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with comparison to mutated protein sequences
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na Wydziale Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej
Uniwersytetu Jagielloriskiego

Tematyka rozprawy mgr. Michata Swigtka dotyczy przemian strukturalnych
biopolimeréw w odpowiedzi na gwaftowne zaburzenia systemdéw biologicznych w ktérych sie
znajduja. Bedacy przedmiotem badanh tgcznik szyjki (neck linker) to fragment kinezyny,
znajdujacy sie pomiedzy jej elementami zwanymi szyja i gtowa. Jest to wazna czes¢ tego biatka
motorycznego, ktéra napedza transport aksonalny. Przemieszczanie sie kinezyny wzdtuz
mikrotubuli jest scisle powigzane ze zmiang standw konformacyjnych tego wtasnie facznika,
ktorego witasnosci odgrywajg bardzo wazng role w przenoszeniu energii i informacji w motorze
kinezynowym. Rozcigganie biopolimerdw z wykorzystaniem mikroskopii sit atomowych lub
pesety optycznej prowadzi do rozwiniecia ich struktur, co mozna rozumieé jako zmiane miedzy
stanami konformacyjnymi. Réznica energii swobodnej pomiedzy tymi stanami moze byé
uwazana za istotng ceche danego biopolimeru. Celem rozprawy doktorskiej mgr. Michafa
Swigtka bylo przeprowadzenie, z wykorzystaniem Dynamiki Molekularnej, symulacji
eksperymentu rozciggania struktury tgcznika szyjki kinezyny, ktéry ma odwzorowywaé
przeskakiwanie pomiedzy stanami konformacyjnymi podczas krokowego ruchu kinezyny,
a nastepnie przeprowadzenie analogicznych eksperymentéw dla kilku ,zmutowanych”
taricuchow biatek, i zbadanie, jaki wptyw na wiasciwosci dynamiczne tacznika szyjki kinezyny
moga mie¢ mutacje punktowe w jego strukturze. W celu sprawdzenia, ktére wielkosci mozna
powigza¢ z wybranymi podstawieniami aminokwaséw w taczniku Doktorant oszacowat
réznice energii swobodnej podczas zmiany standw konformacyjnych z wykorzystaniem
réownania Jarzyniskiego. Zatem zakres badan prowadzonych w ramach tej pracy doktorskiej
miesci sie w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki fizyczne.
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Praca doktorska mgr. Michata Swigtka ma przede wszystkim charakter poznawczy,
a wynikajgce z niej wnioski mogag znale?é zastosowanie zaréwno w dalszych badaniach
teoretyczny, ktérych kierunki proponuje w podsumowaniu Doktorant jak i stanowié inspiracje
do podjecia badar eksperymentalnych.

Rozprawa, ktora zostata napisana w jezyku angielskim, sktada sie z pieciu rozdziatéw
poprzedzonych streszczeniami w jezyku angielskim i polskim oraz podana na koncu
bibliografig zawierajacg 109 pozycji literaturowych, gtéwnie artykutéw naukowych.

Rozdziat pierwszy rozprawy doktorskiej mgr. Michata Swigtka to wprowadzenie
do tematyki pracy w konwencji od ogdétu do szczegétu czyli od opisania odkrycia biatek
motorycznych poprzez oméwienie budowy, roli i modeli kinezyny (wraz z oméwieniem
parametrow struktury tego biatka zdeponowanej w banku PDB — Protein Data Bank) do opisu
samego facznika szyjki kinezyny. Jako ostatnie zagadnienia krotko przedstawione zostaty
metody eksperymentalne badania wtasciwosci elastycznych biopolimeréw oraz wyznaczania
réznicy energii swobodnej miedzy stanami konformacyjnymi biatka.

Rozdziat drugi dotyczy dynamicznych wtasciwoséci struktury kinezyny. Na podstawie
wynikéw analizy drgan normalnych i analizy domenowej dla struktury taricucha kinezyny 3kin
(ktéra to struktura zostata uzyskana z banku PDB) zostaty wyznaczone domeny o réinej
sztywnosci. Opierajgc sie na danych literaturowych oraz wynikach badan wstepnych, prég
energii deformacji, ktéry odréinia region sztywny od elastycznego, zostat ustalony
na 400 kl/mol. Otrzymane przez Doktoranta w czasie analiz wartosci energii deformacii dla
tacznika szyjki pokazaty, ze jest to taficuch aminokwaséw, ktéry w niektérych konfiguracjach
moze miec duzo bardziej elastyczng strukture w stosunku do innych struktur funkcjonalnych
kinezyny i dzieki temu wykazywaé pltynne ruchy, co wptywa na przemieszczanie sie catego
biatka.

W rozdziale trzecim zapoznajemy sie z pojeciami i metodami Dynamiki Molekularnej
uzytymi w protokole zastosowanym do przeprowadzenia symulacji rozciggania pieciu
obiektow badan: struktury oryginalnego tacznika szyjki kinezyny, struktury utworzonej
z sekwencji polialaniny {oznaczonej w pracy jako Ala-only) oraz trzech ,zmutowanych”
taficuchéw biatek. Oryginalna sekwencja aminokwaséw tacznika szyjki zostata poddana
modyfikacjom punktowym polegajacym na zastgpieniu trzech typéw aminokwaséw
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(asparaginy, lizyny i proliny) alanina, zeby wyeliminowaé wplyw ich tancuchdéw bocznych
na strukture natywna tacznika szyjki. W pracy starano sie symulowaé zmiany w czasie
w obrebie zamknietego uktadu, gdzie wszystkie znaczace czasteczki sg reprezentowane
w okreélony sposéb, a wilasciwoéci termodynamiczne sg utrzymywane na poziomach
zblizonych do fizjologicznych. W celu oceny wiaéciwoéci mechanicznych mgr Michat Swiatek
przygotowat nowy protokdét symulacji szybkiego rozciggania, zachodzacego z dala od stanu
réwnowagi, wykorzystujac staty site, ktéra powoduje zmienng predkosé¢ procesu. Dzieki
prowadzonym tak symulacjom z wykorzystaniem oprogramowania GROMACS zostato zebrane
kilka ogromnych zbioréw trajektorii punktéw odpowiadajgcych wszystkim elementom ukfadu
w stanie nieréwnowagowym. Pozwolifo to przesledzi¢, w trakcie catego procesu rozciggania,
dynamiczne zmiany takich wielkosci jak: energia potencjalna, potencjat Lennarda-Jonesa,
promienia bezwiadnosci itp.

Rozdziat czwarty pokazuje mozliwosci szacowania réznicy energii swobodnej miedzy
poczatkowymi i koncowymi stanami konformacyjnymi rozcigganych peptydéw na podstawie
réwnania Jarzyniskiego i twierdzenia fluktuacyjnego Crooksa oraz innych estymatoréw réznicy
energii swobodnej np. estymatora Bennetta. Bardzo interesujace wyniki stanowig uzyskane
profile réznicy energii swobodnej rozciagania. Wartoéci réznicy energii swobodnej
eksperymentéw rozciggania nierédwnowagowego sa icisle zwigzane z szeregiem okreslonych
i odrebnych substytucji danego typu aminokwasu w sekwencji biatka. We wszystkich
przypadkach istnieje wyraZzna rdznica w odpowiedzi ,zmutowanych” peptyddéw na sify
rozciggajgce w poréwnaniu z oryginalng, niezmodyfikowang struktura facznika szyjki. Mozna
zatem stwierdzi¢ jak substytucja danego typu aminokwaséw w sekwencji biatka wplywa na
profil energetyczny facznika szyjki kinezyny. Zaprezentowane wyniki pokazuja wyraZnie
znaczenie rdéznicy energii swobodnej pomiedzy stanami konformacyjnymi dla biologicznej
funkcji tacznika szyjki.

Rozdziat pigty to bardzo krétkie podsumowanie pracy ze szczegdlnym podkresieniem
oryginalnych wynikéw, ktére nie zostaly dotychczas opublikowane. Ponadto Dokorant
nakreslit jeden z kierunkéw dalszych badan, ktére moglyby pokazaé dalekosieine skutki
mutacji punktowych w sekwencji facznika szyjki na wydajno$é mechanizmu ruchu kinezyny.

Inspirujgc sie podobienstwem pomiedzy zjawiskiem zmiany odpowiednich standw
konformacyjnych podczas ruchu kinezyny, a eksperymentami rozciggania biopolimeréw przy
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uzyciu mikroskopii sit atomowych czy tez szczypiec optycznych mgr Michat Swiatek
przeprowadzit symulacje Dynamiki Molekularnej pozwalajgce na wglad i ocene konsekwencji
lokalnych modyfikacji struktury biatka na jego elastycznosé¢ w odpowiedzi na zewnetrzne
naprezenia mechaniczne. Najciekawszym i wartym podkreélenia rezultatem tej pracy jest
pokazanie zaleznosci pomigdzy obecnoécia mutacji punktowych w sekwencji facznika szyjki
kinezyny a réznica energii swobodnej konieczng do przeskakiwania pomiedzy stanami
konformacyjnymi.

Podczas lektury przedstawionej do recenzji pracy nasunety mi sie pytania do Autora, ktére
wymienione s3 ponize;j:

¢ Co byto podstawa wyboru przez Doktoranta takich wtaénie struktur »Zmutowanych”?

e Jak bardzo , niedoskonatosci” struktur biatek zdeponowanych w bazie PDB (ktére zostaly
omowione w rozdziatach 1.4 i 2.2) wplywaja na wyniki koricowe symulacji
eksperymentow rozciggania, a w szczegélnoéci przedstawionych w tej pracy wynikéw?
Czy istnieje jakas inna moiliwos$é pozwalajgca na pozyskanie bardziej doktadnej struktury
kinezyny?

® Jakie praktyczne zastosowanie moga znalezé uzyskane w pracy wyniki?

Autor rozprawy nie ustrzegl sie pewnych btedéw edycyjnych np. w tabeli 1.1.:
jednoliterowy symbol uzywany dla argininy to R (a nie A jak podano w tabeli); w bibliografii
poz. 30 mamy inicjaty pierwszego i drugiego imienia autora oraz nazwisko wielkimi literami
(I.R. GIBBONS), a w kolejnej pozycji ten sam autor ma podane pefne pierwsze imie, inicjat
drugiego i zwyczajowo podane nazwisko (lan R. Gibbons). Warto bytoby ujednolicié¢ sposdb
podawania danych bibliograficznych. Praca doktorska mogfaby zosta¢ uzupetniona o spis
stosowanych skrétéw i symboli, co bytoby pomocne dla jej czytelnikéw oraz moze pozwolito
unikng¢ stosowania w réznych miejscach ta kiego samego skrétu do réznych pojeé tj. na str. 29
skrét RMSD to Root Mean Square Deviation, natomiast na str. 33 to Root Mean Square
Displacement. Jako$¢ wykreséw przedstawionych na wigkszosci rysunkéw (ich wielkosé,
zastosowane kolory iczcionki) s3 zdecydowanie stabym elementem tej rozprawy i nie
stanowia dobrego uzupetnienia do opisu stownego uzyskanych wynikéw. Na rysunkach 3.3.1
i 3.3.2 mozna bylo zastosowaé jednakowy zakres wartosci dla P(dx) oraz pomina¢ dodanie
krzywej Gaussa w przypadku niegaussowskich rozktadéw. Wzmiankowane wyzej uwagi co do
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formy prezentacji wynikéw w zaden sposéb nie umniejszajg wartosci merytorycznej
uzyskanych rezultatéw i wnioskéw.

Niewielka czgé¢ wynikéw pracy doktorskiej zostata opublikowana w dwéch pracach.
Pierwsza z nich: B. Lisowski, M. Swiatek, M. Zabicki, E. Gudowska-Nowak Understanding
operating principles and processivity of molecular motors, Acta Phys. Pol. B, 43(5):1073
opublikowana byta w roku 2012. Natomiast druga (M. Swiatek, E. Gudowska-Nowak
Delineating elastic properties of kinesin linker and their sensitivity to point mutations, Scientific
Reports, 10(1):4832, 2020), w ktérej mgr Michat Swiatek jest pierwszym oraz
korespondencyjnym autorem, opublikowana zostata 4 lata temu. Nie rozumiem zatem
dlaczego Doktorant posiadajac juz doéwiadczenie W przygotowaniu publikacji naukowych nie
wioiyt wysitku, aby opublikowaé réwnies pozostate wyniki swoich badan.

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca spelnia wszystkie
kryteria zwyczajowe i formalne stawiane rozprawom doktorskim. Praca ta stanowi
oryginalne rozwigzanie ciekawego i waznego problemu naukowego wnoszgc istotny wkiad
w badania dynamiki biatek motorycznych. Mgr Michat Swigtek pokazat, ze posiada szeroka
wiedzg z zakresu nauk fizycznych i pokrewnych, umiejetnoéci samodzielnego prowadzenia
badari naukowych oraz krytycznego podejscia do uzyskanych wynikéw. Biorac pod uwage
poziom merytoryczny pracy, uwazam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska
»Computational modelling of neck linker’s polymeric properties with comparison to
mutated protein sequences in the context of kinesin’s overall dynamical properties” spetnia
kryteria stawiane kandydatom i okreélone w Ustawie Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. 22020 r., poz.85 z péin. zm.} i wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Fizyczne
o dopuszczenie mgr. Michata Swiatka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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