Recenzja rozprawy doktorskiej mgra Pawla Krupy

pt: ,, Rozszerzenie pola sitowego UNRES o potencjaly lokalne i dane z metod poréwnawczych
w celu lepszego przewidywania struktur bialek”

wykonana w Katedrze Chemii Teoretycznej w Pracowni Symulacji Polimeréw na Wydziale
Chemii Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem dr hab. Cezarego Czaplewskiego prof UG.

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska dotyczy zagadnienia przewidywania struktur
biatkowych z wykorzystaniem pakietu o nazwie UNRES.

Praca skfada si¢ z teoretycznego wstepu omawiajacego zagadnienie przewidywania struktur
biatlek. W tej czesci pracy Autor omawia stosowane w chemii teoretycznej metody
obliczeniowe w tym metody ab initio, pétempiryczne i empiryczne. Prezentuje zasady
obowiazujace w mechanice molekularnej a takze techniki symulacji dynamiki molekularnej.
W czgsci koficowej skupia si¢ na sposobach przewidywania struktur biatek wyrdzniajac
przewidywanie oparte na analizie porOwnawczej oraz metody typu de novo. Techniki te
prezentuje w kontekscie eksperymentu o nazwie CASP wymieniajac wszystkie edycje
konkursu, gdzie rozwijany przez mgra Pawla Krupe model pozwalal na uzyskanie
poprawnych wynikow przewidywania. Autor wspomina tez inicjatywe o nazwie WeFold, w
ktorej to inicjatywie Doktorant brat udziat wraz z zespotem.

Czesc ,,Wyniki” sktada si¢ z opisu czterech publikacji, ktorych Doktorant jest wspotautorem.
Publikacje te prezentuja zasadniczy dorobek mgra Pawta Krupy. Pace te zostaty w catosci (w
formie kopii) zataczone do tekstu pracy doktorskiej.

Lacznie czgs¢ opisowa pracy doktorskiej zawarta jest na 81 stronach.

Autor dofacza tez spis publikacji z rozroznieniem pozycji z listy Filadelfijskiej (w liczbie 3),
recenzowanych publikacji migdzynarodowych i ksigzek (rozumiem, ze pod tym hastem
znajduje si¢ rozdzial w ksigzce) wydane przez wydawcow miedzynarodowych (w liczbie3.
pozycji) oraz recenzowane publikacje w czasopismach polskich (w liczbie5.).

Lista rysunkow zawartych w rozprawie w liczbie 18 poprzedza spis cytowanej literatury
fachowej w liczbie 276 pozycji.

W czgsci koncowej dostarczonej mi rozprawy zamieszczone sa zataczniki w liczbie 4, z czego
trzy pierwsze sa kopiami publikacji, ktérych Doktorant jest wspotautorem oraz jeden, ktory
jest manuskryptem pracy przekazanej do publikacji w Journal of Chemical Information and
Modeling.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska dotyczy rozwijanego w osrodku

Gdanskim modelu o nazwie UNRES (UNited RESidues) bazujacego na pierwotnym modelu o
nazwie ECEPP. Prace realizowane sa w $cistej wspolpracy z osrodkiem w Cornell University
kierowanym przez profesora Harolda A. Scherage.
Zaprezentowany i rozwijany w pracy model wprowadzajacy pseudo-pole ma na celu
uproszczenie zapisu struktury zwlaszcza w poczatkowym etapie poszukiwania wlasciwej dla
danej sekwencji aminokwasow konformacji. Uproszczenie to wykorzystuje szeroko
rozumiane pojecie atomow ,zjednoczonych” usredniajac fizyczne atomy i wprowadzajac w
ich miejsce elementy reprezentujace wybrane ugrupowania atomoéw. W §lad za
geometrycznym uproszczeniem struktury wprowadzane jest tez pseudo-pole sitowe
wyrazajace oddzialywania wprowadzonych wczesniej ,,zjednoczonych” atomow.

Zakres prac mgra Pawla Krupy zwiazany byl z udziatem w obliczeniach w ramach projektu
WeFold. Publikacja, ktorej jest wspotautorem, omawia wiasnie przyktady biatek stanowiace
obiekt analizy w tym eksperymencie (zatacznik 1). Nowatorskie podejscie zastosowane w
ramach rozwijania modelu gruboziarnistego pola sitowego UNRES polega na wprowadzenia
wigzéw w postaci przewidywania kontaktow miedzy resztami aminokwasowymi. W ramach
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projektu WeFold — elitarnego przedsigwzigcia o charakterze coopetition - grupa o nazwie
Cornell-Gdansk w zespole wfPUNK uzyskata najlepszy wynik dla TO740, natomiast $redni
wynik uzyskany w oparciu o rozwijany model UNRES plasowat si¢ na trzeciej pozycji.
Udzial Doktoranta w tym przedsigwzigciu — jak sam Autor to okresla — polegat na pomocy w
tworzeniu schematu przeprowadzania obliczen w polu sitowym UNRES dla wersji bez
wigzOw oraz z wprowadzonymi wigzami. Doktorant pracowal takze w zespole
przeprowadzajacym symulacje dynamiki molekularnej. Mgr Pawet Krupa brat takze udziat w
analizie uzyskanych wynikéw biorac pod uwage szczegolnie wptyw wprowadzonych wiezéw
na przebieg obliczen w oparciu o model UNRES. Wykazano, ze wprowadzenie wigzoOw w
znaczacym stopniu przyspieszylo obliczenia. Wprowadzenie wigzéw jest o tyle ciekawe, ze
struktura startowa dla tego typu obliczen to struktura rozciagnigtego tafncucha (forma
extended). Wyniki udzialu w projekcie WeFold zostaty opublikowane w pracy stanowiacej
Zatacznik 1.

Drugie osiagnigcie Doktoranta to wprowadzenie statystycznych potencjalow korelujacych
polozenie zjednoczonych faficuchow bocznych i tancucha gtéwnego w polu sitowym UNRES.
Dla standaryzacji parametrow dla takiego modelu wykorzystano strukture biatka 1GAB. Mgr
Pawel Krupa przeprowadzit analizg statystyczna fragmentow petli — fragmenty o najwyzszym
stopniu nieokreslonosci w przewidywaniu struktury — w 4585 biatkach analizujac struktury
obecnych w nich petli oraz fragmentow nieustrukturalizowanych. Ta analiza doprowadzita do
konstrukcji alfabetu wyrazajacego sekwencj¢ aminokwasowa uwzgledniajaca specyfike
poszczegdlnych aminokwasow. W efekcie uzyskano pig¢ kategorii. Charakterystyczne jest
wyodrebnienie G i1 P jako odrebnych klas ze wzgledu na ich istotne zrdznicowanie wobec
wszystkich pozostalych aminokwasow. Dla wprowadzonych kategorii — alfabetu -
wyznaczono tzw potencjaly Sredniej sily (PMF) dla odpowiednich katow torsyjnych dla
pseudo-wigzan faczacych pozycje atomoéw Cupn. Standaryzacje poszerzono wiaczajac takze
analize struktur biatek: 1EOL i 1L2Y. Testy przeprowadzono na o$miu matych biatkach (tak
je okresla Autor) — 1BDD, 1CLB, 1E0G (dwa ostatnie biatka z niewielkim udziatem struktury
typu Beta), 1EOL (biatko calkowicie beta-strukturowe), 1GAB, 1KOY, 1POU oraz 1PRU.
Wynik testow wyrazono za pomoca profilu odleglosci pozycji atoméw Cyp. modeli w
stosunku do biatka natywnego. Wprowadzenie nowo-zdefiniowanych potencjatow torsyjnych
poprawito wyniki w stosunku do poprzednio stosowanego pola, aczkolwiek najmniejsza
zgodno$¢ w dalszym ciagu dotyczy gtéwnie tych samych fragmentéw fancucha
zlokalizowanych w obrebie petli migdzy-helikalnych (Rys. 12 str. 65).

Efekty wprowadzonych innowacji w postaci zmodyfikowanego potencjatu torsyjnego
omoéwiono w publikacji, ktora zamieszczono jako Zatacznik 2.

Kolejnym osiagnigciem mgra Pawla Krupy jest Jego udzial w opracowaniu fizyko-
chemicznego potencjatu pot-empirycznego w oparciu o obliczenia bazujace na technice AM1
dla rotacji na wirtualnym wiazaniu taczacym pozycje atoméw Cupn. Tutaj parametryzacje
wykonano wykorzystujac strukture 1L2Y i 1LEl. Wyznaczone potencjaly torsyjne
zastosowane zostaly do obliczen testowych symulacji dynamiki molekularnej (osiem biatek)
dla 5. réznych temperatur.

W konkluzji analizy porownawczej uzyskanych wynikow okazuje si¢, ze pot-empiryczna
analiza odtworzyta wyniki uzyskiwane za pomocg potencjatdbw  statystycznych
wprowadzonych i analizowanych w poprzednim punkcie omawianych osiagnie¢ mgra Pawla
Krupy. Struktury wynikowe poddane zostaly analizie skupien. Analiza poroéwnawcza z
poprzednimi wynikami wskazata warto$¢ wagi dla potencjatu torsyjnego obnizajac ja z 0.5 na
0.25. W konkluzji podano tez, ze metoda pot-empiryczna data lepsze wyniki na skutek
lepszego rozpoznania przez pole UNRES typow struktury drugorzedowej. Dzigki



zastosowaniu wszystkich poprawek uzyskano znaczaca polepszenie przewidywanych struktur
w tym szczegOlnie dla biatka 2CRB. Wazne jest tez, ze wprowadzenie nowego podejscia nie
skutkowato pogorszeniem jakiegokolwiek wyniku.

Rola mgra Pawla Krupu w tej czeéci badan polegatla na uzupetnieniu symulacji pol-
empirycznych blokowanych reszt aminokwasowych o proling, wyznaczeniu hiperpowierzchni
energii potencjalnej dla blokowanych dipeptydow, optymalizacji wag potencjaléw oraz
przeprowadzeniu obliczen testowych.

Wyniki omawianego eksperymentu zawarte zostaly w publikacji, ktoéra w catosci
zamieszczona jest w rozprawie jako Zatacznik 3.

Dalsze rozszerzenie pola sitowego UNRES to uwzglednienie informacji pochodzacych z
technik przewidywania struktur biatkowych bazujacych na biatkach homologicznych. Ta
innowacja wprowadza do modelu typu ab initio - jakim jest model UNRES - elementy technik
stosowanych w metodach bazujacych na podobienstwie sekwencji 1 struktur biatek.
Wprowadzona innowacja polega na wprowadzeniu dodatkowego skladnika pola sitowego
Uestr  naktadajacego wigzy ograniczajace zmiang odlegltosci miedzy centrami
oddziatywujacymi (atomy zjednoczone) a takze dla katow torsyjnych. To podejscie jest
hybryda kilku modeli bialek do obliczen energii wigzow. Model ten zostat
zaimplementowany i przetestowany z wykorzystaniem pigciu bialek jedno-domenowych z
edycji CASP9 i czterech z edycji CASP10 oraz dla biatek dwu-domenowych. Wyniki wysoce
pozytywne zostaly uzyskane dla konstrukcji domen, natomiast potozenie migdzy-domenowe
okazalo si¢ niezadowalajace. Jak zwykle w procedurze testowania przeprowadzono liczne
symulacje dynamiki molekularnej w oparciu o zmodyfikowane pole sitowe. W rezultacie
uzyskano kolejng korekte wyrazajaca si¢ zwigkszong zgodnoscia przewidzianych struktur z
biatkiem docelowym. Postgp w rozwijaniu pola UNRES jest widoczny na przyktadzie biatka
T0663 (str 78) gdzie poprawnie przewidziano znaczacy fragment biatka o strukturze typu
Beta.

W, Podsumowaniu” Autor wymienia zalety i wady pola sitowego UNRES wskazujac
jako pierwsze: poprawne przewidywanie struktury drugo- i trzecio-rzedowej i jako drugie —
przecigtng rozdzielczo$¢ uzyskiwanych struktur.

Generalnie wprowadzone przez mgra Pawta Krupe modyfikacje przyczynity si¢ do poprawy
skutecznosci dziatania pola sitowego UNRES.

Oceniajac przedstawiona mi do recenzji rozprawe trudno jest polemizowac z modelem
o tak wysokich §wiatowych notowaniach, jakie posiada model UNRES. Swiadcza o tym
wysokie pozycje publikacji naukowych omawiajacych zagadnienie konstruowania struktur
bialek z wykorzystaniem tego pola. Pole UNRES rozwijane jest przez zesp6t Cornell-Gdansk
od roku 1999. Sukcesy, jakie daje zastosowanie tego pola, skutkujg zaliczeniem zespotu
Cornell-Gdansk do Swiatowe]j czotowki wiodacych jednostek zajmujacych sig¢ profesjonalnie
zagadnieniem przewidywania struktur bialek. Z przyjemnoscia i satysfakcja a wrecz z
poczuciem dumy narodowej czyta si¢ prace, gdzie nazwiska specjalistow z zespohu
Uniwersytetu Gdanskiego zamieszczone sq wraz z nazwiskami laureatdéw nagrody Nobla
(czego przyktadem jest publikacja podana w Zataczniku 1).
Jedno, co pozostaje Recenzentowi, to zyczy¢ zespotowi dalszych sukcesow oraz pomyS$lnego
rozwoju wygenerowanych narzedzi.

Praca doktorska wymaga jednak oceny i jako uwage krytyczna poddam pod watpliwo$é
przysztos¢ pola sitowego UNRES. Pierwsza opublikowana wersja tego pola zawierala 7



sktadnikow (Lee J, Liwo A, Scheraga HA. Energy-based de novo protein folding by
conformational space annealing and an off-lattice united-residue force field: application to the
10-55 fragment of staphylococcal protein A and to apo calbindin D9K. Proc Natl Acad Sci U
S A. 1999 Mar 2; 96(5):2025-30). Obecnie liczba sktadnikow wynosi 15 (strona 31 rozprawy
doktorskiej). Z tresci pracy mozna wnioskowa¢, ze Autorzy tego modelu skupiajg si¢ na
ciaglej rozbudowie tego pola poprzez wprowadzanie kolejnych sktadnikow majacych na celu
poprawe skutecznosci. Biorac pod uwage wirtualno$¢ elementow (pseudo-atomoéw) oraz
parametréw ich opisujacych, a w tym szczeg6lnie wartosci wag dla kazdego z komponentéw
mozna obawiac si¢ nie tyle duzej liczby zmiennych (ktorg to liczbe modele gruboziarniste
starajg si¢ zredukowac), ale duzej liczby parametrow, ktore nie podlegaja weryfikacji
eksperymentalne;.

Niewatpliwym jednak postgpem, jaki jest odnotowany od roku 1999, jest trafne
przewidywanie struktury ponad-drugorzedowej z duza zawartos$cig struktury typu Beta (np.
str 78 — T0663).

Przechodzac jednak to samej pracy doktorskiej. Zostata ona napisana w sposob bardzo
staranny. Swoboda, z jaka Autor porusza si¢ po calym spektrum zagadnien zwiazanych ze
strukturg biatek i technik obliczeniowych do tego celu stosowanych wymaga bardzo wysokiej
oceny. Autor biegle postuguje si¢ nowoczesnymi technikami informatycznymi, co czyni Go
specjalista wysokiej klasy.

Mimo wielkiej starannosci mozna jednak doszukac si¢ pewnych niedociagnig¢é (taka jest rola
Recenzenta).

Na str 59 bardzo szczegotowo podano wymagania komputerowe i moce obliczeniowe uzytej
maszyny. Nie podano jednak, w jakim osrodku te obliczenia byly wykonane.

Przy omawianiu kazdej z publikacji Autor podaje swoj udziat w danym projekcie. Jest to lista
czynnosci wykonanych przez Autora. Nie ma natomiast informacji o Jego kreatywnej roli.
Informacje te robia wrazenie wykonania obliczen wg wcze$niej ustalonego scenariusza.

Mimo wspomnianej juz wielkiej starannosci w opracowaniu tekstu, jaka niewatpliwie
reprezentuje praca, sugeruje, aby Autor ustrzegat si¢ zdan tak dlugich, jak ma to miejsce na
str 71 (12 linit).

Tekst na str. 72 opisujacy wzor (19) nie jest jasny. Kat omega nie zostat zdefiniowany.
Drobny blad jezykowy (gramatyczny) w trzeciej linii tekstu str 72 to zastosowanie
niewlasciwego przypadku.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona praca doktorska w pelni odpowiada
kryteriom stawianym pracom doktorskim. Prace oceniam jako BARDZO DOBRA i wnosze
do Pana Dziekana o dopuszczenie mgra Pawta Krupy do dalszych etapow przewodu

doktorskiego. i
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Krakow, 11 maja 2015 Prof dr hab Irena Roterman-Konieczna
Recenzent




