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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Barbary Kalinowskiej

pt.: ,,The mechanism of protein folding - in silico model”

Przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Barbary Kalinowskiej po$wigcona
jest badaniom teoretycznym mechanizmu zwijania bialek oraz podejmuje probe
zaprojektowania nowej hybrydowej metody przewidywania struktur bialek. Wiedza o
oddzialywaniach kluczowych dla zwijania bialek do struktur natywnych i poznanie
mechanizmu zwijania jest niezbedna do pelnego zrozumienia funkcji bialek. Bledy w
funkcjonowaniu mechanizmu zwijania bialek (prowadzace do zlego zwinigcia lub agregacii)
mogg drastycznie zaburzy¢ funkcjonowanie calego organizmu, prowadzac do powaznych
schorzen takich, jak choroby prionowe czy amyloidozy (np. choroba Alzheimera). Obecnie
jedynie ok. 7% struktur bialek o znanej sekwencji jest rozwigzanych metodami
eksperymentalnymi. Z uwagi na ogromny przyrost liczby nowo poznawanych sekwencji biatek
roznica migdzy liczba sekwencji a liczba znanych struktur poglebia sie. Powszechnie
wykorzystywane eksperymentalne metody okredlania struktury biatek, przede wszystkim
krystalografia rentgenowska i magnetyczny rezonans jadrowy wymagajg dtugiego czasu oraz
ogromnego nakladu pracy i kosztow. Ponadto, metody eksperymentalne sa w stanie dostarczyé
jedynie fragmentarycznych informacji o mechanizmie zwijania bialek. Dlatego metody
teoretyczne staly si¢ powszechnym narzedziem przewidywania struktury i symulacji dynamiki
bialek. Podje¢ta przez Doktorantke tematyka jest aktualna i wazna zaréwno pod wzgledem
poznawczym, jak i praktycznym.

Praca doktorska mgr Barbary Kalinowskiej powstala pod opieka prof. dr hab. Ireny
Roterman-Koniecznej na Wydziale Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej Uniwersytetu
Jagiellonskiego. Rozprawa doktorska ma forme¢ spdjnego tematycznie zbioru szesciu

artykulow opublikowanych w czasopismach naukowych oraz jednego rozdziatu w ksiazce:
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Procentowy wkilad doktorantki do przygotowania opublikowanych artykutéw, podany

powyzej, jest wykazany w zalaczonych do rozprawy doktorskiej oswiadczeniach o

wspotautorstwie. Dla pigciu artykulow w ktorych mgr Barbara Kalinowska jest pierwszym

autorem jest on dominujacy. Dla artykutéw opublikowanych w Entropy wktad poszczegdlnych

autorow jest réwniez podany w samych artykutach: w publikacji A6 mgr Barbara Kalinowska

wybrala i wyszukala biatka o bezstrukturalnych fragmentach, ktérych dotyczyta publikacja,

przeprowadzila analiz¢ ich sekwencji w programie ClustalW oraz przygotowala rysunki

trojwymiarowych struktur bialek. Natomiast w publikacji A7 jej rola ograniczyla si¢ do



okreslenia zbioru badanych biatek i przygotowania rysunkéw ilustrujacych ich struktury. Nie
budzi watpliwosci, ze Doktorantka miata udziat przy opracowywaniu koncepcji, wykonywaniu
czg¢sci obliczeniowej, opracowaniu i interpretacji wynikéw badan opublikowanych w zbiorze
artykutow przedstawionych do oceny. Z szesciu publikacji przedstawionych do recenzji pigé
jest opublikowanych w czasopismach z tzw. Listy Filadelfijskiej a dwie posiadaja wysoki
wspotczynnik oddzialywania (IF>3). Mgr Barbara Kalinowska jest takze wspotautorka
czterech kolejnych publikacji w czasopismach z Listy Filadelfijskiej, ktére nie sg czescia
rozprawy doktorskie;.

Rozprawa doktorska jest przedstawiona w jezyku angielskim i zgodnie z ustawa jest
opatrzona streszczeniem w jezyku polskim. Jej uklad nie budzi zastrzezen i odpowiada ogdlnie
przyjetemu schematowi prezentacji prac naukowych. Oprécz wymienionego wyzej zbioru
artykulow oraz oswiadczen wspotautoréw rozprawa zawiera wstgp (6 stron), przedstawienie
modelu mechanizmu zwijania biatek (11 stron), streszczenie i komentarz do artykulow (12
stron), podsumowanie (4 strony) oraz spis literatury (99 pozycji). Jedyna uwaga do ukladu
pracy to brak osobnego rozdzialu definiujacego cel pracy. Sam cel: stworzenie i
przetestowanie metody przewidywania poczatkowych struktur na $ciezce zwijania biatek
(Early Stage) oraz zastosowanie analizy rozkiadu hydrofobowosci (Fuzzy Oil Drop) dla
znanych struktur biatek jest przedstawiony w pierwszym akapicie rozdziatu 3. Included
papers: summary and comments.

Rozprawg doktorska otwiera wykaz publikacji, bedacych podstawa pracy. W pierwsze
zdanie wkrad! si¢ blad gdyz lista publikacji liczy siedem a nie osiem pozycji. We wstepie
Doktorantka wprowadza czytelnika w tematyke rozprawy doktorskiej, poczawszy od
znaczenia prowadzonych badan, krétkiego przedstawienia problemu mechanizmu zwijania
bialek oraz wspolzaleznosci pomigdzy funkcjg i strukturg natywna bialek. Nast¢pnie opisuje w
jakich warunkach zachodzi zwijanie biatek in vivo. Na kolejnych stronach zostaty zwigzle
przedstawione oddziatywania decydujace o stabilnodci struktury natywnej biatek. Doktorantka
wyrdznia efekt hydrofobowy, wigzania wodorowe, oddziatywania elektrostatyczne i efekty
entropowe. Doktorantka zwigzle opisata zaproponowane w literaturze modele mechanizmu
zwijania biatek, metody symulacji zwijania bialek in silico oraz metody przewidywania
struktury przestrzennej biatek.

W rozdziale drugim mgr Barbara Kalinowska opisata zaproponowany wczesniej przez
prof. Roterman model procesu zwijania bialek begdacy podstawa badan przedstawionych w
recenzowanej rozprawie doktorskiej. Model ten jest szczegélowo omowiony w rozdziale

ksigzki Al. Gtéwnym zalozeniem modelu jest wieloetapowos¢ procesu faldowania biatka,



potwierdzona eképerymentalnie obserwowanymi stanami posrednimi. Wyrdzniono dwa
gltéwne etapy: Early Stage i Late Stage. Etap Early Stage wykorzystuje jedynie informacje o
lokalnych preferencjach konformacyjnych tancucha gtéwnego i nie uwzglednia oddziatywan
dalekozasiggowych. W celu uproszczenia opisu struktury lancucha polipeptydowego
wprowadzono siedmioliterowa klasyfikacj¢ konformacji kazdej reszty aminokwasowe;.
Klasyfikacja ta opiera si¢ rzutowaniu mapy Ramachandrana na eliptyczng $ciezke podzielona
na siedem stref (oznaczonych literami A-G), czg§ciowo zwigzanych z dobrze zdefiniowanymi
strukturami drugorzedowymi (kod C odpowiada a-helisie, kod E plaskiej B-kartce, kod F
wygietym koficom P-kartki). W rozdziale ksiazki Al jest blgdnie zacytowana pozycja 22.
Publikacja Ivankov, D.N., Finkelstaein, A.V.: Prediction of protein folding rates from the
amino acid sequence-predicted secondary structure, PNAS 101, 8942-8944 (2004) nie opisuje
generowania struktur zgodnie z przewidywanymi strukturami drugorzedowymi ani nie
wyjasnia wprowadzenia eliptycznej $ciezki jako uproszczenia mapy Ramachandrana.

Na podstawie koddéw strukturalnych Doktorantka wyznaczyta biblioteki motywow
strukturalnych, ktérych prawdopodobienstwa wystapienia w znanych strukturach wykorzystata
do wyznaczenia najbardziej prawdopodobnych struktur Early Stage. W publikacji A2
przedstawila metod¢ przewidywania tych struktury oparta o tabele wspdizaleznoscei
prawdopodobienstwa dla tetrapeptydéw, natomiast w publikacji A3 zaproponowala bardziej
efektywna metode oparta na stownikach statystycznych nie ograniczonych do czterech reszt
aminokwasowych, ale w zaleznosci od dostgpnych danych statystycznych wykorzystujacych
fragmenty od 1 do 13 reszt aminokwasowych. W publikacji A4 przedstawita narzedzie do
wizualizacji relacji pomigdzy struktura zakodowang siedmioliterowym kodem a sekwencja
badanego biatka. Jednym z celow okreslenia struktury Early Stage jest przewidywanie
struktury drugorzedowej (str. 15), jednak jedynie w publikacji A3 pordwnano wyniki
zastosowania metody przewidywania struktury drugorzedowej SPINE-X ze strukturami Early
Stage. Struktury Early Stage lepiej przewiduja a-helisy i B-kartki, ale metoda SPINE-X jest
bardziej wiarygodna przy przewidywaniu struktur kiebka statystycznego (random coil).
Dlaczego do poréwnania wybrano metod¢ SPINE-X a nie jedng z bardziej popularnych metod
jak PSIPRED, JPRED ?

Drugi etap, nazwany Late Stage, zaklada dominujacy wplyw oddziatywan
hydrofobowych na zwijanie bialka. Zgodnie z przyjetym modelem idealny rozklad reszt
aminokwasowych w strukturze przestrzennej biatka ze wzglegdu na ich wlasciwosci
hydrofobowe opisuje model Fuzzy Oil Drop (FOD). Model ten zaktada teoretyczny rozklad

hydrofobowosci w formie trojwymiarowej funkcji Gaussa. Dla znanych struktur bialek



wyznaczenie odleglo$ci pomigdzy obserwowanym rozkladem hydrofobowosci a rozkladem
teoretycznym poprzez obliczenie wzglednej entropii pozwala na iloSciowa ocene uformowania
jadra hydrofobowego danego biatka. W publikacji A5 zastosowano t¢ analize do bialek z
nieuporzadkowanymi fragmentami lancucha i wykazano, ze fragmenty te moga zaréwno
wspOlnie z uporzadkowanymi fragmentami biatka budowaé jadro hydrofobowe zgodne z
rozkladem teoretycznym jak i narusza¢ ten rozklad. Szczegdlowa analiza pozwala na
postawienie hipotez co do mechanizmu faldowania tych bialek, szczegdlnie dla biatek
ztozonych z kilku domen lub kilku tancuchéw. Podobng analize¢ przeprowadzono dla biatek
wigzacych DNA w artykule A6. Dla bialek z rodziny Jumonji obserwowany rozklad
hydrofobowosci zgadza si¢ z rozkladem teoretycznym. Istotne dla wigzania DNA B-zwroty
majq rozktad hydrofobowosci zgodny z teoretycznym dla domen ARID, czgsciowo zgodny dla
domen PHD bez zwigzanych ligandow i rdézny od teoretycznego dla domen PHD =ze
zwigzanymi ligandami. W publikacji A7 przeanalizowano wspéldzialanie efektu
hydrofobowego i wigzan disulfidlowych jako czynnikdéw stabilizujacych strukture biatek.
Wiazania disulfidowe czgsto stabilizujg struktury biatek niezgodne z teoretycznym rozktadem
hydrofobowosci. Najwazniejszy wniosek to, ze oddzialywania hydrofobowe w potaczeniu z
wigzaniami disulfidowymi pozwalaja na powstanie stabilnych, ale zarazem elastycznych
konformacji niezbednych dla prawidtowej funkcji biatek.

W podrozdziale 2.3 przedstawiono pelny schemat symulacji taczacy modele Early
Stage i Late Stage. Jednak w badaniach opisanych w publikacjach skladajacych sie na
rozprawe doktorska nie zastosowano go w pelnej formie: publikacje A2-A4 dotycza tylko
modeli Early Stage, a publikacje A5-A7 dotycza analizy natywnych struktur bialek z
wykorzystaniem modelu Late Stage. Jedynie w wnioskach w publikacji A2 jest uwaga, ze
polaczone symulacje Early i Late Stage prowadza do poprawnych struktur. Jak jest efekt
zastosowania polaczonego modelowania Early Stage i Late Stage, czy testowano taka
hybrydowa metode przewidywania struktur przestrzennych bialek na ich wigkszym zbiorze ?
Tu nasuwa si¢ pytanie dlaczego ogranicza¢ si¢ do jednej struktury wynikajacej z modelowania
poczatkowego etapu faldowanie biatka (Early Stage) ? Przekazanie do kolejnego etapu (Late
Stage) kilku mozliwych struktur mogloby zwigkszy¢ efektywno$¢ zaproponowanej metody
przewidywania struktur bialek. Kolejne moje pytanie dotyczy zastosowanej procedury
optymalizacji, w ktorej osobno optymalizujemy energie wewngtrzng bialka (uwzgledniajac
oddzialywania elektrostatyczne, van der Waalsa 1 torsyjne), i osobno optymalizujemy strukture

ze wzgledu na efekt hydrofobowy. Dlaczego nie potaczy¢, z uwzglednieniem odpowiednio



dobranej wagi dla efektu hydrofobowego, wszystkich oddzialywan w jednym kroku
optymalizacji ?

Przedstawione powyzej uwagi maja glownie charakter dyskusyjny i nie obnizaja
wartosci naukowej rozprawy. Przedstawione w rozprawie wyniki jednoznacznie pokazuja, ze
mgr Barbara Kalinowska zrealizowala wszystkie postawione sobie cele badawcze.
Recenzowana praca doktorska przygotowana zostala na wysokim poziomie merytorycznym, a
zawarte w niej wyniki stanowig oryginalny i istotny wkiad do nauki. Z pracy wida¢, ze autorka
rozprawy, Pani mgr Barbara Kalinowska $wietnie porusza sie¢ w obszarze badan.

Reasumujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska z duzym
naddatkiem speinia formalne wymagania stawiane przez Ustawe o stopniach i tytule
naukowym, jak i zwyczajowe warunki stawiane rozprawom doktorskim. Wnosze do Rady
Wydzialu Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej Uniwersytetu Jagiellonskiego o

dopuszczenie mgr Barbary Kalinowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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