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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Chmielow-
skiej zatytutowane]j "Kwantowochemiczne obliczenia wlasciwo-
sci strukturalnych i elektrycznych oraz reaktywnoéci klastera A w
syntazie acetylokoenzymu A”

Metody obliczeniowe chemii kwantowe] ciesza si¢ coraz wigkszym uzna-
niem jako komplementarna do badaif doswiadezalnych technika badawcza.
Ten sukces nalezy przypisaé teorii struktury elektronowej opartej na funk-
cjonatach gestosci elektronowej, znanej pod nazwg DFT, w ktorej zamiast
poszukiwaé funkeji falowej poprzez rozwigzanie skomplikowanego réwnania
Schrodingera, ograniczamy sie do rozwigzania uktadu jednoelektronowych
réwnan Kohna-Shama, pozwalajacych na uzyskanie funkcji gestosci elektro-
nowej. Dzieki niezwykle dynamicznemu rozwojowi technik komputerowych
metoda DFT jest stosowana z powodzeniem do rozlegtych uktadéw, liczacych
kilkadziesiat czy nawet kilkaset atoméw, co sprawia, ze wyniki uzyskane ta
metoda sa przydatne w takich dziedzinach jak kataliza, medycyna czy nawet
w badaniach uktadéw fotowoltanicznych. Szezegdlnie interesujacy obszar jej
zastosowan stanowia badania struktury elektronowej i wtasciwosei uktadow
istotnych dla proceséw biochemicznych i biologicznych.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska dotyczy wtasnie zagadnien
zwigzanych z zastosowaniem metody DFT w badaniach nad strukturg jedne-
go z centrow aktywnych waznego dwufunkeyjnego enzymu o nazwie syntaza
acetylo-koenzymu A/dehydrogenaza tlenku wegla, w skrécie ACS/CODH,
o masie czasteczkowej 310 kilodaltonéw. Enzym ten posiada kilka centrow
aktywnych; przedmiotem badan stanowigcych tre§é omawianego doktoratu
jest jego cze$¢ odpowiedzialna za funkcje syntazy, a wige tworzenie acety-
lokoenzymu A. Centrum aktywne syntazy stanowi tzw. klaster A, bedacy
dosé ztozonym kompleksem niklu i kubanu zelazowo-siarkowego, zapisywa-
nego skrétowo jako [Fey S| — NiyNi,.



Praca ma tradycyjng forme rozprawy, liczy 81 stron (igcznie z bibliogra-
fig) i sktada sie z szesciu rozdziatow. W rozdziale pierwszym Autorka definiu-
je cel pracy. Rozdziat drugi zostal przeznaczony na opis stosowanych metod
obliczeniowych (teoria funkcjonatéw gestosci), kolejny — na opis syntazy
acetylokoenzymu A. Przeglad badan literaturowych stanowi tres¢ rozdziatu
czwartego. Gloéwna czesé rozprawy, czyli wyniki i opis wykonanych obliczen
zostaly zamieszczone w rozdziale pigtym. Praca konczy sie podsumowaniem
i wnioskami (rozdziat szdsty). Na koricu pracy Autorka zamiescita spis litera-
tury (93 pozycje) oraz zatgczniki, w ktorych umiescita tabele pomocnicze z
danymi dla modeli z i bez czasteczki wody, tj. energiami struktur zoptymali-
zowanych, wybranymi parametrami geometrycznymi, gestosciami spinowymi
i tadunkami uzyskanymi poprzez analize naturalnych orbitali wiazan.

Obliczenia wspomnianego w tytule uktadu wykonano przy uzyciu pakietu
GAUSSIAN09. W obliczeniach uzyto metode BS-DET (Broken Symmetry
DFT) i funkcjonatu BP86 oraz bazy TZVP. Ponadto zastosowano model
ciggly rozpuszezalnika (PCM), w celu uwzglednienia otoczenia biatkowego
enzymu, dla statych dielektrycznych ¢ o wartosciach: 4, 12, 20 i 80.

Celem pracy byta préba okreslenia mechanizmu tworzenia acetylokoenzy-
mu A, powstajgcego poprzez dotaczenie do koenzymu A grupy CHs oraz cza-
steczki CO. Przedmiotem badan byt tytutowy klaster A, w ktérym nastepuje
wlasciwa synteza acetylokoenzymu A. Klaster A ma do$¢ ztozong budowe, je-
go podstawowymi jednostkami strukturalnymi jest kuban zelazowo-siarkowy
Fe,S, oraz potaczone z nim mostkiem siarkowym dwa atomy niklu oraz szereg
reszt aminokwasowych. W obliczeniach doktorantki klaster A jest reprezen-
towany przez cztery modele, od MO do M3, w ktorych reszty aminokwasowe
zostaly podstawione grupami atoméw o zblizonych wtasnosciach. Wykonane
w pracy obliczenia mozna podzieli¢ na kilka czesci. Obszerna czes¢ obliczen
byla po$wiecona optymalizacji geometrii i badaniom struktury elektronowej
klasteru A, w tym takze jego odmiany sprotonowanej oraz pochodnych z do-
taczonymi ligandami (CHz,OH ,CO,HCOO ). Poniewaz struktura krystalo-
graficzna enzymu, a tym samym klastera A, jest znana mozna bylto uzyskane
wyniki teoretyczne odnies¢ do wynikéw eksperymentalnych.

Kolejng wielkoécig wyznaczong w pracy byta stata dysocjacji kwasowe]
pK, dla struktur protonowanych oraz potencjaty redukeji zwigzane z przy-
taczeniem jednego lub dwdch elektronéw do centrum aktywnego.

[stotna cze$¢ badan zostata poswiecona analizie mechanizmu reakeji me-
tylacji klastera A. Metyl jest dostarczany do centrum reakcyjnego przez bial-
ko o symbolu CoFeSP zawierajace metylokobalamine, w ktérej tworzy on



wigzanie z atomem kobaltu. Proponowany w pracy mechanizin zaktada naj-
pierw deprotonacje (czynnikiem usuwajgcym proton jest anion mrowczano-
wy) a nastepnie przejécie grupy CHg z kobaltokoryny na tzw. proksymalny
atom niklu (czyli ten blizszy fragimentowi kubanowemu) w postaci jonu CHsy .
Jak wykazata Autorka, mechanizm ten, okreslony w pracy jako Sy2, nale-
7y rozwazaé o ile mozliwe jest zblizenie si¢ atoméw niklu (klaster A) oraz
kobaltu (kobaltokoryna) na odleglosé okoto 4.5 A. Jezeli ze wzgledéw ste-
rycznych, obydwa centra metaliczne pozostaja bardziej odlegte, mozliwy jest
mechanizm rodnikowy, przejawiajacy sie wysoka gestoscig spinowa na grupie
metylowej.

Pozytywnie oceniam strong merytoryczng wykonanych badan. Autorka
wszechstronnie analizuje badany uktad: rozwaza szereg modeli od najprost-
szego MO do najbardziej zaawansowanego M3, symuluje zréznicowang aktyw-
nos$é otoczenia biatkowego przez dobdr odpowiedniej wartosci statej dielek-
trycznej w modelu PCM, rozwaza rézne — konkretnie trzy — stopnie utlenienia
centrum kubanowo-niklowego, a dla kazdego z tych wariantéw strukturalnych
wykonywana jest optymalizacja geometrii uzupetniona analiza gestosci spi-
nowych i tadunkéw na atomach. Waznym wnioskiem wysnutym na podsta-
wie wykonanych obliczen, jest wypowiedz odnosnie mechanizmu przytaczenia
grupy metylowej, w ktérym mozliwy mechanizm rodnikowy wspétzawodniczy
z mechanizmem substytucji nukleofilowej — wyniki Autorki wskazuja na ten
ostatni. Jest rzeczg oczywista, ze nie mozemy oczekiwac kategorycznych kon-
kluzji na podstawie obliczeni jednak metodami przyblizonymi, ale uzyskane
wyniki przyblizaja nas do poznania mechanizmu waznego procesu enzyma-
tycznego. Co do meritum pracy mam kilka uwag, o charakterze raczej watpli-
wosci niz zarzutow. Troche mnie niepokoi fakt, ze wartosé statej dielektrycz-
nej w modelu PCM ma charakter parametru dobieranego tak, by uzyskac
zgodnsé wynikéw obliczent z danymi doswiadezalnymi. Np. na str. 52 jest in-
formacja, ze dobra zgodnos$é z dodwiadcezeniem uzyskuje si¢ dla modeli MOa
i Mla przy e = 80, natomiast rezultaty optymalizacji geometrii na rys. 5.7 i
5.8 odnosza sie do ¢ = 20. Podobnie, w Tabeli 5.3 zamieszczono wyznaczo-
ne optymalne dtugosei wiazan pomiedzy atomami nikiel-nikiel, nikiel-zelazo,
nikiel-siarka dla szedciu struktur modelowych i czterech wartosei statej dielek-
trycznej. Czy mozemy ocenié, ktére z nich najlepiej odtwarzaja rzeczywista
strukture i tym samym wypowiedzie¢ si¢ co do przydatnosci pary model-stata
dielektryczna? Podobnie dane dotyczgce analizy populacyjnej z Tabeli 5.4.
Czy pokazuja one tylko jak zmieniaja sie gestosci na atomach przy zmianie
modelu czy tez umozliwiaja ocene modelu?



O ile strona merytoryczna nie budzi moich zastrzezen, poza drobnymi
watpliwodciami, jak powyzej, o tyle mam wiele uwag co do formy prezentacji
pracy i szereg zastrzezen odnosnie strony redakcyjnej.

Po pierwsze nie mogtam doszukaé sie dobrej wyraznej prezentacji struk-
tur modelowych, ktére byty przedmiotem obliczen. Cztery rozwazane modele
klastera A sa przedstawione na rys. 5.6, ale ze wzgledu na mate rozmiary ry-
sunku trudno jest si¢ zorientowaé jakie atomy i w jakiej liczbie wehodzg w
sktad kazdej ze struktur. W literaturze, np. poz. [16], podaje si¢ precyzyjnie
strukture np. przez zastosowanie kodu koloréw i bardziej szczegdtowy opis
atoméw i grup atomoéw. Mysle, ze nic nie stoi na przeszkodzie by np. przed-
stawi¢ kazda ze struktur na oddzielnej stronie w odpowiednim powiekszeniu.
Uwazam, ze wiladnie praca doktorska powinna byé miejscem, gdzie przed-
stawia sie rézne szczegOly, na ktore nie ma miejsca w publikacji. Okazuje
sie, ze w pracy doktorantki, opublikowanej w Journal of Physical Chemistry
A, badana struktura jest przedstawiona ze znacznie wigkszg dbatoscig i do-
ktadnoécig niz w pracy doktorskiej. Obawiam sie, np. ze rysunki 5.9, 5.10 i
5.11, przedstawiajace zoptymalizowang geometrie szeSciu modelowych struk-
tur klastera A, zawieraja znikoma informacje: po pierwsze, sg bardzo mate, sg
to zaledwie kolorowe szkice, po drugie, brak jest jakiegokolwiek komentarza
na co czytelnik powinien zwrdci¢ uwage.

Do mankamentéw pracy zaliczam wyjatkowo niestaranng jej redakcje.
Ogromna liczba literéwek, $rednio liczac jedna na strone, brak dbatosci o
znaki diakrytyczne i poprawng interpunkcje, przede wszystkim ogonki przy
e,3, niewtadciwe odwotania do tabel, np. na str. 48 raz jest przywotana Tabli-
ca 5.5, innym razem Tablica 5.12, a wedtug mnie w obu przypadkach chodzi
o Tablice 5.11. Niewtasciwe odwotania do literatury, kilkakrotnie w miejsce
numeru pozycji literaturowej jest wpisany znak zapytania, na str.56 w pod-
pisie rysunku brak odnosnika, Na stronie 21 podana jest informacja o masie
atomowej enzymu 301 kDa, w literaturze podana jest wartos¢ 310 kDa, skad
ta rozbieznosé?

Mimo pewnego zawodu jakiego doznaje czytelnik pracy w zwigzku z pozo-
stawiajaca wiele do zyczenia strong graficzng, trudno nie uzna¢ kompetencji
Autorki i jej ogromnego wysitku wlozonego w wykonane badania. Przepro-
wadzone obliczenia wymagaty biegtosci w przygotowywaniu danych wejscio-
wych, dogtebnej znajomosci mozliwosci uzywanego pakietu programow jak
i dostepnych wariantéw. Realizacja takiego tematu badawczego to zmud-
ne obliczenia dla olbrzymich uktadéw oraz analiza ogromnej liczby danych.
Moge wiec stwierdzié, ze doktorantka doskonale radzi sobie ze stosowaniem



zaawansowanych metod obliczeniowych chemii kwantowej do badania ztozo-
nych uktadéw chemicznych.

Biorge to pod uwage, jak réwniez pozytywna ocene merytorycznej strony
pracy, moge stwierdzi¢, ze przedstawiona mi do recenzji praca stanowi istot-
ny wktad do badan nad jednym z centréw aktywnych enzymu ACS/CODH,
zwanym klasterem A, zawiera elementy nowosci naukowej zwiazane z ana-
lizg mozliwych mechanizméw tworzenia acetylowej pochodnej koenzymu A.
Stwierdzam, ze dysertacja doktorska mgr Aleksandry Chmielowskiej speinia
bez zastrzezenn warunki stawiane pracom doktorskim.

W zwigzku z powyzszym zwracam sie do Rady Instytutu Chemii Uni-
wersytetu Slgskiego o dopuszczenie magister Aleksandry Chmielowskiej do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.



