentalnymi. Ten ostatni element jest bardzo warto$ciowy, gdyz
eksperyment numeryczny, mimo iz jest co raz bardziej wiarygodny i istotny we wspolczesnej
nauce to w wickszosci wypadkow jest konfrontowany czy tez sprawdzany eksperymentalnie.
Praca niejako sktada si¢ z dwoch czgsci badawcezych kazda zwiazana z danym biatkiem.

W przypadku biatka TraR, ktére odpowiedzialne jest za wiazanie sic do DNA i
uruchamianie mechanizmu ekspresji genéw badania Doktorantki wskazaly miejsca wigzace
oryginalnej czasteczki sygnalowej OOHL i zwigzkéw bedacych inhibitorami. Jednoczesnie w
badaniach tych wykazata Ona, co zostato potwierdzone eksperymentalnie, ze miejscami tymi
nie moga by¢ miejsca wigzania tego biatka do DNA, ani tez inne miejsca na powierzchni
biatka. Jedyne najbardziej prawdopodobne miejsce wigzace to to, do ktorego wigze si¢
oryginalna czasteczka sygnalowa. Wyniki tych badan s3 o tyle wartosciowe, ze w przysztosci
moga by¢ podstawa do projektowania nowych inhibitoréw biatka TraR.

W przypadku biatka AiiO Doktorantka poczatkowo starata si¢ ustali¢ strukture
trojwymiarowa tego biatka w oparciu o rézne metody dedykowane tak zwanemu "zwijaniu
bialek". Przy czym zastosowana gléwna metoda ang. threading (metoda I-TASSER)
pozwolita Doktorantce otrzyma¢ do$¢ dobry model biatka, ktory zostal skonfrontowany z
danymi eksperymentalnymi, jakie staly si¢ dostepne w czasie realizacji pracy doktorskiej.
Mimo otrzymania do$¢ dobrego modelu teoretycznego dalsze badania Doktorantka
prowadzita w oparciu o struktur¢ eksperymentalna. Modelowanie tego bialka za pomocg
dynamiki molekularnej pozwolity ustali¢ potozenia ligandéw w obrgbie centrum aktywnego
tego enzymu. W konsekwencji dalo to podstawy do symulacji metodami QM/MM dwéch
alternatywne proceséw hydrolizy - laktonowa i acylows. Ta pierwsza okazala si¢ dominujaca
ze wzgledu na aspekty energetyczne i strukturalne.

Warto tez nadmienié, ze pordwnanie wynikow modelowan teoretycznych z wynikami
eksperymentalnymi nadaje niejako charakter multidyscyplinarny pracy. Biorgc pod uwage
realizacje celu pracy to wlasciwie ten cel zostal osiagniety. Opracowano modele teoretyczne i
- wykonano dla nich symulacje, ktére przyniosty wiedzg o naturze dziatania badanych biatek na
poziomie molekularnym. Do tego aspektu pracy i takiego przedstawienia wynikow nie marn
jako recenzent zastrzezen. Ze wzglgdu na to, ze Doktorantka nie przedstawila swojego
dorobku literaturowego (nie znalaztem go réwniez w bazach danych) mozna mie¢ zatern
jedynie nadzieje, ze otrzymane wyniki zostang wkrotce opublikowane w specjalistycznych
czasopismach.

Z obowiazku recenzenta jednak chciatbym zwréci¢ uwagg, ze czasami czytajac prace
nie w pelni bylem usatysfakcjonowany, gdyz tekst nie zawieral wystarczajacego opisu lub
zawieral taki, ktéry nie byt w pelni zrozumialy. Stad tez ponizej przedstawiam szereg uwag
mniej lub bardziej szczegbtowych wymagajgcych komentarza.

- Uwagi i komentarze szczegélowe:
1. Na stronie 21 w odniesieniu do lancucha bocznego czasteczek AHL napisano, ze moze on
wystepowaé w formie nasyconej, a powinno by¢ chyba "nienasycone;j".



2. W celu pracy str. 33 méwi sig o obliczeniowym okre$leniu zdolnosci wiazania s substancji
do miejsca w1qza}cego w biatku TraR. Jest to dosé niejasne, gdyz w sumie chodzito o ustalenie
potencjalnych miejsc wiazacych dla tego biatka.

3. W pracy na str. 34 uzywa si¢ niepoprawnych zwrotow typu "odkrywanie struktury”, czy tez
"pozyskanie modelu". Bardziej poprawne terminy to ustalanie struktury i budowa modelu.

4. W opisie dokowania molekularnego na str. 40 mowa jest jedynie o wymogu
energetycznym, a pominiety zostat wymog geometryczny. Réwniez w tym opisie nie do
kofica podano, czy uwzgledniano w trakcie dokowania, zwlaszcza oryginalnej czasteczki
sygnalizacyjnej OOHL, rotacje wszystkich wigzan moggcych rotowac (zastosowanie tak
zwanej ang. flexible docking) w ligandzie i sasiednich resztach aminokwasowych.

5. Na str. 43, jak réwniez w celu pracy, Doktorantka pisze iz planuje poszukiwa¢ innych
miejsc wigzania czasteczki inhibitorow do biatka TraR - w sumie nie wiadomo dlaczego
takie miejsca miatyby wystepowac i jaka bylaby ich rola. Méwienie bowiern jedynie cytujg:
"... czy przypadkiem nie majg innego miejsca oddziatywania z nim" nie jest wyjasnieniem.

6. Do wzoru na str. 47 nie ma klasycznego wyjasnienia uzytych w nim symboli.
7. Na stronie 49 QZyto okreslenia macierz A i nie wyjasniono o jaka macierz chodzi.

8. Przygotowanie modelu biatka powinno zawiera¢ okreslenie stanu zjonizowania reszt
aminokwasowych w oparciu o obliczenia tak zwanych przesunig¢ pKa. Na str. 50 mowa jest
jedynie o histydynach, a co z pozostalymi aminokwasami?

9. Na stronie 50 Doktorantka wspomina, ze dodata brakujace parametry pola sitowego dla
ligandu. Skad pochodza te parametry i na ile sg spdjne z zastosowanym polem sitowym
Amber 12. '

10. Na str. 51 uzyto do$é nieprecyzyjnie okre$lenia, ze algorytm SHAKE ma zastosowanie do
atomoéw wodoru bez zaznaczenia, ze chodzi jedynie o atomy niepolarne wodorow potaczone z
atomami wegla.

11. Na str. 52 chyba blednie podano, ze jednoczesnie stosowano zespol kanoniczny statego
ci$nienia i objetosci w dynamice molekularne;.

12. Z opisu postgpowania m.in. Rys. 2.14 w symulacji reakcji enzymatycznej metodami
QM/MM nie do konca jest jasne czy jedynie pojedyncze atomy ulegaly przesunigciu w celu
osiagnigcia stanu przejsciowego czy tez odpowiednie reszty aminokwasowe, posiadajgce
zaangazowane grupy funkcyjne réwniez ulegaly przesunigciu.

13. Poréwnanie’ wynikéw dla dokowania czasteczki droseron z plumbaginq i 3-
chlomplumbagme} (opis na str. 87) wskazuje, ze niestety ale wartosci energii potrafig by¢
zwodnicze w tego typu dokowaniach. Czy Doktorantka moze wyjasni¢ dlaczego mimo
podobnych wartosci energii wigzania droseron nie oddziatuje z biatkiem Trak?

14. Poréwnujge téoretyczny model biatka AiiO z bialkiem AidH (Rozdziat 5.2), to ostatnie
nastepnie bylo uzyty w symulacjach dynamika molekularng, Doktorantka nie
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pokazata/przedstawila centrum aktywnego oby modeli. W szczegoblnosel nie pordwnata Ona
przestrzennej lokalizacji triady katalitycznej w centrum aktywnym obu biatek. Doktorantka
przystepujac do pracy nie mogta spodziewa¢ sig, ze model do$wiadczalny biatka AiiO bedzie
dostepny w czasie realizacji doktoratu, zatem model centrum aktywnego wypracowany
teoretycznie bytby wtedy podstawa symulacji procesu katalizy. A zatem czy model
teoretyczny tego centrum jest podobny do tego eksperymentalnego w sensie geometrycznym?

Uwagi edytorskie:
1. W pracy natknglem sie na szereg literdwek i urwanych wyrazow, ra.in. w podpisach pod
rysunkami.

2. Kolejnoé¢ pojawiania sie niektorych rysunkéw zostala zaburzona. Te o numeracji nizszej
pojawialy si¢ w tekscie poZniej.

Podsumowanie:

Pomimo moich pewnych uwag krytycznych przedstawionych powyzej, z ktdrych czgs¢ ma
jedynie charakter dyskusji naukowej lub uwag korekcyjnych, dobrze oceniam przedstawiong
mi do recenzji prace Pani mgr Dominiki Jankowskiej pt.: ,Zastosowanie metod
obliczeniowych w badaniach bakteryjnych biatek TraR i AiiO”. Zwlaszcza ciekawa tematyka
jak tez i ztozony i wieloraki aparat metodyczny uzyty do symulacji skomplikowanych modeli
zashuguje na uznanie. Sama tez praca stanowi dokumentacje orvginalnych badan
prowadzonych przez Doktorantkg, o wysokich walorach naukowych. Wyniki Jej prac na
pewno sa publikowalne i nalezy mie¢ nadzieje, ze wkrotce zostang opublikowane w formie
artykutéw naukowych. Wyniki te w przyszlosci mogg tez by¢ uzyte do projektowania
inhibitorow, zwiaSzcza biatka TraR.

Moim zdaniem praca doktorska Pani Dominiki Jankowskiej spelnia wymagania
stawiane pracom doktorskim w Art. 13 Ustawy o tytule i stopniach naukowych. Praca
wskazuje takze, ze Doktorantka posiada duzg wiedzg teoretyczng w dziedzinie modelowania
molekularnego oraz wykazuje dojrzalos$é naukowa w krytycznym analizowaniu wynikow. W
toku realizacji pracy wykazala Ona réwniez umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia
- ztozonych badan numerycznych (m.in. w trakcie stazu naukowego w Wielkiej Brytanii) i
analizy wynikow tych symulacji. Z podanych wyzej wzgledéw wnioskujg do Wysokiej Rady
Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pani mgr Dominiki Jankowskiej do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.



