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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

MGR BARBARY KALINOWSKIEJ

ZATYTULOWANEJ: “THE MECHANISM OF PROTEIN FOLDING

— 1IN SILICO MODEL”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska wpisuje si¢ w jeden z glownych nurtow
aktualnej tematyki badan modelowych nad strukturg i wilasciwosciami bialek, jakg jest
badanie in silico procesu faldowania prowadzgcego do utworzenia ostatecznej struktury
trzeciorzedowej, odpowiedzialnej za wlasciwosci strukturalne ale i funkcjonalne biatka. Praca
pani mgr Barbary Kalinowskiej wykonana zostala w ramach studiow doktoranckich przy
Wydziale Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej Uniwersytetu Jagiellofiskiego pod
kierunkiem profesor Ireny Roterman-Koniecznej (Zaklad Technologii Informatycznych
Wydzial Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej UJ). Ma ona charakter badan
podstawowych, w szczegolnosei dotyczy algorytmicznego aspektu tworzenia teoretycznych
narzedzi do przewidywania struktury biatka na podstawie sekwencji tworzgcych to biatko
aminokwasow a bedgcych istotnym elementem cyklu siedmiu artykutow, przedstawionych
jako przedmiot rozprawy. Wobec tego zaréwno wybrana forma konstrukcji rozprawy jak

i wybor jezyka angielskiego jako jezyka prezentacji sg w pelni uzasadnione.
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Podstawe rozprawy stanowig teksty siedmiu artykutéw opublikowanych
w czasopismach miedzynarodowych lub jako rozdziaty w ksiazkach monograficznych; catos¢
opatrzona jest wyczerpujagcym omowieniem zaréwno natury 1 mechanizmu procesu
faldowania biatek jak i istniejgcych dotychczas oraz nowych, wspéftworzonych w zespole
promotora, modeli stuzgcych do przewidywania in silico trzeciorzgdowej struktury proteiny
na podstawie jej sekwencji. Wszystkie prace sg wieloautorskie ale zatgczone oswiadczenia nie
pozostawiajg watpliwosci co do istotnodci oryginalnego wkiadu mgr Kalinowskiej

(wynoszgcego w pieciu przypadkach 70% lub powyzej).

Praca mgr Barbary Kalinowskiej zostala wykonywana i jest kontynuowana pod
kierunkiem prof. Ireny Roterman-Koniecznej a wiec jest w sposob oczywisty zwigzana
7z tematyka promotora, w szczegolnosci z szeroko zakrojonym ' projektem budowy
efektywnego, wielowymiarowego narzgdzia (opartego na numerycznych metodach rachunku
prawdopodobienstwa i fizyki statystycznej) sluzagcego do przewidywania struktury biatek in
silico. Zespol prof. Roterman specjalizuje sig w tym zagadnieniu od wielu lat i uzyskuje
rezultaty wysoko cenione w $wiecie co gwarantuje jej wysoka pozycjg w tej dyscyplinie.
Przewidywanie tréjwymiarowej struktury bialka jest zadaniem niezwykle skomplikowanym
odyz proces powstawania tej struktury jest niezmiernie ztozony i nie da si¢ opisa¢ za pomocg
jednolitego mechanizmu na wszystkich etapach zaawansowania. Przelom w modelowaniu
tego procesu przyniosto dopiero niezalezne potraktowanie wezesnego etapu faldowania,
prowadzacego do struktury posredniej, zwanej strukturg Early Stage (ES), oraz drugiego
etapu, prowadzacego do struktury Late Stage (LS), bliskiej strukturze rzeczywistej biatka
natywnego. We wezesnych etapach strukturyzowania faficucha polipeptydowego, dobre
efekty przynosi przewidywanie procesu na podstawie informacji wyekstrahowanej
z dostepnych baz danych dla znanych struktur natywnych (o znanych zaréwno sekwencji jak
i strukturze). Diugoletnie badania, w ktére ogromny wktad wniosta grupa profesor Roterman-
Koniecznej wykazaly, ze dla drugiego etapu faldowania (decydujacego o ostateczne]
strukturze biatka), podstawowe znaczenie ma dopasowanie powstajacej struktury do
optymalnego, teoretycznego rozktadu hydrofobowosci, opisanego modelem Fuzzy Oil Drop
(FOD). Dodatkowo, procedury zbudowane na podstawie tego zafoZenia jednoznacznie
wykazaly, ze powodzenie symulacji struktury koncowej zalezy w ogromnym stopniu od
dobrego punktu wyjsciowego dla drugiego etapu, a wigc trafnie przewidzianej struktury

wezesnego posrednika (ES).



Pozwolitam sobie na to uproszczone podsumowanie tematyki na wstgpie mojej
recenzji pomimo tego, ze nie jestem specjalisty w dziedzinie badania struktur olbrzymich
ukladéw molekularnych, w celu wstepnego uzasadnienia mojej bardzo wysokiej oceny pracy
pani Barbary Kalinowskiej. Efektywne zebranie, analiza oraz przedstawienie ogromnej ilosci
istniejacej informacji o relacjach lokalnej sekwencji do struktury dla znanych biatek w takiej
formie, ktéra pozwoli w efektywny sposob, jak najtrafniej przewidzie¢ strukturg wezesnego
posrednika (utworzong na wezesnym etapie faldowania) dla polipeptydu o znanej sekwencji
ale nieznanej strukturze, to zadanie wymagajgce niezmiernie zaawansowanych narzedzi
statystycznych. Bez dobrze przewidzianej struktury ES szanse na powodzenie calego procesu
symulacji struktury koncowej maleja a wigc istotna rola badaf pani Kalinowskiej
w uzyskaniu calo$ciowych wynikéw prezentowanych w omawianych artykutach nie budzi
zadnych watpliwosci. Wniesiona przez nia rzetelna wiedza na temat metod analizy zjawisk
wspblzaleznych statystycznie, ale opisywanych przez wielo$¢ cech jakosciowych, ukrytych w
informacji zawartej w duzych bazach danych, pozwolita autorce zbudowaé odpowiednie
narzedzia numeryczne. Nie byloby to jednak mozliwe bez doglgbnego Zrozumienia natury
proceséw podlegajgcych symulacjom czyli najprawdopodobniej dodatkowych studiow nad
budowa i strukturg biatek. Dlatego tez nie waham si¢ zaklasyfikowa¢ ocenianej rozprawy jako
podstawowego osiggniecia naukowego a nie wylgcznie pracy pomocniczej w sensie zadan

techniczno-informatycznych.

Poniewaz gléwnym elementem rozprawy doktorskiej jest siedem artykulow,
opublikowanych w czasopismach z listy filadelfijskiej badz jako rozdzial w ksigzce wydane;
przez wydawnictwo Springera, a wigc po uzyskaniu pozytywnych recenzji od badaczy
o0 uznanej reputacji miedzynarodowej, blizszych tym zagadnieniom od recenzenta rozprawy,
nie ma potrzeby przedstawiaé mojej recenzji merytorycznej catoéci badan. Skupig si¢ raczej
na wkiadzie wlasnym doktorantki w przedstawiona do recenzji rozprawg doktorska,
$wiadezgcym o jej przygotowaniu do podjecia badan naukowych. Czg$¢ wstgpna rozprawy
zawiera (na 22 stronach) krotki ale wyczerpujgey opis catego procesu fatldowania biatka, wraz
z analizg kryterium podzialu na dwa etapy wymagajace roznych form opisu oraz typu
modelowania. Wyjasnione sg kryteria, na podstawie ktérych sformutowane zostaly hipotezy
do budowy zarysu mechanizmu kazdego z etapéw, rozumiane jako kryteria, na podstawie
ktérych tworzone sg metody symulacyjne. Podane jest takze uzasadnienie dla spodziewane;
poprawy efektywnosci catosciowej symulacji struktury przy zalozeniu o dwoch, zasadniczo

ré6znych podejsciach do symulacji struktury wezesnego posrednika oraz do optymalizacji




struktury koncowej. Autorka nie zaznacza na tym etapie, ktora czgs¢ symulacji jest
bezposrednim przedmiotem jej pracy. Poprawia to jednolitos¢ formy tekstu oraz spojnosé
calego opisu ale utrudnia nieco wyodrgbnienie i oceng wlasnego wkiadu merytorycznego
doktorantki. Jedyne miejsce, w ktérym autorka umiescita bardziej szczegélowy opis jej
wlasnego wkladu w prezentowany material to wstgpny paragraf do krétkiego omowienia
sktadowych artykuléw na stronie 22, gdzie stwierdza ona, ze skupiala si¢ na krytycznym
testowaniu statystycznych narzedzi typu ,knowledge based” uzywanych do przewidywania
struktury wezesnego posrednika (ES) na podstawie informacji w sposob celowy
wyselekcjonowanej z baz danych i przetworzonej dla efektywnego wykorzystania w dalszym
procesie symulacji. Jako kolejne zadanie wlasne przedstawia swoj udzial w stosowaniu
analizy rozktadu hydrofobowosci w natywnych strukturach protein oraz interpretacji przyczyn
odchylenia tego rozkladu od idealnego modelu teoretycznego, w kontekscie dodatkowych
oddzialywan jako przyczyny samoistnego braku zgodnosci struktury natywnej z modelowa
hydrofobowoscig. Podczas gdy pierwsze z tych zadan ocenitabym jako kluczowe dla
powodzenia calego programu badawczego ale w pewnym procencie techniczne, drugie

zadanie jest w petni naukowym zadaniem badawczym

Kolejna czeéé (strony 22-39) to skrotowe omowienie zalgczonych artykutow,
zakonczone krotkim podsumowaniem przedstawionych prac oraz catego procesu konstrukeji
wieloetapowego narzedzia do calosciowego przewidywania struktury biatka na podstawie
znanej sekwencji aminokwaséw, w ktdry to program autorka wniosta i wnosi bardzo istotny
wklad. Rozprawe zamykajg kopie siedmiu przedmiotowych artykulow oryginalnych oraz

o$wiadczenia wspdlautorow.



We wstepnej czesci mojej recenzji podkreslitam juz moja wysokag oceng recenzowanc;
rozprawy doktorskiej, jednakze do niewatpliwych obowigzkéw recenzenta nalezy takze
szczegodlowe wypunktowanie stabszych stron czy niedopowiedzen rozprawy. Zdecydowanie
oéwiadczam, ze nie znalaztam zadnych znaczacych uchybien czy istotnych niescistosci
w analizowanym tekscie wlasnym autorki. Nie bede tu oczywiscie wymieniata literdwek,
drobnych niespojnosci gramatycznych czy prostych przejezyczen, ktore sa absolutnie

nieznaczace i jest ich bardzo niewiele, zwlaszcza dla tekstu pisanego w jezyku angielskim.

- Moje gléwne zastizezenie dotyczy pewnej trudnosci, jaka napotkatam poczatkowo
probujac zdefiniowaé wlasng tematyke doktorantki. Jak juz wspomniatam, jedyny paragraf
(na str. 22), w ktorym osiagnigcia wlasne sg wprost opisane przez autorke jest bardzo krotki
i moze nieco zbyt skromny. Dopiero po przeczytaniu calosci rozprawy i jej doglgbnym
przemysleniu zrozumiatam, jak wazng role w catosci duzego programu kierowanego przez
prof. Irene Roterman-Konieczng odgrywa praca pani Kalinowskiej. Wysoka jako$¢ i poziom
zaufania do narzedzi skonstruowanych przez autorke w znaczgcym stopniu zwigksza szanse
powodzenia wieloetapowego procesu przewidywania struktury proteiny na podstawie znanej
sekwencji aminokwasow. Rozumiem jednak, ze calos¢ rozdziatéw pierwszego i drugiego
rozprawy czyta sie dobrze przez to, ze jest napisany w sposob ciggly, spéjnym jezykiem, bez
rozbijania na przyczynki wiasne oraz innych autorow. Czy to jest glowng przyczyna, dla
ktérej autorka podejmuje ryzyko nie eksponujgc swojego udzialu w czesci merytorycznej od

poczatku i pozostawiajge to czgsciowo domyslnosci recenzentow?

- krétka uwaga techniczna: jest siedem artykutéw wiaczonych w rozprawe a nie osiem

(jak podano na stronie 2)

- Pytanie: Jak pisze autorka (m.in. na str. 23), istnieje pewna liczba protein, dla
ktérych struktura natywna jest bardzo bliska strukturze wezesnego posrednika. Czy wobec
tego dalsza optymalizacja struktury ES zgodnie z modelem Fuzzy Qil Drop pogarsza w tym
przypadku zgodno$¢ struktury uzyskanej w jej wyniku ze strukturg natywna? Jesli tak, to czy
istnieja jakies przestanki aby zaniecha¢ tej procedury i pozostaé przy strukturze wczesnego

posrednika dla nieznanej proteiny?




Przedstawione krétkie uwagi, dotyczace raczej pewnych niedoméwien czy
niescisloéci, aczkolwiek istotne ze wzgledu na czystos¢ i jasnos¢ sformulowan oraz dobre
rozumienie meritum, w niczym nie umniejszaja mojej wysokiej oceny recenzowancj
rozprawy. Uwazam, ze praca mgr Barbary Kalinowskiej spelnia z nawigzka wymogi
stawiane rozprawom doktorskim przez Ustawe z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki oraz
z przyjemnoscia wnosze¢ o dopuszczenie pani Barbary Kalinowskiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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Whiosek o wyro6znienie rozprawy doktorskiej mgr Barbary Kalinowskiej

zatytulowanej “The mechanism of protein folding — in silico model”

Skiadam wniosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr Barbary Kalinowskiej
zatytutowanej “The mechanism of protein folding — in silico model” gdyz stanowi ona duze
osiggniecie w tematyce badan modelowych nad strukturg i wlasciwosciami bialek. Ma ona
charakter badan podstawowych, w szczegolnosci dotyczy algorytmicznego aspektu tworzenia
teoretycznych narzedzi do przewidywania struktury biatka na podstawie sekwencji
tworzgcych to biatko aminokwasow. Praca ta jest czescig szeroko zakrojonego projektu
budowy efektywnego, wielowymiarowego narzedzia (opartego na numerycznych metodach
rachunku prawdopodobiefistwa i fizyki statystycznej) stuzgcego do przewidywania struktury
biatek in silico.

Procedury symulacji koncowej struktury biatka, zbudowane na podstawie zalozenia
Fuzzy Oil Drop jednoznacznie wykazaty, ze jej powodzenie zalezy w ogromnym stopniu od
dobrego punktu wyjsciowego dla drugiego etapu faldowania (decydujgcego o ostatecznej
strukturze biatka), a wiec od trafnie przewidzianej struktury wczesnego posrednika, ktorej
po$wiecona jest praca mgr Kalinowskiej. Efektywne zebranie, analiza oraz przedstawienie
ogromnej ilosci istniejgeej informacii o relacjach lokalnej sekwencji do struktury dla znanych
biatek w takiej formie, ktora pozwolitaby w efektywny i trafny sposob przewidzie¢ strukturg
wezesnego posrednika dla polipeptydu o znanej sekwencji ale nieznanej strukturze, to zadanie
wymagajace bardzo zaawansowanych narzedzi statystycznych. Bez dobrze przewidzianej
struktury wezesnego posrednika, szanse na powodzenie catego procesu symulacji struktury
koficowej maleja a wige istotna rola badan pani Kalinowskiej w uzyskaniu calosciowych
wynikéw nie budzi zadnych watpliwosci. Bez jej udziatu najprawdopodobniej nie powstaty
by wyniki, stanowiagce podstawe siedmiu artykutéw, na ktorych oparta jest rozprawa.

Dlatego tez oceniam rozprawg jako wybitne osiagnigcie i wnoszg o jej wyroznienie.
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