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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Mitusinskiej

pt.: Analiza skutkow wyboru modelu zrekonstruowanej petli na funkcjonalnos¢ biatka
wykonanej pod opieka naukowg dr hab. Artura Gory

Podstawe formalng wykonania recenzyi stanowi pismo Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne 3 dnia 8 111 2020 1,
zgodnie 3 Uchwatq Rady Wydziatn Chemicznego Politechniki Slaskiej podjetq w dnin 16 T 2019 r.

Metody obliczeniowe stuzace do badania struktury i konformacji protein, jak rowniez zajmujace si¢
analiza odpowiednich oddzialywan wewnatrz- i miedzyczasteczkowych majq ugruntowang pozycje
w dziedzinie nauk chemicznych oraz biochemicznych. Z uwagi na duza zlozonos¢ badanych
ukladéw oraz kompleksowo$¢ proceséw w nich zachodzacych, réwnolegle z badaniami
skupionymi na konkretnych ukladach podejmowane sa liczne starania majace na celu ulepszenie
dokladnosci oraz wydajnosci dostepnych metodologii oraz towarzyszacych im narzedzi
obliczeniowych. Oprocz podejsé idacych w kierunku lepszego odzwierciedlenia wiasciwosci
realnych ukladéw (poprzez np. zwickszenie dokladnosci potencjaléw oddzialywan) istotne sa
réwniez starania sprofilowane na usprawnienie zastosowanych procedur lub zaproponowanie
alternatywnych rodzajéw analiz danych. Tego typu problematyce poswigcona jest recenzowana
rozprawa doktorska, napisana przez mgr Karoling Mitusifiska.

Przedstawiona do oceny rozprawa skonstruowana jest w formie kompilacji artykulow
opublikowanych w uznanych czasopismach o zasiegu migdzynarodowym, znajdujacych si¢ na liscie
filadelfijskiej. Do kolekcji artykutéw dolaczony jest wstep, w ktorym autorka przedstawita wybrane
zagadnienia bezposrednio zwigzane z tematyka badan a takze skondensowany opis celéw oraz
rezultatow pracy.

Podstawa recenzowanej pracy jest osiem artykuléw naukowych, z czego jeden z nich jest
artykulem przegladowym. Sa to artykuly opublikowane w: International Journal of Molecular Sciences (2
artykuly, IF = 4,556), Bivinformatics (2 artykuly, IF = 5,610), Biomolecules (2 artykuly, IF = 4,082),
PloS One (1 artykul, IF = 2,740) oraz Computational and Structural Biotechnology Journal (1 artykul, IF =
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6,018). Autorka okreslita udzial w realizacji wszystkich prac w sposéb opisowy, definiujac wktad
nie tylko swdj ale czgsto tez pozostatych wspolautordw. Z opisu tego wynika, ze jej rola w realizacji
wszystkich prac bedacych podstawa doktoratu byla znaczaca 1 dotyczyla m.in. budowania ukltadéw
molekularnych, przeprowadzania symulacji metoda dynamiki molekularnej, analizowania ich
wynikéw w ramach zaréwno istniejacych procedur (PCA) lub nowatorskich metod ktérych
opracowanie bylo czescia jej pracy (AQUA-DUCT), analizowania i modelowania struktur biatek z
pomoca  specjalistycznych — programoéw, —testowania nowego —oprogramowania, —pisania
manuskryptow publikacji oraz przeprowadzania analizy literatury. Z tym stwierdzeniem
koresponduje miejsce doktorantki na liScie autoréw w ww. artykutach ktore jest albo pierwsze (3
artykuly), drugie (z adnotacja o réwnym wkladzie wzgledem pierwszego autora, 2 artykuly), drugie
(bez takiej adnotaciji, 2 artykuly) lub czwarte (1 artykut).

Tematem wigzacym wszystkie prace jest opracowywanie, doskonalenie oraz zastosowanie
wybranych metod obliczeniowych w celu badania struktury oraz mechanizmu dzialania protein.
Cel zdefiniowany we wstepie przez Autorke rozprawy dotyczy dwoch glownych aspektow.
Pierwszy, zgodnie z tytulem rozprawy, jest zwiazany z problematyka wyboru modelu
zrekonstruowanej petli biatka, drugi natomiast wiaze si¢ z opracowywaniem programow
komputerowych stuzacych do analizy funkcjonalnosci protein. Analizujac bardziej szczegétowo
charakter uzyskanych wynikéw mozna stwierdzié, ze trzecim, nie sprecyzowanym wprost celem,
jest walidacja oraz testowanie funkcjonalnosci opracowanego programu AQUA-DUCT potaczone
z badaniami mechanizméw biomolekularnych lezacych u podstaw funkcji czterech wybranych
protein.

Dolaczony do zestawu publikacji wstep jest do$¢ zwiezly lecz pokazuje, ze Autorka
rozprawy doskonale porusza si¢ w tematyce prowadzonych przez siebie badan. Tres¢ wstepu
podzielono kilka sekcji, dotyczacych m.in. problematyki modelowania drugorzedowej struktury
biatek (wlaczajac w to konkretny przypadek petli) oraz struktur i mechanizmu dziatatania enzymow
z rodziny hydrolaz epoksydowych. Cato$¢ kazdej z tych sekcji stanowi dos§é spojny ciag, w ktorym
Autorka wprowadza czytelnika w zagadnienia istotne dla opisanych pdzniej badan. Nastepnie
precyzowane sg cele badawcze a na koncu prezentowane s3 (w sposob skondensowany w
poréwnaniu do oryginalnych artykuléw naukowych) wyniki uzyskane w toku badan. Prezentacje

wynikéw podzielono w analogii do artykuléw w ktérych si¢ one oryginalnie ukazaly.
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Ponizej omawiam badania i ich wyniki, zawarte w pracach bedacych podstawa rozprawy.
Omowienie to jest do$¢ pobieznie z uwagi m.in. na to, ze prace wchodzace w sktad rozprawy byly
juz recenzowane. Dodatkowo, z racji faktu, iz niektére prace dotycza badan multidyscyplinarnych,
skupiam si¢ na elementach dotyczacych bezposrednio recenzowanej rozprawy.

o Praca nr 1 dotyczy tematyki modelowania petli faczacych bardziej ustrukturyzowane
fragmenty protein, tj. a-helisy i B-kartki. Glowna idea tej pracy jest wprowadzenie
wewnetrznego podziatu rodzaju petli na elastyczne i statyczne, zaleznie od skali czasowej
reorientacji ich struktury. W pracy dyskutowano alternatywna metode¢ wyboru optymalnego
modelu zrekonstruowanej petli biatka, bazujac na zatozeniu wigkszej elastycznosci petli w
poréwnaniu do tzw. petli statycznych, jakich struktury sq zazwyczaj mozliwe do uzyskania
na drodze badan krystalograficznych. Opracowano kryteria bazujace na prostych
deskryptorach geometrycznych oraz miarze ich fluktuacji, jaka moze by¢ uzyskana na
drodze symulacji lub aplikacji narzedzi do rekonstrukeji petli. Przeprowadzono réwniez
analize parametrow kwantyfikujacych jakos¢ modelu petli 1 uzasadniono uzywanie
kryterium energii potencjalnej w kontekscie petli elastycznych.

o Prace nr 2 1 3 dotycza prezentacji dwoch wersji programu AQUA-DUCT,
dystrybuowanego niezaleznie od samych prac. Sam program jest jednak nierozerwalnie
zlaczony z praca Doktorantki wykonana w ramach jej badan naukowych, dlatego tez warto
ocenia¢ te prace w polaczeniu z oprogramowaniem bedacym ich istota. AQUA-DUCT
zostal zaprojektowany jako narzedzie do analizy migracji wybranych czeéci ukiadu
(domyslnie sa to niewielkie czasteczki rozpuszczalnika) podczas symulacji ukladow
biomolekularnych. Taka perspektywa pozwala na szersza interpretacje funkcji réznych
czg$ci biomolekuly jakie moga by¢ istotne z punktu widzenia pelnego zrozumienia
mechanizmu dzialania danego ukladu lub tez, z bardziej praktycznego punktu widzenia,
projektowania celéw molekularnych lub modyfikacji biomolekuly zgodnie z pozadanym
efektem. W pewnych aspektach zaproponowana w pracy idea uzyskiwania informacji nt.
wlasciwosci uktadu z analizy wyselekcjonowanych fragmentow przestrzeni konfiguracyjnej
przypomina metody zorientowane na probkowanie standéw przej$ciowych (np. fransition path
sampling). Ta cz¢$¢ wynikéw posiada w opinii Recenzenta duzy potencjal naukowy, mozliwy
do wykorzystania w szerokim zakresie ukladéw biomolekularnych, nie ograniczajacym si¢
do przykladow zaprezentowanych w pracy ale obejmujacym inne rodzaje bialek a nawet

uklady i zjawiska odmiennego typu, np. penetracja blon lipidowych przez rozpuszczalnik
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lub dynamiczne przeplywy wody przez hydrofilowe zele. Swobodny dostep do programu
AQUA-DUCT oraz towarzyszace mu obszerne informacje na stronie internetowej
$wiadcza, ze autorzy sa Swiadomi potencjalnie istotnej roli jaka moze odgrywac ich
narzedzie w dziedzinie analizy symulacji biomolekularnych.
Prace nr 4-7 demonstruja mozliwosci programu AQUA-DUCT, zastosowanego do analizy
symulacji konkretnych ukladéw biomolekularnych. W szczegdélnosci, unaoczniono
potencjat aplikacji innych niz czysta woda rozpuszczalnikéw w celu lokacji obszaréw biatka
zdolnych do wykazywania specyficznych oddzialywan migdzyczasteczkowych. Nie sg to
oczywiscie jedyne cele ww. prac, a samo zastosowanie metodologii analizy zaproponowane;
przez autoréw jest jedynie czgscig szerzej zaprojonych badan, majacych na celu wyjasnienie
konkretnych probleméw naukowych. W przypadku pracy 7 warto réwniez zauwazy¢ godna
docenienia tendencj¢ podazania za aktualnymi potrzebami dziatan wobec obecnie panujacej
pandemii COVID-19.
Praca nr 8 jest praca przegladowa, majaca na celu prezentacje metodologii oraz
towarzyszacym im narzedziom obliczeniowym wykorzystujacym obecnos$é wody do analizy
wlasciwosci makromolekul o znaczeniu biologicznym. Praca ta stanowi dowéd na bardzo
dobre rozeznanie Doktorantki w temacie podej$¢ obliczeniowych jakie moga byé
zastosowane do badania biomolekut rozpatrywanych w obecnosci rozpuszczalnika.

Wyniki zawarte w ww. pracach oceniam jako warto$ciowe 1 wnoszace istotny wklad w

dziedzing modelowania biomolekularnego a takze majace potencjal do wyznaczenia nowych

trendéw w analizie wynikéw symulacji. Ponadto, cele badawcze deklarowane przez Doktorantke

zostaly w pelni zrealizowane.

Niezaleznie od faktu, iz prace stanowiace rozprawe doktorska oraz wyniki w nich zawarte

byly juz uprzednio recenzowane, szczegdlowa analiza rozprawy, wliczajac w to dolaczony wstep

ujawnila pewne niedociagniecia, ktére z obowiazku recenzenta przedstawiam w formie uwag

krytycznych:

o Interesujacymi wynikami sa te zawarte w pracy nr 1, sugerujace przewage alternatywnej
metodologii rozwijania liczniejszych lecz kroétszych trajektorii nad przediuzaniem czasu
symulacji. Wprawdzie istnieja metody bazujace na uzyskiwaniu informacji o procesach o
duzej skali czasowej w oparciu o ktotkie odcinki trajektorii (np. wmilestoning lab transition
interface sampling) lecz w kazdym z tych przypadkéw niezbedny jest czynnik popychajacy
ewolucje ukladu w strone konwergentnych wynikow. Takim czynnikiem jest generowanie
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duzej liczby nieréwnowagowych trajektorii nie inicjowanych z tego samego punktu
przestrzeni fazowej (TIS) lub dazenie do uzywania réwnowagowej trajektorii przy
generowaniu ,,czastkowych” trajektorii (milestoning). Omowione przez autorke wyniki sq
inicjowane z tej samej konfiguracji, a obserwowana dywergencja moze nie odpowiadac
stanowi rownowagi termodynamicznej z uwagi na ograniczony czas pojedynczej symulacji.
Nie twierdze tu, ze wyniki uzyskane w pracy sa bledne, jednak uzyte stwierdzenie (cyt.: "We
therefore reccomend for MD simulations using more repetitions of sufficient length, rather
than extending the simulations toward microsecond lengths”) jest zbyt mocne w kontekscie
bardziej ogélnym, obejmujacym inne proteiny oraz inne modelowane petle. Z pewnoscig
zagadnienie to zastluguje na kompleksowe, systematyczne przebadanie przy uzyciu
szerszego zakresu ukladéw modelowych.

o Wybor parametru loop-prot-sh, uzytego w pracy nr 1 i zdefiniowanego jako najmniejsza
odlegto$¢ pomiedzy atomami w petli a tymi poza petla jest niejasny. W przypadku braku
grupy atomoéw nie przynalezacych do zadnej z tych grup (a o takim dodatkowym
warunku w definicji nie wspomniano), warto$¢ tego parametru bedzie w przyblizeniu
stala 1 rowna $redniej dlugosci wigzania kowalencyjnego przypadajacego na granice
petla/nie-petla.

o Tytul rozprawy nie odzwierciedla w pelni jej zawartosci. Problematyka wyboru modelu
petli jest kluczowa dla pracy nr 1 lecz niekoniecznie w pozostalych pracach, gdzie
modelowanie jest przeprowadzone bez koniecznosci rekonstrukeji petli.

o Najobszerniejsza cze$¢ wprowadzenia w tematyke pracy (10 stron) stanowi zarys
problematyki struktury, funkcji, podzialu i mechanizmu dzialania enzymoéw z rodziny
hydrolaz epoksydowych. Opis ten jest na tyle obszerny, ze sugeruje czytelnikowi, iz to
wlasnie ta rodzina bialek bedzie stanowita gtéwny cel badan, tudziez uklad modelowy w
ktérego kontekscie rozpatrywane beda wszystkie zagadnienia deklarowane w celach pracy.
W wyniku dalszej lektury okazuje sie, ze jedynie dwie na osiem prac (artykuly nr 1 1 6)
dotycza bezposrednio tej rodziny enzymow

o0 Z kolei tematyka oddzialywan woda-biatko lub rozpuszczalnik biatko (zaréwno w bardziej
ogdlnym kontekscie, jak 1 takim ukierunkowanym na blizszy pracy aspekt mobilnosci

czgsteczek rozpuszczalnika w sasiedztwie makromolekul) jest we wstepie zupelnie

pominieta.
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o To samo dotyczy chocby zgrubnej charakterystyki pozostalych ukladéw badanych w
pracach nr 4, 517, a mianowicie, oksydazy D-aminokwasow, izomerazy fosfoglukozy oraz
proteazy wirusa SARS-CoV-2. Watki takie bylyby pomocne w odniesieniu do zawartego
pozniej opisu wynikéw dotyczacych tych wlasnie uktadow.
o Cho¢ wstep do zestawu prac zostal napisany starannie, Autorka nie ustrzegla si¢ kilku

niewielkich bledéw natury gramatycznej, typograficznej czy edytorskiej lub niejasnych

sformulowan. Przyktadowo:

str. 13: ,,Ideally, MD simulations will generate trajectories which follow the free
energy landscape for a given system according to the force field used in the
simulations” --- czy jest mozliwa sytuacja alternatywna, w ktorej trajektoria nie
odpowiada takiemu krajobrazowir;

- str. 18: ,,A structure is an o/P hydrolase member ...” -— z kontekstu wynika, ze
chodzito raczej o hydrolazy epoksydowe;

- str. 25: w jednym zdaniu okreslono AQUA-DUCT jako “unique tool” oraz
skomentowano prace skupiong na innych tego typu programach (,,other software
utilizing water molecules...”);

- str. 23 “several attempt”, str. 39.: “focus the water...” --- bledy gramatyczne;

- str.: 35: prace nr 4 blednie okreslono jako prace nr 3;

- str. 46: ,intramolecular correlations” --- nie podano jakie sa to korelacje.

7. drugiej strony, liczba takich bledéw jest niewielka i nie stanowi zadnej przeszkody w

zrozumieniu tresci wywodu.

Zaznaczam, ze ww. uwagi dotycza, za wyjatkiem dwoch pierwszych z nich, wylacznie
podsumowania wynikow oraz wprowadzenia czytelnika w tematyke pracy, ktére to zagadnienia
zostaly przedstawione we wstepie do zestawu publikacji i w duzej mierze sq niezalezne od wynikéw
oraz dyskusji zawartych w zalaczonych artykutach.

Oprécz dyskutowanej powyzej rozprawy doktorskiej oraz wynikéw w niej zawartych,
nalezy takze doceni¢ duza aktywnos§é¢ Doktorantki na innych polach zwigzanych z nauka. W
szczegolnosci  chodzi tu o ponadprzecigtng aktywnos$¢ konferencyjng (20 prezentacji
konferencyjnych, w tym 7 w roli prezentujacej wyniki) oraz udzial w roli wspoélorganizatorki
warsztatow naukowych. Autorka rozprawy wykazuje rowniez duze zaangazowanie w realizowanie

projektow badawczych (udzial w 3 projektach, z czego w 1 jako gléwny laureat). Ponadto,
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Doktorantka przygotowala obszerny podrecznik uzytkownika (User Guide) dla programu AQUA-
DUCT odpowiadajacy tresci pracy nr 2 (cz¢§ciowo) oraz 3 (w calosci).

Oceniajac wysoko poziom badan naukowych bedacych podstawa recenzowanej rozprawy,
w podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona przez Doktorantke praca doktorska spelnia
warunki stawiane rozprawom doktorskim przez Ustawe o stopniach nankowych i tytule naukowym w
gakresie sgtuki z dnia 14 marca 2003 r (wraz z pozniejszymi zmianami). Dlatego tez wnioskuje do
Rady Wydziatu Chemicznego Politechniki Slaskiej o dopuszczenie mgr Karoliny Mitusifskiej do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ponadto, biorac pod szereg czynnikow pozytywnie wyrdzniajacych prace naukows oraz
aktywnos§¢ Doktorantki, wnioskuj¢ o wyréznienie rozprawy. Uzasadniam to przede wszystkim
ponadprzecigtnym dorobkiem naukowym wnoszacym istotny wklad do tematyki modelowania
struktury bialek oraz opracowywania nowatorskich metod stuzacych do analizy wynikéw symulaciji.

Nie bez znaczenia jest tez fakt, ze wszystkie prace, bedace podstawa recenzowanej rozprawy

powstaly w ciggu zaledwie 3 lat studiéw doktoranckich.

Z powazaniem,
/ V.o [T )& y

? ! “i¢

dr hab. Wojciech Plazinski, prof. IIGFP PAN
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