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1. Obszar problemowy i cel rozprawy

Tematyka recenzowanej rozprawy doktorskiej dotyczy zagadnieh zwigzanych
z przewidywaniem struktury przestrzennej bialek na podstawie sekwencji. Rozprawa posiada
charakter interdyscyplinarny, z pogranicza chemii obliczeniowej, biofizyki oraz informatyki.

Zrozumienie funkcji bialek na poziomie molekularnym wymaga poznania ich
przestrzennej struktury. Struktura biatka jest natomiast zdeterminowana przez jego sekwencje
aminokwasowg oraz S$rodowisko (otoczenie). Poznanie struktury natywnej biatka ma
kluczowe znaczenie dla badan nad nowymi metodami terapii réznych choréb. Zrozumienie,
jaki jest mechanizm zwijania bialek, moze doprowadzi¢ do znalezienia przyczyny
nieprawidlowego formowania ich struktury jak to ma miejsce w przypadku chorob
neurodegeneracyjnych  (Alzheimera czy Creutzfeldta-Jakoba). Mechanizm procesu

faldowania bialek mimo w dhugoletnich prob nie zostat niestety w pelni rozpoznany.



Metody eksperymentalne (techniki NMR, krystalografia rentgenowskiej) wyznaczania
struktury bialek pozwolity na jej wyznaczenie dla zaledwie matej czgsci sekwencji
biatkowych dostepnych obecnie w bazie UniProt. Ta olbrzymia i wcigz powigkszajaca si¢
dysproporcja wskazuje na konieczno$¢ rozwijania innych metod stluzacych rozwigzywaniu
struktur biatek.

Znaczny rozwdj metod bioinformatycznych oraz wzrost mocy obliczeniowe]
komputeréow sprawity, ze stalo si¢ mozliwe rowniez teoretyczne przewidywanie struktur.
W niektorych przypadkach dokladnos$¢ otrzymanego modelu jest porownywalna do struktur
biatek otrzymanych przy zastosowaniu metod eksperymentalnych. Od 1994 roku, co dwa lata,
organizowany jest ogolnoswiatowy konkurs w przewidywaniu struktury trzeciorzedowej
biatek, CASP (ang. Critical Assessment of Techniques for Protein Structure Prediction).
Celem konkursu jest ocena skuteczno$ci oraz weryfikacja dostepnych metod 1 algorytmow.

Dostepne obecnie metody teoretyczne, pozwalajace na przewidywanie przestrzennej
struktury bialek, mozna podzieli¢ na metody de novo (przewidujace strukturg biatka jedynie
na postawie sekwencji aminokwasdéw) oraz modelowanie poréwnawcze umozliwiajace
budowe modelu biatka na podstawie bialka homologicznego o znanej strukturze
przestrzennej. Przewidywanie metodami de novo oparte jest o hipotez¢ Anfinsena
stwierdzajaca, iz struktura przestrzenna bialka jest $ciSle zdeterminowana przez jego
sekwencje aminokwasow 1 struktura natywna odpowiada minimum energii swobodnej uktadu
biatko-rozpuszczalnik. Do podstawowych problemow tych metod, jak dotad nie rozwigzanych
w pelni od ponad pdét wieku nalezg: stworzenie uproszczonej reprezentacji biatka
o wlasciwos$ciach zblizonych do reprezentacji pelnoatomowej, znalezienie odpowiedniej
funkcji doktadnie opisujacej minimum energetyczne uktadu oraz zaprojektowanie algorytmu
pozwalajacego na jak najlepsze probkowanie przestrzeni konformacyjnej modelowanego
biatka. Najwazniejszg grupg metod sg tu symulacje metodami dynamiki molekularnej
w oparciu o modele fizyczne z uzyciem réznych empirycznych pdl sitowych. Nalezy tez
wspomnie¢ o duzej grupie metod wykorzystujacych uczenie maszynowe (ang. machine
learning) z ,,rewolucyjnym” systemem AlphaFold2, ktory mimo najlepszych wynikow nie
wyjasnia mechanizmu faldowania si¢ bialek 1 posiada znaczne ograniczenia, jesli chodzi
o predykcje struktury biatek o wielu stanach natywnych.

Ze wzgledu na skale czasowa i rozmiar uktadow biomakroczasteczkowych konieczne
staje si¢ projektowanie efektywnych modeli.

Recenzowana rozprawa moze by¢ pewng proba wypeinienia istniejacej luki w tym

zakresie.



Konkretnie, celem pracy doktorskiej byto zweryfikowanie, czy oddzialywania
niewiazace w bialkach (tj. oddziatywania elektrostatyczne i van der Waalsa) stosuja si¢ do
modelu centrycznej Kkoncentracji, jaki ma miejsce w przypadku oddziatywan
hydrofobowych.

Doktorantka sformutowata tez (w sposob niejawny) tez¢ rozprawy:

Wewnetrzne algorytmy optymalizacji energii (w symulacji komputerowej zwijania biatek)
w warunkach wstepnych powinny uwzgledniaé srodowisko wodne jedynie dla oddziatywan
hydrofobowych.

Tematyke rozprawy uwazam za oryginalng, wazng oraz aktualng dla wspdiczesnych prac
z zakresu teoretycznych metod przewidywania struktury bialek.

Podjeta przez Doktorantke tematyka, gdyby zostala zweryfikowana praktycznie

w symulacjach, mogtaby mie¢ bardzo duze znaczenie dla praktyki.

2. Zawartos¢ rozprawy

Rozprawa sktada si¢ z pigciu rozdzialdéw omawiajacych uzyskane wyniki, bibliografii (44
strony) oraz 5-ciu zatacznikéw — publikacji Doktorantki stanowigcych podstawe zlozonej
rozprawy doktorskiej, jednakze tylko do pierwszej publikacji sg odniesienia w rozprawie.
Bibliografia rozprawy zawiera 86 pozycji literaturowych, w tym tylko 5 z ostatnich 5 lat.
W teks$cie manuskryptu zamieszczono 11 rysunkow (w tym 7 z publikacji 1) oraz dwie tabele.
Calo$¢ rozprawy zostala napisana w jezyku polskim.

W  2-stronicowym Wprowadzeniu zostal przedstawiony cel pracy, na koncu za$
(W sposob niejawny) teza pracy. Rozdziat drugi ,,Oddzialywania” zawiera opis oddziatywan
molekularnych w procesie faldowania biatka: oddzialywania niewiazace (podrozdziat 2.1),
oddziatywania hydrofobowe (podrozdziat 2.2) oraz opis modelu rozmytej kropli oliwy (ang.
Fuzzy Oil Drop, FOD) uzyty w pracy do oceny charakteru rozktadow oddzialywan
niewigzacych (podrozdziat 2.3). Rozdziat trzeci “Materiaty i metody” opisuje metodyke
1 protokoly zastosowane w pracy dla wykonania obliczen w systemie Gromacs posiadajacym
zaimplementowane rozne pola sitowe. Dla obliczenia energii oddzialywan elektrostatycznych
1 van der Waalsa w biatku doktorantka uzyta metody MM/PBSA (ang. Molecular
Mechanics/Poisson—Boltzmann surface area) zaimplementowanej w pakiecie g mmpbsa
w Gromacs. W rozdziale czwartym omoéwione zostaly uzyskane wyniki, Podrozdziaty tej
sekcji poswiecone sa konkretnym przyktadom biatek, dla ktérych przeprowadzono analize.

Podrozdziat 4.1 poswigcony jest titinie, ktora jest reprezentatywnym przykladem idealnej



miceli, podczas gdy biatka amyloidogenne (podrozdzial 4.2) przeciwnie, wykazujg wzor
niezgadzajacy si¢ z idealng micela. Transtyretyna przedstawiona w podrozdziale 4.3 jest
przypadkiem posrednim. Rozdzial pigty zawiera Wnioski.

Wspomniane 5 publikacji zostaly opublikowane w czasopismach notowanych
w Journal Citation Reports, za$ ich sumaryczny wspotczynnik oddziatywania wynosi 23.769.
Jedna publikacja (omoéwiona w pracy) — ,Internal force fields in selected proteins”
opublikowana w Acta Biochimica Polonica (IF 2.15), dwie publikacje w International
Journal of Molecular Sciences (IF 5.54), jedna w Biomolecules (IF 4.57) oraz jedna
w Symmetry (IF 3.11). W trzech pierwszych publikacjach Doktorantka jest pierwszym

autorem, co sugeruje jej dominujacy wktad w ich utworzenie.

3. Uzyskane wyniki

Najwazniejszym osiagnigciem pracy doktorskiej jest identyfikacja typu rozktadow
oddziatywan w biatkach. Oddzialywania w bialkach stabilizujgce strukture Ill-rzedowa to
gltownie oddziatywania elektrostatyczne i1 typu van der Waalsa. Dodatkowo w stabilizacji
biorg udzial oddziatywania hydrofobowe. W procedurach poszukiwania struktury biatek
metodami in silico wykorzystuje si¢ procedury optymalizacji w poszukiwaniu minimum
energetycznego dla stabilnej struktury. Optymalizacja ta — jak wykazata praca doktorska pani
mgr Magdaleny Ptak-Kaczor — powinna mie¢ odmienny charakter. Oddzialywania
elektrostatyczne 1 oddziatywania typu van der Waalsa wykazuja charakter rozktadu
jednostajnego, podczas gdy rozktad hydrofobowosci wykazuje rozktad zblizony do rozktadu
normalnego (Gaussa). Oznacza to odmienng funkcje celu dla procedury optymalizacji
oddziatywan prowadzacych do stabilizacji struktury Ill-rzedowej. Wnioski te wynikajg
z analizowanych przyktadow wybranych biatek — titiny, gdzie obserwowany rozkiad
hydrofobowosci wykazuje wysoka zgodnos$¢ z rozktadem Gaussa. Ze wzgledéw na aktualny
problem zjawiska transformacji amyloidowej, analize¢ przeprowadzono tez dla biatek
ulegajacych tej transformacji oraz dla biatlek wykazujacych juz strukture fibryla
amyloidowego. Analiza ta wykazata, Ze relacje rozktadow elektrostatycznych, van der Waalsa
oraz hydrofobowosci nie wyrdzniaja struktur amyloidowych, ktéore w przeprowadzonej
analizie dostarczajg charakterystyki podobnej dla analizowanych biatek. Dla wszystkich
przeanalizowanych bialek niezaleznie od ich hydrofobowego wzorca centrycznej koncentracji
nie znaleziono podobnych wzorcéw w zakresie oddziatywan elektrostatycznych czy van der

Waalsa.



Nalezy réwniez podkresli¢, ze doktorantka wykazata si¢ znakomitym opanowaniem

1 postugiwaniem si¢ systemem Gromacs oraz dostgpnymi tu pakietami i polem sitowym

OPLS, co $wiadczy o jej duzych umiejetnos$ciach programistycznych i uzdolnieniach

w dziedzinie informatyki. Wykonanie obliczen w systemie Gromacs wymagato od

doktorantki procz duzego, czasowego nakladu — cierpliwosci 1 kreatywnosci przy

dostosowywaniu dostepnych bibliotek procedur dla wykonania swojego zadania.

4.

Uwagi o charakterze dyskusyjnym

Podczas czytania pracy nasuwajg mi si¢ pewne uwagi.

. Watpliwo$¢ budzi sposdb obliczania energii dla oddziatywan elektrostatycznych i van der

Waalsa pojedynczego biatka za pomoca metody MM/PBSA. Metoda mechaniki
molekularnej/pola powierzchni Poissona Boltzmanna jest uzywana do obliczania energii
swobodnej wigzania kompleksow biatko-ligand. Zastosowanie w roli liganda/inhibitora —
konglomeratu czasteczek wody, jak to zrobita Doktorantka wydaje si¢ dyskusyjne.
Prositabym o uzasadnienie.

W  protokole obliczen opisanym w podrozdziale 3.2 brak specyfikacji uzycia
(1 parametréw) do pakietu g mmpbsa uzytego do obliczen energii. Parametry te sa
kluczowe dla obliczenia skladowych energii. Nie jest tez jasne, ktore "brakujace
elementy" s3 wymienione w kroku 1 protokotu.

Czy Doktorantka podejmowata proby zaimplementowania uzyskanych wynikoéw do
sterowania optymalizacjag w trakcie symulacji zwijania jakiego$ bialtka w polu silowym
systemu Gromacs ? Innymi stowy, czy postawiona w sposob niejawny we Wprowadzeniu
teza o optymalnym obliczeniowo sposobie prowadzenia symulacji zostata zweryfikowana
praktycznie ? Jesli nie, to co stangto na przeszkodzie ?

Dlaczego Doktorantka odwotuje si¢ w doktoracie tylko do publikacji pierwszej sposrod
5-ciu zataczonych?

Pierwsze dwa akapity w podrozdziale 2.1, a takze pewne fragmenty przedstawione
w rozdziale 2.2 dotyczace systemu Gromacs powinny naleze¢ do rozdzialu “Materialy
i metody”, poniewaz zawierajag szczegély techniczne, a nie odpowiadajg tematowi
podrozdziatu. Powoduje to, Ze tekst jest nieuporzagdkowany.

"Mostki disulfidowe" nie sg oddzialywaniami "niewigzacymi" i dlatego nieodpowiednio

zostaly wlaczone do tego podrozdziatu 2.1.



7. W rozdziale 2-gim nie podano takze zrddta rysunkow 1 1 2, ktore mozna znalezé
w Internecie.

8. W punkcie 4 opisujacym uzyskane wyniki Doktorantka poswiecita moim zdaniem zbyt
duzo miejsca na dane literaturowe dotyczace funkcji biologicznych badanych bialek,
natomiast przedstawita stosunkowo mato szczegdétdw obliczeniowych analizy.

9. Jako sugesti¢ do weryfikacji tezy o mozliwosci sterowania optymalizacjag w symulacji
zwijania bialka poprzez odpowiednie ,,wiaczanie” sil hydrofobowych — podatabym
zrealizowang prace, w ktorej podjeto pewne wstepne proby optymalizacji naprzemienne;j
z wykorzystaniem uzytego przez Doktorantke modelu FOD w polu sitowym UNRES
(ang. UNited RESidue):

Roterman I, Sieradzan A, Stapor K, Fabian P, Wesotowski P, Konieczny L. On the

need to introduce environmental characteristics in ab initio protein structure

prediction using a coarse-grained UNRES force field. | Mol Graph Model. 2022

Jul;114:108166. doi: 10.1016/j.jmgm.2022.108166. Epub 2022 Mar 18. PMID: 35325843.
Mysle, ze wnioski z w/w pracy mogtyby by¢ przydatne w przyszitosciowej implementacji

wynikéw uzyskanych w pracy doktorskie;.

5. Ocena koncowa rozprawy

Wymienione powyzej uwagi maja charakter dyskusyjny i nie podwazaja merytoryczne;j
wartos$ci pracy.

Reasumujac stwierdzam, ze postawiony w rozprawie cel pracy doktorskiej dotyczacy
identyfikacji typoéw rozktadow oddzialywan w bialkach zostal osiagniety. Praca ta stanowi
wartosciowy wktad w poznanie ich natury. Uzyskane wyniki, jesli zostang zastosowane
w praktycznych polach silowych moga znacznie zmniejszy¢ zlozonos¢ obliczeniows i
potrzebne zasoby dla realizacji symulacji zwijania biatek metodami dynamiki molekularne;.

W konkluzji uwazam, ze recenzowana praca spelnia wszystkie wymagania stawiane
pracom doktorskim przez odpowiednia Ustawe i wnioskuje¢ o jej przyjecie i dopuszcze-

nie mgr Magdaleny Ptak-Kaczor do dalszych etapow przewodu doktorskiego.



