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Recenzja rozprawy doktorskiej pana mgr. Michala Swiatka

Pan mgr Michat Swiatek przygotowal prace doktorska zatytulowang ,, Computational
modelling of neck linker's polymeric properiies with comparison o mutated protein sequences
in the context of kinesin’s overall dynamical properties” w Zakladzie Fizyki Statystycznej na
Wydziale Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej Uniwersytetu Jagiellonskiego pod
kierunkiem dr. hab. Pawta F. Géry, prof. UJ. Badania rozpoczynat przy wspotpracy z prof. dr
hab. Ewa Gudowska-Nowak.

Pan M. Swiatek podjat sie badania in silico wilasnosci elastycznych peptydu
sktadajacego si¢ z sekwencji 19 aminokwasow, ktore wystepuja powszechnie w taczniku
pomiedzy gtowa a szyja kinezyn typu 2, ktory w jezyku angielskim okresla si¢ terminem ,,neck
linker”. W szczegélnosci w swoich modelach wykorzystat dostgpne dane strukturalne biatka
KIF3B i zastosowat dynamike molekularna do zbadania wptywu wlasnoéci tacznika kinezyny
na funkcjonalnoéé tego biatka. Oprocz badan wiasnosci mechanicznych i dynamicznych
{qcznika przeprowadzit badania poréwnawcze tych wlasnosci dla peptydéw powstatych przez
zastapienie aminokwaséw alaning. W pierwszym z nich wszystkie aminokwasy zostaty
zastapione przez alaning. Tak otrzymany fancuch peptydowy skladat si¢ wige z dziewigtnastu
alanin i zostal oznaczony w pracy jako Alg-only. W drugim zastapiono wszystkie asparaginy
wystepujgce w taczniku alaning. Otrzymany lancuch peptydowy oznaczono jako no-
Asparagine. W trzecim zastapiono wszystkie lizyny alanina. Otrzymany lancuch peptydowy
oznaczono jako no-Lysine. W czwartym zastgpiono wszystkie proliny alaning. Otrzymany
laficuch peptydowy oznaczono jako no-Proline. Badania tancuchéw przeprowadzono gtownie
za pomocg dynamiki molekularnej przy uzyciu oprogramowania GROMACS oraz metod fizyki
statystycznej i fizyki polimeréw. Gléwny nacisk potozono na analiz¢ statystyk taficuchow
poddanych nacigganiu przez zewngtrzng silg przylozong do koncow faficucha. Oprocz
standardowych statystyk, wyznaczono réwniez zmiany energii swobodnej fancuchow pod
wplywem naciagania. Do tego celu wykorzystano metodg oparta na twierdzeniu fluktuacyjnym
Crooks’a.



Podjeta tematyka w niniejszej rozprawie doktorskiej jest bardzo wazna, gdyz wpisuje
sig w szerszy kontekst poznawania dzialania bio-nanomaszyn, a konkretniej tzw. silnikow
molekularmnych. Sg to, najczesciej, kompleksy bialkowe aktywowane ATPazg lub GTPaza. W
wyniku hydrolizy czasteczek wysokoenergetycznych ATP/GTP uwalniana jest energia, ktora
stymuluje ruch np. organelli czy biatek w calej objetosci komérek. Uktady te odgrywaja
kluczowa role migdzy innymi w ukierunkowanym transporcie wewngtrz-komérkowym wzdhuz
struktur cytoszkieletowych, podziale komorek, transporcie jader, skurczu mie$ni czy
transdukcji mechaniczno-chemicznej. Wyrdznia sie trzy rodziny tego typu silnikow
molekularnych: kinezyny. dyneiny i miozyny. Kinezyny, ktére znalazly sie w kregu
zainteresowan Doktoranta odpowiedzialne sg za transport molekut czesto znacznie
przekraczajacych ich mas¢ i wielko$¢. Transport odbywa sie wzdluz spolaryzowanych
mikrotubuli. Polaryzacja mikrotubuli decyduje o tym, ze kinezyny prowadzg aktywny transport
molekut do wnetrza komorki. Niektore mechanizmy zwigzane sg z procesami mitozy i mejozy.
U ludzi odkryto obecnie 45 roznych kinezyn. Roznorodnos¢ ta wynika z ich szczegolnych
funkcji. Kinezyny réznig si¢ migdzy soba budowsg, ale w obrebie jednostki motorycznej
wspomnianego fqgcznika wystgpuje duza analogia pomigdzy nimi. Poznanie wlasnosci
mechanicznych i dynamicznych jednostki motorycznej kinezyny, a wiec takze fgeznika, ktory
odgrywa istotng rolg przy przemieszczaniu sie dwodch glowek kinezyny poruszajacych sie
wzdluz mikrotubuli jest bardzo wazne. Przede wszystkim bedzie mozna zrozumiec, selekcje
poszczegolnych lgcznikéw w wyniku ewolucji do ,,zadan specjalnych”, w ktérych uczestniczg
kinezyny, a co za tym idzie budowa¢ wilasne maszyny molekulame, ktore bedg mogty by¢
sterowane okreslonymi bodzcami transportu ukierunkowanego wybranych molekut w obrebie
komorek. W ten sposob bedzie mozna modyfikowac¢ odpowiedzi komorek — wzmacnia¢ lub
ostabiac¢ ich odporno$¢ i aktywnosé. Ostabianie moze znalez¢ zastosowanie np. w zwalczaniu
komorek nowotworowych lub w leczeniu choréb neurodegeneracyjnych. Do tej pory udato sie
pozna¢ wplyw hydrolizy ATP na przylaczenie si¢ glowek kinezyn do mikrotubul, ale sam
mechanizm ich przemieszczania si¢ nie zostal jeszcze wyjasniony. Dlatego pytanie, jak
wlasnoSci mechaniczne i termodynamiczne {geznikéw moga wpltywaé na szybkosé transportu w
zadanych warunkach 1 w obecno$ci okreslonego dostepu do ATP, pozostaje weigz aktualne.

Rozprawa doktorska p. Michata Swigtka zostala napisana w jezyku angielskim. Liczy
70 stron. Poza strong tytutowa, podzigkowaniami, streszczeniem w jezyku angielskim i
polskim, oswiadezeniem o opublikowaniu czeSci prezentowanych w rozprawie wynikow i
spisem ftresci, praca zawiera pig¢ rozdziatdw, a na jej koncu umieszezony jest spis literatury
obejmujacy 109 pozycji. Na siedem podrozdziatow rozdziatu 1, bedgcego wstepem, skladaja
sig: omoOwienie celéw pracy, wprowadzenie do bialek motorycznych, opis funkeji kinezyn w
transporcie wewnatrzkomorkowym neurondéw, opis modeli teoretycznych ukicrunkowanego
ruchu kinezyn wzdtuz mikrotubuli, budowa kinezyn, dane dotyczace sekwencji aminokwasow
w obrebic lgeznika, wprowadzenie do mechanicznego opisu tancuchdéw biopolimerow oraz
koncepeja badania zmiany energii swobodne] wynikajgcej ze zmian konformacyjnych peptydu
podczas rozciggania. W rozdziale drugim, zatytulowanym ,, Dynamical properties of kinesin
stricture” Doktorant podzielit materiat na dwie czgsécei. Picrwsza stanowi wstep teoretyczny do
analizy drgan normalnych i analizy domenowej wykorzystanej do wyodrgbnienia sztywnych
struktur w obrebie biatka, a druga zawiera uzyskane wyniki za pomocg analizy domenowej i
ich dyskusje. Trzeci rozdzial ,,Neck linker stretching” podzielony jest na trzy podrozdziaty, w
ktorych omowione zostaty metody, protokoty symulacji i wyniki. Gtowna metoda badawcza
uzytg do badan zachowania sie tacznika pod wplywem sity rozciagajacej byta metoda dynamiki
molekularnej. Autor przypomina podstawy tej metody oraz podaje szczegdly dotyczace
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potencjaléw uzytych do opisu oddziatywan w obrebie tacznika oraz przyblizen uzytych do
opisu oddziatywan z otoczeniem. W podrozdziale przypomniano réwnies narzedzia dotyczace
analizy statystycznej rozkladu polozen lancucha. uzywanej pozniej do $ledzenia trajektorii
tacznika oraz innych metod numerycznych 1 protokotéw wykorzystanych w dalszej czesci
pracy. Drugi podrozdziat zawiera opis taficuchow peptydowych poddanych badaniom in silico.
W trzecim  przedstawiono porownawcze  wyniki eksperymentow  numerycznych
przeprowadzonych dla lacznika wystgpujgcego  w  kinezynie, oraz wspomnianych
zmodyfikowanych peptydow: Ala-only. no-Asparagine. no-Lysine oraz no-Proline. Najpierw
przedstawiono wyniki analizy statystyczne] rozktadu odleglosci pomiedzy kofcami tancucha
peptydowego w stanie réwnowagi z otoczeniem. Wyniki te byly punktem wyjscia do
przeprowadzonej nastgpnie analizy usrednionych odleglosci pomiedzy elementami taficucha
peptydowego pod wptywem réznych sit rozciggajacych, przylozonych do jego koAcow.
Rozdzial czwarty pt. ,, Free energy difference estimation on the basis of Jarzynski equality and
Crooks fluctuation theorem’ poSwigcony jest analizie zmiany energii swobodnej tancucha
peptydowego pod wptywem rozciggania. Najpierw zostaty przypomniane podstawy
teoretyczne, a w szczegolnosci relacja Jarzynskiego, ktora wyraza zmiane energii swobodnej
pomiedzy stanami, poprzez $rednig statystyczng z eksponenty z pracy wykonanej przy
przejsciu pomiedzy tymi stanami. Rownanie J arzynskiego jest trudne do zastosowania wprost
do wyliczania zmian energii swobodnej. Na jego podstawie powstaly jednak metody
praktyczne, ktore wykorzystuja pewne uproszczenia pojawiajace si¢ w réwnaniach, gdy bada
si¢ jednoczesnie prace wykonana przy przejSciu pomigdzy pierwszym a drugi stanem, jak i
pracg w procesie odwrotnym, to znaczy pomig¢dzy drugim a pierwszym stanem. Metody oparte
sq na twierdzeniu fluktuacyjnym Crooks’a. Dwie metody uzywane w literaturze przedmiotu
wynikajacego z tego twierdzenia nazywane sy metodg Crooks’a i metodg Bennett’a. Obie
zostaly wspomniane w pracy doktorskiej. W odniesieniu do badan hancuchéw peptydowych,
zastosowanie tych metod sprowadza sie do wyznaczenia rozktadu nakfadu pracy potrzebnego
do naciggnigcia tancucha ze stanu rownowagi i pracy wykonanej przez laficuch przy powrocie
ze stanu naciggni¢tego do stanu rownowagi. Ostatni rozdziat podsumowuje uzyskane wyniki,
przypomina najwazniejsze wnioski dyskutowane w poprzednich rozdziatach i wskazuje
potencjalne kierunki moggce stanowié kontynuacje badar.

W pracy zostaly scharakteryzowane mechaniczne i termodynamiczne wlasnosci
natywnego lgcznika kinezyny typu 2 | wskazane jego szczegblne wilasnosci w poréwnaniu do
innych tancuchéw o zmienionym sktadzie aminokwaséw. Jako ekstremalnym przykladem, w
swojej analizie, Doktorant postuzyl si¢ peptydem sktadajacym si¢ wylgcznie z najprostszego
(najmniejszego i hydrofobowego) aminokwasu — alaniny. Ten uklad wykazywat najwiekszg
odlegtos¢ miedzy koficami w stanie rownowagi i najsilniejsze zmiany sredniego odchylenia
kwadratowego i promienia zyracyjnego pod wplywem przykiadanych sil rozeiggajgcych w
porownaniu do wszystkich badanych uktadéw. Dla czasu poczgtkowego promien zyracyjny jest
mniejszy dla tej probki, a najmniejszy dla no-Lysine, co wynikato z rozciggtosci badanych
tancuchow peptydowych wyznaczonych dla stanu réwnowagi. Jednak zmiany w czasie
promienia zyracyjnego sa najmnicjsze w przypadku no-Lysine, gdy stosowane sa sity > 1160
pN, ale wieksze dla dwéch mniejszych sil niz obserwowano to dla pozostatych peptydow,
wylgczajac Ala-only przypadek. Poréwnanie zmian odlegloscl, w trakcie naciagania, pomigdzy
czwartym aminokwasem a kolejnymi bardziej odlegtymi aminokwasami w tfaficuchu
peptydowym dla Ala-only i natywnego /qcznika, wykazalo, Zze sa one znacznic bardzigj
zroznicowane nawet dla najblizszych sgsiadow w tym drugim przypadku, ale jak mozna byto
si¢ spodziewaé w przypadku Ala-only peptydu dla trzech najbardziej odleglych aminokwaséw
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odleglosci te s3 znacznie wigksze i narastaja juz dla znacznie krétszych czasdéw naciggania.
Zmiany energii potencjalnej w czasie dla Ala-only byly nieznaczne dla dwoch najmniejszych
przylozonych sit, natomiast wraz z rosngcg silg i czasem energia potencjalna malata, podobnie
Jak w pozostatych uktadach, Jednak zawsze pozostawala znaczaco wyzsza niz w innych
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przypadkach. Cho¢ zmienno$¢ oscylacyjna energii potencjalnej w czasie wystepuje we
wszystkich zmodyfikowanych przez podstawienie alaning /gcznikach, to sg one odmienne od
przypadku natywnego {gcznika, dla ktorego energia potencjalna wykazuje zawsze najmniejsze
wartoSci w pordwnaniu do pozostatych ukladéw dla danej stosowanej sily rozciagajace;.
Potencjal Lenarda-Jones’a w czasie wykazuje oscylacyjne zmiany dla wszystkich badanych
taficuchow peptydowych, ale sg one rézne dla roznych prébek. Najwicksze wartosci potencjal
ten wykazuje dla tancucha natywnego lgcznika, a najmniejsze dla Ala-only. Analiza zmiany
liczby wiazan wodorowych w czasie pod wplywem okreslonej sity dla tak krotkich tancuchow
peptydow jest ograniczona, jak zauwaza Doktorant. Jednak na pewno mogt stwierdzié
znaczgco wyzszg 1los¢ wigzan wodorowych zrywanych dla krotkich czaséw trwania sity dla
peptydu no-Lysine, a dla dhugich czaséw w przypadku peptydu no-Proline w poréwnaniu do
pozostatych probek. Dodatkowo, badajac liczbe wigzan w poblizu Ca przy 10-tym
aminokwasie mogl stwierdzi¢, ze w przypadku peptydu no-Lysine jego konce sy bardziej
zwinigte. Ma to swoje odzwierciedlenie takze w zmniejszonych fluktuacjach granicznych
atomow tego fancucha nawet pod dzialaniem najwyzszej przytozonej sily, podczas gdy w
pozostatych przypadkach sg one znaczace w poréwnaniu do wielkogci fluktuacji wewnetrznych
atomow. Tego jednak nie dyskutuje Doktorant w swojej pracy. Opierajac sie na wynikach
dotyczacych zmian energii swobodniej pod wplywem naciggania, otrzymanych na podstawie
metody Crooks’a Doktorant mégt stwierdzié, ze peptyd no-Lysine jest najbardziej sztywna
strukturg sposrod wszystkich badanych fancuchow. Wspolezynnik krzywej parabolicznej
opisujgcej ta zmiennos$¢ jest ok. 4.5 raza wigkszy od uzyskanego dla natywnego lgcznika
(kolejnego najbardziej sztywnego spoérad badanych uktadu, do ktérego zblizone parametry
wykazywala probka no-Asparagine), a w poréwnaniu do peptydu Ala-only prawie 10-krotnie
wigkszy. Na podstawie tych danych Doktorant zauwaza, ze choé¢ z jednej strony tancuch
peptydowy no-Lysine, jako najbardziej sztywna ,,sprezyna’ wérdd sztucznie zmodyfikowanych
tancuchow peptydowych moglaby wydawaé sie lepszym “lacznikiem”, to musi istnie¢ powad,
dla ktorego w rzeczywistych ukladach lizyna jest obecna. Nalezy dodaé, Ze jest to najliczniej
wystepujacy aminokwas w strukturze natywnej i jedyny sposrod podstawianych aminokwasow
znajdujacy sie takze w poblizu konaca C natywnego lgeziika.

Praca stanowi logiczng calo$é i do samego jej uktadu nie mam zastrzezer. Natomiast
sposob przedstawienia danych wymagalby poprawy. Pomijajgc malg czcionke, ktéra Doktorant
uzyt przy pisaniu, to skale na rysunkach 33.6 — 3.3.14 sg praktycznie nicczytelne, a dodatkowo
bardzo cienkie linie na rysunkach 3.3.12 i 3.3.13 utrudniajg odezyt przebiegu krzywych. Choé
rysunki opatrzone sg w legendy, nickiedy doé¢ obszerne, to zamiast pisa¢ lewy, prawy panel, u
dotu, u gory, lepiej bytoby u géry paneli uzupeinic rysunek o dodatkowy podpis. Dla
tatwiejszego zobaczenia ewentualnych réznic pomigdzy poszezegdlnymi danymi skale
powinny by¢ lepiej dobrane. Na przykiad na rys. 3.3.8 i 3.3.9 skala powinna by¢ rozciagnieta
do wartosci 0.7, a wiec dwukrotnie. Skale na rysunkach 3.3.6 1 3.3.7 powinny byé¢
ujednolicone, aby uwidocznié réznice wartosci energii, a tylko w przypadku nachodzacych na
siebie krzywych wstawi¢ wykresy w rozszerzone] skali. Na rysunku 3.314 wskazane bytoby
dodanie u gory kazdego wykresu dodatkowej osi odcietych, ktora przedstawiataby kolejne
numery aminokwasow w peptydach. To pozwolitoby na ustalenic $rodka tancucha i petniejsze
pordwnanie danych dla poszczegélnych probek, co przy numeracjl atomow jest niemozliwe ze
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wzgledu na roznice w budowie aminokwasoéw. Rysunek 1.5.1 w wersji drukowanej w
kolumnach zaznaczonych na niebiesko jest nieczytelny. W tekécie pojawity si¢ nieliczne
drobne biedy j¢zykowe. W Tabeli 1.1 arginina blednie ma przypisane oznaczenie A, powinno
by¢ R. Wspomniane niedociggnigeia redakeyjne utrudnialy czytanie pracy i weryfikacje
podawanych danych. Dobrze bytoby w pracy zamiesci¢ spis uzytych skrotow i symboli.
Pozwolitoby to unikng¢ pewnych nickonsekwencji, ktére dotycza oznaczen. Na przyktad
symbol gradientu w réwnaniu (3.2) jest inaczej oznaczany niz gradient w réwnaniu (3.16).
Wielkosci wektorowe oznaczane sg czasami ze strzatkg, jak np. w réwnaniu (3.16) i (3.18), a
czasami bez jak na przyklad w rownaniach (3.9), (3.24). Podobna uwaga dotyczy symbolu
wektora 7, we wzorze (3.17), ktory oznacza wzgledny wektor polozen sgsiednich elementow
(mas) fancucha, a dokladnie ten sam symbol w rownaniu (3.20) oznacza odleglos¢ elementu
(masy) od srodka cigzkosci lafcucha. Tego typu nickonsekwencji jest znacznie wigeej.
Wyglada to tak, jakby Autor czerpal z réznych zrodel i nie ustalil wsp6lnej notacji w swojej
pracy doktorskiej, ktora powinna by¢ spéjna.

Pomimo tych niedociggnigé oceniam pracg pozytywnie. Mam jednak kilka uwag i
pytan. Prosilabym Doktoranta o ustosunkowanie sig¢ do nich:

1) Jak przyjety model Simple Point Charge wptywa na uzyskane wyniki?

2) Dla jakiego pH byfa prowadzona symulacja w przypadku Pana badan? Jak uwzglednia sie
zmiany pH otoczenia?

3) Dlaczego badane byly ,mutacje lagcznika” dla tak szerokiego zakresu zmian wielu
aminokwasow na raz? Jaka byta podstawa do wybrania tych konkretnych mutacji?

4) Jakie przewidywalne konsekwencje niesie ze soby wprowadzenie alaniny w miejsce
konkretnych zmienianych aminokwasow? Czy sg one zgodne z uzyskanymi wynikami?

5) W tabeli 4.1. w trzeciej kolumnie Doktorant podaje, ze metoda Crooks’a nie radzi sobie z
przypadkiem Ala-only 1 no-Lysine, zgodne z tym co rowniez widaé na rysunkach 4.2.1 i
4.2.2, gdzie stosowne histogramy nie przekrywaja sig. Z drugiej strony, w czwartej
kolumnie podano wyniki otrzymane za pomocg metody Bennett’a, ktora dobrze sobie radzi
w tych przypadkach. Dlaczego wigc na rysunku 4.2.5 uzyto wynikéw z metody Crooks’a, a
nie metody Bennett’a? Dlaczego nie omoéwiono szczegoldéw zastosowania metody
Bennett'a, skoro uzyto jg w Tabeli 4.1 i stwierdzono, ze jest stabilniejsza?

Pan mgr Michat Swiatek wykazal si¢  umiejetnoscia zastosowania metod fizyki
statystycznej 1 komputerowej do badania uktadéw biologicznych. Praca doktorska ma wiec
charakter interdyscyplinarny. Uzyskane przez Doktoranta wyniki stanowig wazny przyczynek
do lepszego poznania wlasnosci mechanicznych i termodynamicznych fgcznika wystepujacego
w kinezynach typu 2. Poglgbienie tych badan moze pozwolié¢ w przyszioéci zrozumieé, jak
fragmenty biatkowe kinezyny reguluja te whasnosci; np. jaki wptyw maja budowa i struktura
tgcznika na oddzialywania glowy kinezyny w czasie jej przylegania do mikrotubuli. Kierunki
dalszych badan wskazane przez Doktoranta sa naturalng konsckwencja uzyskanych przez niego
wynikow. Mogg by¢ wazne w projektowaniu silnikow molekularnych o szerokim potencjalnym
zastosowaniu  w rozwijajagcych si¢  bio-nanotechnologiach, a w szczegdlnoéci bio-
nanomedycynie, jak juz wczesniej wspomnialam. Nalezy tu podkresli¢, iz efektywnogé
funkcjonowania kinezyn w uktadach naturalnych siega 60%, a wige bionika tych struktur jest
bardzo pozadana.



Pan M. gwiqtek Jest autorem czterech publikacji, trzech o zasiggu migdzynarodowym.
W dwoch sposrod nich zawart czese wynikow zwartych w niniejszej rozprawie. W jednej z
prac jest pierwszym autorem.

Uwazam, ze przedstawiona praca spetnia kryteria stawiane kandydatom w Ustawie o
stopniach naukowych i tytule naukowym, DzU. z 2016 r. poz. 882, i w zwiazku z tym
wnioskuj¢ o dopuszczenie pana mgr. Michala Swigtka do dalszych etapow obrony rozprawy
doktorskiej.
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