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Recenzja rozprawy doktorskiej

pt. ,Kwantowochemiczne obliczenia wtasciwosci strukturalnych i elektronowych oraz
reaktywnosci klastera A w syntazie acetylokoenzymu A”

Pani mgr Aleksandry Chmielowskiej

Praca doktorska mgr Aleksandry Chmielowskiej zostata wykonana w Instytucie Chemii
w Zaktadzie Chemii Teoretycznej Uniwersytetu Slaskiego, pod kierunkiem dr hab. Marii
Jaworskiej, prof. US. Celem recenzowanej rozprawy byt teoretyczny opis wtasciwosci
strukturalnych i elektronowych dwucentrowego kompleksu niklu, bedacego centrum
aktywnym syntazy acetylokoenzymu A, opis mechanizmu redukcji jego utlenionej formy
i zaproponowanie mechanizmu reakcji metylaciji.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska jest przyktadem zastosowania
modelowania teoretycznego do szczegétowego opisu reakcji biegnacych w obecnosci
katalizatoréw enzymatycznych, ktérej celem jest rozstrzygnleue watpliwosci i kontrowers;ji
jakie pojawiajg sie w literaturze tematu.

Informacje o pracy.

Praca liczy 97 stron. Wtasciwg cze$¢ pracy poprzedza: spis treéci, tabel i rysunkéw oraz
wykaz zastosowanych skrétéw. Zasadnicza cze$¢ pracy sktada sie z szesciu rozdziatdw.
W pierwszych czterech Autorka formutuje kolejno: gtéwne cele swojej rozprawy doktorskiej,
opisuje podstawy teoretyczne zastosowanej metody, dokonuje przegladu literaturowego
zaréwno prac eksperymentalnych jak i teoretycznych. Badania wtasne Doktorantki zawarte
s§ W rozdziale pigtym, w ktorych omodwione s3 modele obliczeniowe, struktura
geometryczna i elektronowa klastera A, obliczenia pKa, obliczenia potencjatéw redukg;ji
i wreszcie opis reakcji metylacji. Rozdziat szésty stanowi podsumowanie, w ktérym
sformutowane sa najwazniejsze wnioski ptynace z przeprowadzonych badan. Rozprawe
zamyka spis cytowanej literatury, ktéry zawiera 93 pozycje. Rozprawa zawiera dodatkowo
dwa zatagczniki, bedace uzupetnieniem przedstawionych wczeéniej wynikéw badan, a catoé¢
zamyka spis dorobku naukowego. Rozprawa doktorska ilustrowana jest 26 rysunkami, a ich
uzupetnienie stanowig 23 tabele.
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Ocena merytoryczna rozprawy.

Pierwszy rozdziat to bardzo krotki wstep wprowadzajacy w tematyke rozprawy, na tle
ktorego sformutowane zostaty zadania badawcze, a nastepnie przedstawiona konstrukgja
rozprawy.

Wprowadzenie w tematyke proceséw enzymatycznych zostato podane w przystowiowej
»pigufce”, co spowodowato, ze w krotkim tekscie pojawito sie wiele skrétéw np. ,base-off”
(zdefiniowane na str. 72), NipNig (zdefiniowano na str. 22).

Uwazam tez, ze lepszym rozwiqzaniem byfoby przedstawienie najpierw celéw rozprawy
doktorskiej, a dopiero potem sposobu ich realizacji, ktére prowadzq do konkretnych wynikéw.

Rozdziat drugi poswiecony jest opisowi modelu teoretycznego. Autorka rozprawy podaje
informacje najpierw o metodzie DFT, stosowanych w modelowaniu funkcjonatach, modelach
rozpuszczalnika, a na koricu opisuje procedure obliczeniowa pKa.

Dobrym rozwigzaniem w tej czesci pracy jest opis zastosowany dla funkcjonatow, gdzie na tle
cafej grupy szczegdétowo omowiony zostat uzyty w pracy funkcjonat BP86. Zabrakto tego przy
opisie rozpuszczalnika. Autorka skupita sie wytqcznie na modelu PCM, jaki stosuje w pracy,
natomiast brakuje chocby spisu innych sposobéw modelowania procesu solwatacji
w obliczeniach teoretycznych.

Rozdziat trzeci i czwarty to przeglad literaturowy najpierw prac eksperymentalnych,
a nastepnie teoretycznych.

Przytoczone przez Autorke przykfady literaturowe uzasadniajq podjecie przez Nig tematu
rozprawy. Pokazujq z jakimi problemami zmagajq sie eksperymentatorzy i jaki jest stan
wiedzy teoretycznej dotyczqcej koenzymu A, a jak wida¢ z cytowanej literatury jest on bardzo
ubogi.

Rozdziat piaty, ktdéry jest prezentacjg badan wifasnych, Doktorantka rozpoczyna
podrozdziatem, w ktérym opisano szczegéty procedury zastosowanej na poszczegdlnych
etapach modelowania.

Ta tzw. czes¢ ,techniczna” jest cenna, pozwala bowiem oceni¢ doktadnosé¢ stosowanych
parametréw obliczeniowych. Na tym etapie brakuje mi jednak uzasadnienia wyboréw
niektérych z nich np. funkcjonatu, wartosci statych dielektrycznych czy zastosowanej
metodologii Noodlemana do wyznaczania pK. i potencjatéw redukcji. Oczekuje, ze w trakcie
obrony takie uzasadnienia sie pojawig.

Szczegdtowy opis otrzymanych wynikdw Pani Chmielowska rozpoczyna od omdéwienia
struktury geometrycznej i elektronowej klastera A jako funkcji rozmiaru klastera i statej
dielektrycznej oé$rodka. Autorka rozprawy wykazata, zalezno$¢ parametréw geometrycznych
od wielkosci klastera uzytego do obliczeni i wyznaczajac gestoéé spinowa na poszczegdlnych
fragmentach pokazata, ze niesparowany elektron w formie Areq1 klastera A lokalizuje sie na
atomie Nip, a w formach Ared2 obserwuje sie sprzezenie antyferromagnetyczne pomiedzy Nij
a kubanem.
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Nie do korica potrafie zgodzic sie ze wszystkimi wnioskami, jakie zostaty zawarte w tej czesci
pracy. Autorka rozprawy pisze m.in. ,...ze wraz ze wzrostem wielkosci modelu wydtuza sie
dystans migdzy atomami Niy i Nia, a skraca miedzy atomami Ni, oraz Fel.” Nie jest to do
korica prawda bo model M3 jest wyjqtkiem od tej requty.

Podsumowanie Doktorantka rozpoczyna od stéw ,,Dobra zgodnosé¢ otrzymanych parametréw
geometrycznych ... z danymi doswiadczalnymi...”, szkoda ze na poparcie tych stéw nie zostaty
przytoczone jakies liczby, potwierdzajgce tq zgodnosc.

Jednym z celéw rozprawy byto wypracowanie modelu i metodyki obliczen. Przy formutowaniu
wnioskéw koricowych zabrakfo mi jednoznacznego wskazania jaki model obliczeri proponuje
Autorka do opisu struktury elektronowej, bowiem wnioski koricowe odnoszq sie wytgcznie do
struktury geometrycznej.

Wyniki prezentowane w dalszej czesci pracy dotyczace opisu struktury geometrycznej
i elektronowej protonowanego klastera A i jego form z réznymi ligandami, zostaty
opublikowane w J. Phys. Chem. A w 2013 r. Praca ta zawiera réwniez wyznaczone,
dla réznych form koenzymu A, wartosci PKa i potencjatéw redukcji. Za najwazniejsze wnioski
wynikajace z tej czesci pracy nalezy uznac stwierdzenie, ze w formach utlenionych proton
lokalizuje sig¢ na atomie siarki S2, podczas gdy w formach zredukowanych dochodzi do
powstawania wodorkéw NiH oraz pokazanie, ze w strukturach zredukowanych Aceq:
niesparowany elektron lokuje sie na kubanie Zelazowo-siarkowym. Niekwestionowana
wartoscig dodang sa, wyznaczone dla réznych form klastera A, wartosci pKa i potencjaty
redukcji. Na podstawie wyznaczonych wielkosci Autorka wykazata, ze najbardzie]
prawdopodobnym sposobem aktywacji formy utlenionej jest dwuelektronowa redukcja
formy Aoy, a forma Areqz W warunkach fizjologicznych wystepuje w formie sprotonowane;j.
Otrzymane wielkosci postuzyty Autorce rozprawy do sformutowania ogdlnego mechanizmu
reakcji metylacji.
Duzym mankamentem tej czesci pracy jest ,telegraficzny skrét”. Ogdine wnioski z tej czesci
pracy zostaty sformutowane dopiero na koricu rozprawy. Szkoda natomiast, ze zabrakfo
jakiejkolwiek dyskusji wynikow w poszczegdlnych podrozdziatach. Rozumiem, ze Pani
Chmielewska nie chciata kopiowac materiatéw juz publikowanych, ale samo przedstawienie
obiektu badan (zresztq w przypadku ligandéw bardzo nieprecyzyjne) i przytoczenie tabelek
z duzq ilosciq liczb, z ktérych wiekszos¢ nie jest omawiana, to troche za mato. Licze,
Ze w trakcie obrony dowiemy sie np. jak protonacja czy dofqczenie liganda wptywa na
parametry struktury geometrycznej i elektronowej réznych form klastera A.

Bardzo cennych informacji na poziomie molekularnym dostarcza nam kolejny
podrozdziat, w ktérym Autorka przedstawia obliczenia dotyczace reakcji metylacji.
Za najwazniejsze osiggnigcia tej czedci rozprawy uwazam wskazanie poszczegdlnych etapéw
procesu metylacji i czynnikéw, ktére decydujg czy proces przebiega wedtug schematu Sn2
czy mechanizmu rodnikowego. -

Niestety tak jak w poprzednim rozdziale, Autorka rozprawy bardzo dawkuje nam informacji.
Po lekturze tego fragmentu rozprawy oczekuje dyskusji w temacie:

- jak stata dielektryczna wptywa na energetyke procesu deprotonacji i na gestosc¢ spinowg
w poszczegolnych fragmentach klastera A;

ul. Niezapominajek 8, 30-239 Krakow, Polska Nr konta: Bank PEKAO S.A. Krakdow
tel. +48 12 63951 01, +48 1242519 23 PL19 12404722 11110000 4851 4662
fax +48 12 425 1923 NIP: 6750001805, REGON: P-000326351



instytut Katalizy i Fizykochemii Powierzchni
im, Jerzego Habera
Polskiej Akademii Nauk

- czym Autorka. tftumaczy obserwowane dla €=80 rdznice w zmianach gestosci spinowych
na poszczegolnych fragmentach klastera A, w poréwnaniu do uktaddw liczonych dla €=4,20;

- na podstawie jakich obliczeri stwierdzono, Ze bariera energetyczna w mechanizmie
rodnikowym zalezy od odlegtosci Ni,-Co.;

- wyjasniajqc réznice pomigdzy obliczeniami teoretycznymi a eksperymentem dotyczqcymi
efektow energetycznych reakcji Autorka pisze, ze przyczyng tej réznicy moze by¢ koszt
energetyczny deprotonacji. Czy probowano wyznaczy¢ sumaryczny efekt postugujgc sie
danymi literaturowymi lub obliczeniami wtasnymi?

Uwagi ogdlne

Z obowiqzku recenzenta zwracam uwage na liczne btedy edytorskie, jakich dopatrzytam
sie w trakcie lektury pracy:

- btedy ortograficzne: str. 26 bierzqcy — biezgcy, str. 66 gestosciq — gestosciom;
- bfedy interpunkcyjne:

brak przecinkdw przed ktdr(y)(a)(e), np. str. 11, 29, 38, 59;

brak przecinkdw przed ze, zeby np. str. 17, 27, 38, 51, 73, 74;

brak przecinkdw oddzielajgcego zdania wtrgcone np. str. 10, 13;
- brak cytowari: str. 43, 55, 56;

- btedy korektorskie str. 16 — funkcjoanty, str. 17 — wewngqtrzu, rozpuszconej, str. 27 bazy
fukcyjnej, str. 28 wygenerowana, czqtseczki, str. 32 czy..., str. 38 wieksz..., str. 51 powoduje,
mychanizmy, str. 55 czynnikem, str. 56 najprawdobodobniej, str. 63 zbiiad, str. 66
przeniesieni..., str. 7- argumanty; k

- mate, a tym samym nieczytelne rysunki/tablice np. Rys. 2.1, Rys. 5.9, Tablica 5.4;

- nieprecyzyjne opisy rysunkow np. Rys. 3.3 (brak oznaczenia miejsca M,), Rys. 5.12
(niewidoczna legenda, brak opisu poszczegdlnych czesci rysunku);

- brak odniesienia do Rys. 3.4 w tekscie;
- brak uzasadnienia umieszczenia Rys. 5.6 na str. 32;

- opisujgc roznice w modelu M2 i M3 zastosowano duzy skrét myslowy, z ktérego wynika, ze
to model M2 zawiera arginine;

- zte cytowania tabel np. str. 48 (ma byc tablica 5.11);
- zty zestaw rysunkdw pod krzywgq na Rys. 5.21;
- nieuzasadnione uzycie duzej litery dla ,Mechanizm reakcji”;

- nieprecyzyjne sformutowania np. str. 38 ,,wptyw statej dielektrycznej w obliczeniach PCM
jest niewielki”, str. 51 ,przesuniecie wartosci Eo”, str. 59 ,wyznaczono energie”,
str. 63 ,bariera reakcji dla odlegtosci 7 A wynosi ...”.

Zdaniem recenzenta konieczna jest korekta edytorska pracy, przed jej upublicznieniem
i pozostawieniem jej do wglqdu dla innych adeptéw badan naukowych.
Powyzsze uwagi nie wptywajq jednak na wartos¢ merytorycznq recenzowanej rozprawy.
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Podsumowanie.

Syntaza acetylokoenzymu A, bedgca przedmiotem badar Autorki rozprawy odgrywa
wazna rolg w metabolizmie. Uczestniczy w przemianie tlenowej sacharydéw w Cyklu Krebsa,
w syntezie kwasow ttuszczowych oraz w syntezie steroidéw. Poznanie mechanizmu dziatania
tych ukfadéw jest nieodzownym elementem potrzebnym do zrozumienia wielu procesow
metabolicznych, a w przysztoéci dajgcym mozliwoéé potencjalnego zastosowania enzymow
W procesach pozaustrojowych. Aby taki cel osiggna¢ nieodzownym staje sie poznanie
na poziomie molekularnym korelacji pomiedzy strukturg enzyméw a ich aktywnoscia. Wiaze
si¢ to z koniecznoscia uzycia obok badari do$wiadczalnych, prowadzonych przy uzyciu
roznych technik, rowniez badar teoretycznych. W $wietle podanych powyzej faktéw wybor
tematu rozprawy doktorskiej i narzedzi badawczych stosowanych w rozprawie doktorskiej
uwazam za bardzo trafny i celowy.

Pani Aleksandra Chmielowska szczegétowo przeanalizowata rézne formy (geometryczne
i elektronowe) klastera A. Do opisu poszczegdlnych etapow trafnie wybrata nie tylko metody
teoretyczne, ale i parametry, ktére pozwolity jej na wskazanie, jakie elementy struktury
geometrycznej/elektronowej badanych uktadéw decyduja o ich reaktywnosci. Autorka
rozprawy pokazata, ze z przeprowadzonej analizy potrafi wysuwac poprawne whnioski
i umiejetnie korzysta z wiedzy zdobytej na poszczegélnych etapach badar.

Na podstawie powyzszej sformutowanych faktéw stwierdzam, ze przedstawiona mi
do recenzji rozprawa doktorka ,Kwantowochemiczne obliczenia wtaéciwosci strukturalnych
i elektronowych oraz reaktywnosci klastera A w syntazie acetylokoenzymu A”, spetnia
wymogi stawiane rozprawom doktorskim, zgodnie z Ustawg z dnia 14 marca 2003 o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.z
2003 r., Nr 65, poz. 595 z pdzniejszymi zmianami) i wnosze o dopuszczenie mgr Aleksandry
Chmielowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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