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Model obliczeniowy molekularnego mechanizmu
aktywnos$ci typu half-the-sites syntazy tymidylanowej

Rozprawa jest napisana po angielsku i liczy 132 strony. Obejmuje 272 odnosniki
literaturowe, co wskazuje na duzy wktad Doktorantki w wyszukanie i uporzadkowanie tych
prac. Rozprawa jest oparta na dwu publikacjach Doktorantki: jedna w Biopolymers w 2010
roku i druga w Computational Biology Journal w 2015. Doktorantka jest pierwszym i drugim
autorem kolejno w tych publikacjach co dowodzi duzego wktadu pracy wlozonego w
otrzymanie i analiz¢ wynikow.

Rozprawa nie ma charakteru klasycznej rozprawy doktorskiej z podziatem na Wstep,
Metody, Wyniki 1 Dyskusje, a jest odzwierciedleniem wynikow otrzymanych 1
opublikowanych w ww. publikacjach, dlatego dysertacja ta jest podzielona na 3 glowne
rozdziaty: wstep literaturowy, oméwienie wynikoOw pierwszej publikacji, 1 odpowiednio
drugiej publikacji. Jest takze podany spis rycin zamieszczonych w dysertacji, ale brakuje
spisu uzywanych skrotow, ktorych w tej rozprawie jest sporo. Brak takze odnos$nika do rys.
2.8. Poza tym wstep czyta si¢ z przyjemnoscia i jest on bardzo dobrym zrodtem wiedzy na
temat syntazy tymidylanowej oraz probleméw zwigzanych ze zrozumieniem niektorych
aspektow mechanizmu katalitycznego tego biatka.

We wstepie literaturowym liczacym 20 stron i zatytulowanym ,,Syntaza
Tymidylanowa” (po ang.), Doktorantka omawia wtlasciwosci i1 strukture tego biatka,
mechanizm Katalityczny, w wyniku ktorego zachodzi metylacja dUMP i powstaje dTMP -

nukleotyd tymidynowy, oraz przedstawia szereg inhibitoréw tego biatka, ktore sg stosowane
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jako leki przeciwnowotworowe. Inhibitory te zostaly podzielone na bezposrednie (blokuja
miejsce aktywne w syntazie tymidylanowej) oraz posrednie (blokuja inny enzym — reduktaze
kwasu dihydrofoliowego — ktory dostarcza kofaktora do syntazy tymidylanowej).
Doktorantka omowita, wraz z podaniem ich dziatania oraz struktur chemicznych, 7 zwigzkow
bedacych inhibitorami bezposrednimi, oraz 5 inhibitoréw posrednich. Syntaza tymidylanowa
dziata jako dimer, a oba miejsca aktywne sg utworzone z aminokwaséw obu monomerow.
Zostalo takze stwierdzone, ze kataliza zachodzi na raz tylko w jednym miejscu aktywnym.
Taki mechanizm aktywno$ci biatka zostal nazwany half-the-sites i wyjasnieniu tego
mechanizmu, tj. stworzeniu jego modelu teoretycznego, jest poswigcona ta rozprawa.

Po wstepie literaturowym Doktorantka przedstawia wyniki pierwszej publikacji w
rozbudowanym rozdziale zatytutowanym ,,Segmental motions”. Na rozdziat ten sktada si¢
wstep dotyczacy obliczania drgan normalnych biatka, opis metod: Elastic Network Model
oraz Rotations-Translations of Blocks, opis otrzymanych wynikow wraz z ich dyskusja, oraz
podsumowanie. Drgania normalne dimeru syntazy tymidylanowej zostaty wygenerowane w
programie EINemo. Doktorantka skupita si¢ na drganiach normalnych o niskich czg¢stosciach,
czyli najwolniejszych, bowiem opisujg one kolektywny ruch wielu aminokwasow i obejmuja
zwykle cale biatko. Metoda Elastic Network Model jest przyblizona bowiem opiera si¢ tylko
na weglach C_alfa powigzanych sitami harmonicznymi, ale jest w stanie szybko dostarczy¢
warto$ciowych informacji o mozliwych ruchach catego biatka. Do obliczen wybrano
strukture krystaliczng 2TSR z bazy Protein Data Bank, ktora jest dimerem dimerow tego
biatka. W wyniku dokonanych obliczen i ich analizy dla dimeru A-B oraz C-D Doktorantka
stwierdza, Ze istnieja symetryczne i asymetryczne mody drgan normalnych, ale modow
asymetrycznych jest wigcej (odpowiednio 7 symetrycznych i 9 asymetrycznych). Mody
symetryczne jednakowo zmieniajg ksztatt miejsca aktywnego w obu monomerach syntazy
tymidylanowej, natomiast w modach asymetrycznych zachodzi przeciwstawna zmiana, czyli
zwigkszanie objetosci jednego miejsca kosztem drugiego. Wnioski te zostaty poparte
obliczeniami SASA (solvent accessible surface area) oraz zmianami odleglosci pomiedzy
poszczegdlnymi resztami z miejsca aktywnego. Przy opisie zmian odlegltosci migdzy
aminokwasami postugiwano si¢ réznymi parami tych aminokwasoéw do charakterystyki
poszczegbdlnych modow drgan normalnych, co utrudnia bezposrednie poréwnywanie ich ze
soba, lecz zapewne chodzilo o pokazanie ruchéw najbardziej znaczacych w danym modzie.

W kolejnym rozdziale, poswigconym denaturacji syntazy tymidylanowej, Doktorantka

przedstawia wyniki opublikowane w swojej drugiej pracy. Dotycza one wptywu mocznika
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oraz chlorku guanidyny na deformacje¢ struktury tego enzymu w wyniku procesu denaturacji.
Rozdziat ten rowniez jest podzielony na wstep dotyczacy denaturacji r6znych bialtek 1 metod
jej badania, opisie wlasnych metod oraz podsumowanie. Do zbadania procesu denaturacji
syntazy tymidylanowej Doktorantka postuzyta si¢ pelnoatomowa dynamika molekularng w
programie NAMD 2.8 w polu sitowym CHARMM?22. Zastosowano szeécienne pudia
periodyczne o boku 8 nm zawierajgce dimery A-B i C-D tego enzymu oraz ponad 8000
czasteczek wody 1 ponad 2000 czasteczek mocznika, co odpowiada stezeniu 8 M. Dla chlorku
guanidyny zastosowano nizsze, 6 M stezenie. Wykonano symulacje 300 ns i przedtuzono je
do 600 ns lub 750 ns w zaleznosci od badanego uktadu, tj. dla roztworu wodnego oraz dla
dwu czynnikow denaturujacych. Przydatna tutaj bylaby sumaryczna informacja, np. w formie
tabeli, jak dtugie symulacje przeprowadzono, dla jakich uktadow i ile powtorzen wykonano.
W symulacjach wykorzystano tylko biatko bez ligandow, zatem nie mozna byto przesledzi¢
wplywu np. inhibitora na stabilno$¢ biatka w wodzie lub odporno$¢ na ktéry$ z czynnikéw
denaturujacych.

Symulacje rzgdu 1 us pozwolity na zaobserwowanie poczatkowych etapéw procesu
denaturacji biatka, co Doktorantka pokazata za pomocag wykreséw RMSD (root mean square
displacement) dla catego biatka, oraz RMSF (root mean square fluctuactions) dla
poszczegdlnych reszt aminokwasowych. Z analizy przeprowadzonych trajektorii Doktorantka
wykonata takze wykresy promienia gyracji tego enzymu, zmiany potozen poszczegélnych
aminokwasow na wykresie Ramachandrana pokazujagcym obszary a-helikalne i B-kartkowe,
oraz wykres zmian struktury ll-rzedowej biatka w czasie dla poszczegdlnych aminokwasow.
We wszystkich wykonanych symulacjach zmiany strukturalne nie byty zbyt duze. Najbardziej
mobilne 1 podatne na denaturacj¢ okazatly si¢ reszty 90-150 w poblizu miejsca aktywnego. W
symulacjach z uzyciem mocznika zmiany strukturalne w biatku okazaty si¢ wigksze niz z
uzyciem chlorku guanidyny, co jest sprzeczne z wynikami do$wiadczalnymi, a nie zostalo
odpowiednio przedyskutowane, jakie czynniki mogly mie¢ wplyw na taki wynik symulacji.

Rozwijanie biatka zachodzito niesymetrycznie i w wiekszym stopniu dotyczyto jednego
monomeru co posrednio wspiera hipoteze¢ o mechanizmie half-the-site syntazy
tymidylanowej. Jako potencjalne wyjasnienie mechanizmu half-the-site brane sa pod uwage
allosteryczne oddziatywania pomigdzy obydwoma miejscami aktywnymi w dimerze, zatem
analiza kros-korelacji (cross-correlation) na podstawie symulacji dynamiki molekularnej
moglaby dostarczy¢ informacji, ktére aminokwasy, nawet te znajdujace si¢ daleko od siebie,

poruszajg sie¢ w tym samym kierunku (correlated movements) lub w przeciwnym kierunku
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(anti-correlated movements). Taka analiza bytaby duzo doktadniejsza od przeprowadzonych
obliczen metoda Elastic Network Model, gdzie wykorzystuje si¢ prosty model harmoniczny
catego bialka. Kolejng analiza, ktoéra mogtaby by¢ przeprowadzona w celu uwidocznienia
kolektywnych zmian struktury biatka jest Correlation Network Analysis (korelacyjna analiza
sieci oddziatywan), ktora mozna takze zastosowac do przeprowadzonych wczesniej symulacji
dynamiki molekularnej.

Podsumowujac, rozprawa jest napisana bardzo dobrym jezykiem naukowym oraz
znakomitym jezykiem angielskim. Wyzej wymienione niedociggni¢cia nie przestaniaja
znaczacej wartos$ci naukowej rozprawy oraz bardzo dobrego przygotowania merytorycznego
Doktorantki. Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia zatem warunki
okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pézn. zm.),
dlatego przedktadam wniosek do Rady Naukowej Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego o dopuszczenie mgr. Moniki Swiniarskiej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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