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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Michata Glanowskiego

zatytutowanej: ,Modelowanie mechanizmu reakcji bakteryjnych dehydrogenaz ketosteroidowych -
katalizatoréw do modyfikacji lekéw steroidowych” Recenzja przygotowana zostata na zlecenie Rady
Naukowej Instytutu Katalizy i Fizykochemii Powierzchni im. Jerzego Habera Polskiej Akademii Nauk, z dnia
30 marca 2023 r. Opiniowana praca doktorska powstata pod opiekg naukowg prof. dr hab. Macieja Szalerica
(IKiFP PAN) i prof. dr hab. Andrzeja Bojarskiego (IF PAN).

1. Uwagi wstepne.

Recenzowana Rozprawa obejmuje badania teoretyczne mozliwych mechanizméw reakcji 1,2-dehydrogenaciji
katalizowanej przez A'-dehydrogenazy 3-ketosteroidowe =z bakterii Rhodococcus erythropolis
i Sterolibacterium denitrificans, poszerzonych o analize funkcji unikalnej ,,petli” w jednym z analizowanych
enzyméw. Badania teoretyczne zostaly skonfrontowane z wynikami eksperymentalnymi, i co nalezy
szczegolnie podkreslié, pozwolily na wyjasnienie szeregu potencjalnie sprzecznych obserwacji
eksperymentalnych, miedzy innymi zmuszajac zespoty badawcze do reinterpretacji wynikéw i poszukiwania
nowej drogi eksperymentalnej analizy aktywno$ci badanych enzyméw wzgledem niekt6rych substratéw.
Nalezy podkre§li¢, ze w swoich badaniach Doktorant z sukcesem opanowat i wykorzystywat szeroki wachlarz
nowoczesnych metod obliczeniowych wykorzystywanych w dziedzinie chemii i biologii.

Praca skonstruowana jest w formie komentarza do cyklu 4 publikacji: rozdzialu w recenzowanej ksigzce, oraz
3 artykutach naukowych opublikowanych w czasopismach z listy filadelfijskiej. Artykuly te cytowane sg juz
12 razy (wg Google Scholar). Szczegélnie mocng strong dysertacji sg publikacje opublikowane w
recenzowanych czasopismach naukowych ze znaczgcym wskaznikiem cytowani (ACS Catalysis (CiteScore
20.8, 95% percentile w General Chemistry) Microbial Cell Factories (CityScore 8.9) oraz Biochemistry
(CityScore 6.2), w ktérych Doktorant jest pierwszym badZ drugim autorem. Manuskrypt, ktéry liczy 62 strony
uzupelniony jest o spis osiagnie¢ Doktoranta (warsztaty, szkolenia, konferencje, publikacje, itp.) oraz
oswiadczenia wspétautoréw publikacji, wehodzacych w cykl doktorski. Na uwage zastuguje bogaty dorobek
Doktoranta, poza wskazanym cyklem publikacji, jest on wspotautorem dalszych 4 artykuléw, szeregu
prezentacji konferencyjnych (w tym 4-rech ustnych, co biorgc pod uwage okres pandemii, jest imponujacym
dorobkiem), jak réwniez uczestniczyt w zagranicznych stazach naukowych.
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2. Oméwienie i ocena zawartosci rozprawy.

W cze$ci zasadniczej komentarz zawiera (i) wstep, ktéry wprowadza czytelnika w problematyke Rozprawy,
(ii) cel pracy, (iii) opis metod obliczeniowych stosowanych przez Doktoranta, (iv) dyskusje wynikéw badan
wtasnych oraz (v) spis literatury.

Tekst dysertacji otwiera rozdzial z wprowadzeniem obejmujgcy krétki opis badanych enzymoéw, z szeroko
rozwinietym rozdzialem opisujgcym stan wiedzy o mechanizmie reakcji katalizowanej przez A!-
dehydrogenazy 3-ketosteroidowe poszerzonym o informacje o specyficzno$ci substratowej i analize réznic
strukturalnych pomieazy dwoma poznanymi strukturami enzyméw. Wprowadzenie zawiera réwniez
rozdzialy opisujgce kinetyczny efekt izotopowy oraz izotopowy efekt wigzania. Kolejny rozdzial
przedstawia jasno zdefiniowane cele pracy, co istotne wraz z krotkim ich oméwieniem i argumentacjg.

Kolejny rozdziat to omowienie metod obliczeniowych, w rozdziale tym Doktorant opisuje w stosunkowo
krétki i przejrzysty sposéb metody QM/MM, metody pdtemipryczne, informacje o potencjale Sredniej sity
i poprawkach interpolacyjnych. W ostatnim podrozdziale przedstawia takze bardzo uzyteczny schemat
obliczeniowy zastosowany do modelowania badanych enzyméw. Kolejny podrozdziat przedstawia skrocone
opis rozdzialu, bedgcego jednoczesnie pierwszym z artykutéw stanowigcych cykl publikacji, z informacjg
zaréwno o wkiadzie Doktoranta w prace P1, jak i informacjg, ze artykut ten stanowi opis metod stosowanych
W pracy.

Nastepny rozdziat omawia gléwne wyniki pracy i podzielony jest na 3 podrozdziaty odpowiadajgce pracom
P2-P4. Kazdy z rozdzialéw zaczyna sie od oméwienia wktadu Doktoranta w powstawanie pracy, zwieztym
przedstawieniem i oméwieniem otrzymanych wynikéw, oraz krétkim podsumowaniem pozwalajgcym w
bardzo jasny i przejrzysty sposdb oceni¢ wnioski wynikajgce z przeprowadzonych badan. W opisie pracy P2
mojg szczegdlng uwage zwrdcita rzadko spotykana sytuacja, w ktérej badania teoretyczne zmusity zespot
badaczy eksperymentalnych do powtdérnej weryfikacji wynikow analiz i poszukiwania nowych sposobow
analizy aktywno$ci KSTD1 wobec substratow o niskiej rozpuszczalno$ci w wodzie. Praca P3, stusznie zostata
okres§lona przez Doktoranta jako najwazniejsza z catego cyklu. Jest ona bardzo obszernie opisana
i w przekonujacy sposéb dokumentuje biegto$¢ Doktoranta w wykorzystaniu narzedzi chemii obliczeniowej
do analizy zlozonych ukladéw biologicznych, interpretacji otrzymanych wynikéw i ich konfrontacji
z wynikami badan eksperymentalnych. Na szczegdlng uwage zastugujg zaréwno eleganckie podejscie do
analizy profilu energetycznego reakcji i wybor najbardziej prawdopodobnego mechanizmu reakcji jak
i przeprowadzone szczegbétowe analizy kinetycznego efektu izotopowego oraz izotopowego efektu
wigzania. Z kolei w pracy P4, Doktorant przeprowadzil szerokie badania teoretyczne struktury nowo
otrzymanej struktury enzymu AcmB, poszerzonej o analize wptywu wybranych mutacji na profile
energetyczne katalizowanej reakcji. Dodatkowo, zaproponowano funkcje domeny zwigzanej z btong
w stabilizacji kompleksu E:S dla substratéw o rozbudowanych podstawnikach przy C17. Rozprawe konczy
spis literatury obejmujacy 44 pozycje. )

3. Ocena redakcji pracy.

Rozprawa napisana zostata w jezyku polskim. Pod wzgledem edytorskim praca jest niespdjna, zaskakujgcy
jest w szczeg6lno$ci jej uktad w ktérym, moim zdaniem, czasami bardzo trudno odnalezé sie jest
czytelnikowi. R6zne fragmenty rozprawy prezentujg takze do$¢ szerokie spektrum szczegotowosci, czesc
poruszanych tematéw zostata opisana niezwykle szczegdtowo, niektére bardzo skromnie, wreszcie inne,
potencjalnie istotne, zostaly pominiete. Dodatkowym problemem jest fakt braku numeracji rozdziatow
i podrozdziatow, ktore utatwityby poruszanie sie po Rozprawie. Chciatbym zauwazy¢, ze praca nie zawiera
zadnych znaczacych btedéw merytorycznych, jednak jej forma i uktad utrudniajg odbidr wprowadzajgc

czesto-chaos i zmuszajgc czytelnika do czestego poszukiwania informacji we weze$niejszych lub dalszych
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rozdziatach. Wymienione ponizej, dla porzgdku, mankamenty nie umniejszajg jednak wartosci

recenzowanej Rozprawy:

1.

Jak wspomniatem powyzej, zastrzezenie moje budzi uktad pracy, jej struktura, przyktadowo, na réwnym

poziomie traktowany jest podmiot badan, to jest badany enzym i katalizowana przez niego reakcja, jak

i ogblne informacje o bardzo szczegblowych analizowanych problemach (efektach izotopowych). Taki

uktad powoduje, Ze w mojej opinii czytelnik nie ma jasnego obrazu obszaru badawczego analizowanego

przez Doktoranta.

Wspomniany brak numeracji utrudnia w szczegdlnosci poruszanie sie po opisanych metodach, z jednej

strony cze$¢ metod opisana jest w podrozdziatach, z drugiej strony Doktorant wprowadza schemat

blokowy zastosowany do modelowania enzyméw, a w kolejnym podrozdziale ponownie informuje
czytelnika, ze sam artykul P1 stanowi opis metod stosowanych w pracy.

Dodatkowo wspomniany brak numeracji, najprawdopodobniej utrudnit samemu autorowi organizacje

Rozprawy. Tre$¢ ,,Podsumowania” (str. 58) $wiadczy, Ze podrozdzial ten powinien by¢ oddzielnym

rozdziatem przedstawiajgcym w skondensowany sposéb osiggniecia catej rozprawy, tym czasem jego

uktad sugeruje, ze jest to podsumowanie publikaciji P4.

Doktorant mocno zawezit definicje metod obliczeniowych, tylko do metod stuzgcych rozwigzaniu

réwnania Schrédingera (str. 25). Jednocze$nie sam w swoich badaniach stosowat metody dynamiki

molekularnej oraz bardziej zaawansowane protokoty jak choéby MMPBSA (wyniki praca P2, str. 38,

praca P4, str. 53-54). Mimo ich wykorzystania w prowadzonych przez siebie badaniach, brak

w Rozprawie chocby krétkiego ich opisu, czytelnik zmuszony jest siega¢ do publikacji Zrédtowej.

Nie znalazlem nigdzie informacji, Zze Doktorant wybidrczo zamieszcza materiaty dodatkowe do

artykutéw, przyktadowo w publikacji P4, brakuje szeregu rycin, domys$lam sie, ze kluczem do ich wyboru,

byt bezposredni udziat Doktoranta w danego typu badaniach?

W Rozprawie znajduje sie szereg wtrgconych zdan, ktére bez rozwiniecia nie wnoszg dodatkowej tre$ci

i trudno okresli¢, jakiemu celowi mialy stluzyé, lub tez, zostawiajg czytelnika bez wskazdowki,

wyjasnienia, przyktadowo:

a. str. 15— ,Znane sekwencje A'-KSTD sq wzglednie zrdznicowane, w pracy Rohmana i Dijkstry z 2019 roku
wyrézniono 4 klasy enzymow” — co Doktorant rozumie jako klase enzyméw, czy analizowane enzymy
nalezg do tej samej czy r6znych klas?

b. str. 17 — ,,W niniejszej pracy zdecydowana wiekszos¢ uwagi jest poswiecona etapowi RHR” — dlaczego?
str. 22 — ,, Warto zauwazy(, Ze do wyznaczenia réznic (...) nie ma potrzeby, aby wyznaczac je osobno. Do
tego celu wystarczy znajomos¢ poprawek wibracyjnych dla obydwu uktadéw.” — dlaczego? Czytelnik
dowiaduje sie na stronie 35.

Moje zastrzezenie budzi wysuwanie zbyt daleko idgcych wnioskéw, lub niesp6jno$¢ w argumentaciji,

przyktadowo:

a. str. 17 — ,po pierwsze A1-KSTD katalizujq 1,2-odwodornienie w warunkach beztlenowych, podczas gdy
wiele enzymdw katalizujgcych dehydratacje wymagajq tlenu czqsteczkowego w celu przeprowadzenia
hydroksylacji” — wiele nie oznacza wszystkie, kazdy wyjatek obalalby wskazany argument,

b. str. 18 — ,Te przestanki doprowadzily jeszcze w latach 60-tych do sformutowania hipotezy ...” — wsréd
przestanek znajdujg sie odniesienia do pracy z lat 90-tych (zacytowana pozycja 11),

c. str. 19 - ,Co ciekawe, mutacja Y119F okazata sie jeszcze bardziej znaczqca, skutkujqc spadkiem
aktywnosci do okoto 0,5%.” — mutacja Y119F zgodnie z przedstawionymi danymi nie jest bardziej
znaczgca od wcze$niej wymienionej mutacji Y318F, ktéra doprowadzita do calkowitej utraty
aktywnoSci,

d. str. 20 — ,Eksperymenty z innymi grupami funkcyjnymi w tej pozycji wykazaty brak aktywnosci zwigzkéw
w reakgji 1,2-odwodornienia” — niezbyt fortunne sformutowanie.

4. Tematy do dyskus;ji

Wymieniam ponizej kilka tematéw i uwag, do ktérych Doktorant moze ustosunkowac sie podczas obrony
pracy:

1.

Jaki wplyw na szacowanag bariere reakcji mogg mie¢ czynniki entropowe oraz energia
solwatacji/desolwatacji?
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2. W ramach pracy P4 dokonana zostata analiza ewolucyjna badanych enzyméw. Ktére z aminokwaséw
poza aminokwasami centrum aktywnego charakteryzuje najwieksza konserwatywnos$¢, czy jest ona
zwigzana z aktywnos$cig, selektywnoscig, czy zachowaniem prawidlowego sfaldowania biatka?

5. Wniosek koricowy.

Jak wspomniatem w punkcie 3, przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska zostata zredagowana
w sposéb utrudniajgcy czytelnikowi poruszanie sie zaréwno w jej obrebie, jak i w obrebie prac, ktére same
w sobie stanowig sp6jny cykl. Zastrzezenia budzi przede wszystkim wybiércze podej$cie do wykorzystanej
w pracach metodologii, jak réwniez szereg niedopowiedzen, ktére zmuszajg czytelnika do siegania do
dodatkowych Zrddet literaturowych. Doktorant nie unikngt réwniez pewnych niespéjnosci i uogélnient. Jak
podkreslono jednak w recenzji, poziom badan naukowych nie budzi zastrzezen, czego dowodem jest miedzy
innymi opublikowanie wynikdw badan w czasopismach o ugruntowanej renomie.

Oceniajgc wysoko poziom badan naukowych bedacych podstawg recenzowanej Rozprawy, w podsumowaniu
stwierdzam, Ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pana mgr Michala Glanowskiego
»~Modelowanie mechanizmu reakcji bakteryjnych dehydrogenaz ketosteroidowych - katalizatoréw do
modyfikacji lekow steroidowych" oparta jest o oryginalny, bogaty i wartosciowy dorobek naukowy i spetnia
z naddatkiem wszelkie wymagania okre$lone w Ustawa Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, z dnia 20
lipca 2018 r. (t.j. Dz. U. 2022, poz. 574 z pdin. zm.) i wnioskuje do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu
Katalizy i Fizykochemii Powierzchni Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie mgr Michata Glanowskiego do
dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych,
w dyscyplinie nauk chemicznych.




