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zatytutowanej: , Implications of loop reconstruction model on protein functionality / Analiza
skutkéow wyboru modelu zrekonstruowanej petli na funkcjonalnosé biatka”

Recenzja przygotowana zostata na zlecenie Przewodniczacej Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne
Politechniki Slaskiej, prof. dr. hab. inz. Doroty Neugebauer, z dnia 8 lipca 2020 r. Opiniowana praca
doktorska powstata pod opiekg naukowgq dra hab. Artura Gory.

1. Tematyka, cel i zakres rozprawy.

Recenzowana rozprawa obejmuje badania struktury przestrzennej biatek z wykorzystaniem
nowoczesnych metod teoretycznych i obliczeniowych. W szczegdlnosci, Doktorantka zajmowata sie
opracowaniem i testowaniem metod umozliwiajgcych charakteryzacje i klasyfikacje roznego rodzaju petli.
Druga grupa zagadnien poruszanych w pracy zwigzana jest z analizg przestrzeni, wnek i kanatow obecnych
w strukturze biatek.

Petle, obecne w znacznej liczbie biatek, stanowig duze wyzwanie przy eksperymentalnym i teoretycznym
okreslaniu struktury protein. Zwigzane to jest z ich wzglednie niskg stabilnoscig geometryczng. Dlatego
tez wiele rozwigzanych obecnie struktur biatkowych charakteryzuje sie niepetng informacja przestrzenna
w obszarach zajmowanych przez petle. Z drugiej strony, udowodnionym jest, ze w wielu przepadkach
petle maja istotny wptyw na funkcje protein. W literaturze zapostulowano, ze wptyw petli na funkcje silnie
zalezy od dynamiki petli. Z tego wzgledu wyrdznia sie dwie klasy petli: statyczne i dynamiczne. W ramach
swojej dysertacji, Doktorantka podjeta sie opracowania metody charakteryzacji petli biatkowych



wykorzystujgcej informacje geometryczne, bez potrzeby uzycia stosunkowo kosztownej metody symulacji
dynamiki molekularne;.

Funkcja wielu biatek uzalezniona jest od obecnosci w ich strukturze przestrzennej réznego rodzaju wnek i
kanatow o specyficznej budowie, organizacji i dynamice. Mogg one kontrolowa¢ na przyktad poziom
solwatacji, transport reagentdw do centrum aktywnego, czy tez przebieg reakcji na centrach
enzymatycznych. Z uwagi na ich dynamiczny charakter, obiekty te tylko do pewnego stopnia mozna
scharakteryzowaé¢ na podstawie statycznej informacji o strukturalnej budowie biatka. Dodatkowa
komplikacjg jest fakt, ze wptyw kanatdéw czy wnek na interakcje biatek z innymi czgsteczkami zalezy od
wtasnosci tych czasteczek, a nie tylko od wtasnosci samego biatka. Biorgc powyisze pod uwage,
doktorantka zaangazowata sie w rozwéj metody analizy funkcjonalnosci biatek polegajgcej na sledzeniu
zachowania matych czgsteczek wewngtrz struktury biatka. Czgsteczki te mogg mie¢ rézny charakter
(solwent — woda, ligandy, jony), a ich zachowanie analizowane jest na podstawie trajektorii symulacji
dynamiki molekularnej. W ramach recenzowanej pracy, Doktorantka zastosowata rozwinietg przez siebie
metode $ledzenia ligandéw do analizy funkcjonalnosci kilku istotnych enzymoéw z gteboko potozonymi
centrami aktywnymi.

Nalezy podkresli¢, ze w swoich badaniach Doktorantka z sukcesem opanowata i wykorzystywata szeroki
wachlarz nowoczesnych metod obliczeniowych i symulacyjnych wykorzystywanych w dziedzinie chemii,
biologii, biofizyki oraz bioinformatyki. Obejmujg one przede wszystkim szereg metod przewidywania i
modelowania struktury biatek oraz metody symulacji komputerowych klasycznej dynamiki molekularne;j.
Uwadze recenzenta nie umkneto réwniez, ze w ramach swojej pracy Doktorantka z sukcesem
wykorzystywata réznorakie narzedzia informatyczne, programistyczne i zaawansowane oprogramowanie
do modelowania molekularnego.

Szczegdlnie mocng strong dysertacji jest fakt, ze oparta jest ona o 8 artykutéw opublikowanych w
recenzowanych czasopismach naukowych ze znaczgcym wskaznikiem cytowan. W czterech pracach
Doktorantka jest pierwszym autorem. Jedna z prac jest artykutem przeglagdowym, Scisle zwigzanym z
tematem rozprawy. Na uwage zastuguje réwniez opublikowany zaledwie przed 5 miesigcami artykut
dotyczacy gtdwnej proteazy wirusa SARS-CoV-2, ktéry od daty publikacji cytowany byt juz 17 razy (wg
Google Scholar), w wiekszosci w znaczacych periodykach.

2. Omowienie i ocena zawartosSci rozprawy.

Tekst dysertacji otwiera rozdziat z wprowadzeniem obejmujgcy krétki opis petli i ich roli w strukturach
protein. Zawiera on tez zwiezte podsumowanie metod doswiadczalnych uzywanych w strukturalnych
badaniach biatek. Co istotne, Autorka zwiezZle, lecz celnie opisuje tutaj stabe strony modelowania
homologicznego w stosunku do przewidywania struktur petli. Zwigzane jest to z faktem, ze w
opublikowanych modelach wystepuje nadreprezentacja petli stabilnych w stosunku do petli mniej
stabilnych, co z kolei wptywaé moze negatywnie na interpretacje funkcji petnionej przez nie w biatkach.



Nowa metody klasyfikacji petli, bedgca jednym z osiggnie¢ doktoratu, dostarcza skutecznego narzedzia do
rozwigzania tego problemu.

Kolejny, stosunkowo obszerny, podrozdziat pracy szczegétowo opisuje rézne metody przewidywania
struktury biatek. Obejmuje on zaréwno metody modelowania homologicznego i modelowania de novo,
jak i metody dynamiki molekularnej. Opisane zostaty w nim teoretyczne podstawy poszczegdlnych technik
wraz z podaniem praktycznych metod ich implementacji w poszczegdlnych pakietach oprogramowania.
W kolejnej czesci wprowadzenia, Doktorantka przechodzi do opisu struktury i funkcji hydrolaz
epoksydowych. W jasny i przejrzysty sposéb zostaty opisane historyczne informacje dotyczace odkrycia i
badania hydrolaz oraz zaprezentowane sg podstawowe informacje o strukturze tych enzymow. Informacje
te uszczegétowione sg w kolejnym podrozdziale, dotyczagcym strukturalnej analizy hydrolaz
epoksydowych. Rozdziat z wprowadzeniem zamyka cze$¢ dotyczgca modelowania homologicznego
hydrolaz. Jak stusznie zauwaza Doktorantka, hydrolazy stanowig $wietny przyktad enzymow, w ktérych
istotne znaczenie dla funkcjonalnosci majg zaréwno petle, jak i obecno$¢ wnek i kanatéw. Stad tez,
stusznie, hydrolazy stanowity jedng z grup enzymdéw badanych w ramach rozprawy.

Kolejny rozdziat pracy przedstawia gtowne cele Doktorantki, zwiezle i przejrzyscie taczac je z
poszczegdlnymi publikacjami, ktdre stanowity podstawe rozprawy. Nastepuje po nim obszerny rozdziat
zawierajgcy opis wynikdw badan i ich dyskusje. Opis ten oparty jest na poszczegdlnych publikacjach
Doktorantki. Otwierajg go wyniki dotyczgce charakteryzacji petli. Opisany zostat zarys metody identyfikacji
petli oraz przyktad zastosowania opracowanego przez Autorke oprogramowania do hydrolazy
epoksydowej u Aspergillus niger. Kolejna cze$¢ rozdziatu z wynikami zajmuje opis wykorzystania
opracowanej przez Doktorantke metody analizy wnek i kanatéw biatkowych do badania funkcjonalnosci
czterech enzymoéw: Swinskiej i ludzkiej oksydazy D-aminokwaséw, izomerazy fosfoglukozy Pyrococcus
furiosus, hydrolazy epoksydowej ziemniaka i gtdwnej proteazy wirusa SARS-CoV-2. Wyniki i dyskusja
zaprezentowane zostaty w bardzo przejrzystej i jasnej dla czytelnika formie i, co uwazam za zalete, bez
zbednych szczegdtéw. We wszystkich przypadkach, wprowadzone przez Doktorantke metody analizy
struktury dostarczyty nowych i wartosciowych informacji dotyczgcych dziatania badanych enzymoéw. Co
istotne, Doktorantka pokazata, ze jej metody majg réwniez zdolnos¢ predykcji, na przyktad w kwestii
wptywu mutacji na dostepnos¢ centrum aktywnego dla czgsteczek wody, czy tez wptywu struktury
niektérych badanych petli na hydratacje w ich najblizszym otoczeniu.

Prace zamyka zwiezty rozdziat zawierajgcy podsumowanie i opis planéw naukowych Doktorantki. Wydaje
sie, ze tematy naukowe podjete w ramach studiéw doktoranckich Autorka bedzie kontynuowac¢ w
przysztosci, dowodzg tego uzyskane przez nig granty badawcze oraz nawigzana wspdtpraca naukowa.

Doda¢ nalezy, ze przedstawiona dysertacja ma bardzo bogatg (270 pozycji) i dobrze dobrang czes¢
literaturowa. Dowodzi to dobrej orientacji Doktorantki w jej dziedzinie badan oraz w dziedzinach
pokrewnych. W szczegdlnosci dotyczy to rozdziatdow o przewidywaniu struktury biatek.



3. Ocena redakgji pracy.

Dysertacja, co cenne, napisana zostata w jezyku angielskim. Pod wzgledem edytorskim prace oceniam
bardzo wysoko. Napisana jest w sposdb jasny, bez znaczacych bteddéw, odpowiednio do poziomu
wymaganego od rozprawy doktorskiej. Rysunki bardzo dobrze ilustrujg tres¢. Poprawnie zostaty podane
informacje dotyczace ich Zzrodet. Osobiscie nie znalaztem btedow typograficznych. W zaledwie trzech
miejscach napotkatem problem ze sktadnig czy stylistyka zdania. Jedynym drobnym problemem jest fakt
braku numeracji rozdziatéw i podrozdziatéw oraz braku numeracji przed poszczegdlnymi dotgczonymi na
koncu pracy publikacjami.

4, Dyskusja usterek rozprawy.

Chciatbym zauwazy¢, 7e praca nie zawiera zadnych znaczgcych btedéw. Wymienione ponizej, dla
porzadku, drobne mankamenty nie umniejszajg jej wartosci.

1. W obszernej czesci dotyczacej modelowania strukturalnego biatek, utatwieniem dla czytelnika
bytoby umieszczenie na przyktad blokowego schematu obrazujgcego sposéb postepowania i
powiazanie pomiedzy poszczegdlnymi metodami i etapami rozwiazywania struktury.

2. Pomimo wzmiankowania przez Doktorantke uzycia symulacji metodg dynamiki molekularnej,
rozdziat dotyczacy metod nie zawiera opisu tej, bliskiej sercu recenzenta, techniki.

3. Znaczna czes¢ pracy Autorki zwigzana byta z tworzeniem, udoskonalaniem i optymalizacjg
oprogramowania do analizy przestrzennej biatek. W zwigzku z tym warto bytoby doda¢ chocby
zwiezly opis zagadnien zwigzanych z zastosowanymi tutaj technikami informatycznym.

5. Tematy do dyskusji

Wymieniam ponizej kilka tematéw i uwag, do ktorych Doktorantka moze ustosunkowad sie podczas
obrony pracy:

1. Na stronie 13 pada stwierdzenie, ze struktura natywna biatka odpowiada minimum energii
swobodnej, czy zawsze?

2. W tym samym zdaniu Doktorantka podaje, ze najwieksza populacja struktur uzyskanych w
dynamice molekularnej po ekwilibracji odpowiada minimum energii swobodnej. Kiedy jest to
prawda? Czy zalezy to od wybranego w symulacji zespotu statystycznego?

3. Jakie sg réznice pomiedzy nieréwnowagowymi i réwnowagowymi symulacjami MD? Czy i jak
roznice te zostaty wykorzystane przez Doktorantke w jej badaniach?



6. Whiosek koncowy.

W mojej opinii, przedstawiona przez mgr Karoline Mitusinska dysertacja zatytutowana , Implications of
loop reconstruction model on protein functionality / Analiza skutkdw wyboru modelu zrekonstruowanej
petli na funkcjonalnoéé biatka” oparta jest o oryginalny, bogaty i wartociowy dorobek naukowy w
dziedzinie nauk chemicznych. Potwierdza to fakt opublikowania 8 artkutéw naukowych. Poziom ocenianej
rozprawy odpowiada zaréwno ustawowym, jak i zwyczajowym, wymaganiom stawianym rozprawom na
stopien doktora nauk chemicznych. Dysertacja spetnia wszystkie warunki stawiane rozprawom
doktorskim okreslone w art. 13 Ustawy o stopniach i tytutach naukowych z dnia 14 marca 2003 roku.
Dlatego tez wnioskuje o dopuszczenie pani mgr Karoliny Mitusinskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Majgc na uwadze wyjgtkowo wysoki poziom naukowy poparty duzg liczba opublikowanych przez
Doktorantke recenzowanych artykutéw, wnioskuje o wyrdznienie przedtozonej rozprawy.
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