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Recenzja rozprawy doktorskiej p.t.

Przewidywanie struktury bialek oraz ich komplekséw
przy uzyciu gruboziarnistego pola sitowego UNRES z wykorzystaniem informacji z baz danych”

opracowanej przez paniag magister Agnieszke Sylwie Karczyriskg

Pytanie o strukture przestrzenng biatek - makroczasteczek bedacych podstawa wszyst-
kich proces6w zyciowych - pojawilo sie po raz pierwszy w pierwszej polowie ubiegtego
stulecia. Na przestrzeni ostatnich kilku dekad odpowiedzi na nie poszukiwano poprzez
rozwazania teoretyczne (m.in. Linus Pauling), badania eksperymentalne (m.in. John
Kendew, Kurt Wiithrich) a takze stosujac symulacje komputerowe (np. Martin Karplus,
Michael Levitt i Arieh Warshell). Dzigki tym badaniom znamy obecnie ponad 150 000
struktur biatek i komplekséw biatkowych, wyznaczonych réznymi metodami do§wiad-
czalnymi. Posiadamy réwniez catkiem dobrg wiedze podstawows o zasadach, wg ktérych
lancuch zlozony z kilkuset reszt aminokwasowych formuje unikalng dla jego sekwencji
strukture tréjwymiarows. W oparciu o te wiedze jesteSmy w stanie przewidywaé struk-
tury malych biatek globularnych a takze projektowaé zupelnie nowe, sztuczne biatka,
ktére nie istniejg w organizmach zywych. Metody teoretyczne i obliczeniowe sa niezmier-
nie waznym narzedziem do badania struktur bialek. Liczba potencjalnych obiektéw tych
badan, czyli sekwencji biatkowych, przerasta mozliwoéci metod eksperymentalnych o co

najmniej trzy rzedy wielkodci.

Wspélczesne metody obliczeniowe stosowane do badania biomakromolekut to szeroki
wachlarz réznych algorytméw, ktérych wykorzystanie zalezy dostepnej wiedzy a priori, a
takze mozliwych do zagospodarowania zasobdw komputerowych. Pierwsze pytanie, ktére
pojawia sie przy wyborze odpowiedniego algorytmu, dotyczy dostepnodci juz wyznaczo-
nych struktur bialek homologicznych. Modelowanie homologiczne (zwane tez w oparciu
o szablon) umozliwia bowiem uzyskanie dobrych a nawet bardzo dobrych wynikéw w
stosunkowo krotkim czasie. Alternatywny scenariusz, zwany de novo, wykorzystywany
jest, kiedy struktury takie nie mogg by¢ znalezione. Scenariusz ten sprowadza sie do
czasochlonnego przeszukiwania przestrzeni konformacyjnej stanéw dostepnej dla zada-
nego polipeptydu i wymaga zaangazowania bardzo powaznych zasobdéw obliczeniowych.
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W praktyce metody te stosuja sie tylko dla malych bialek. Jednym ze sposobdéw na
poszerzenie zakresu ich stosowalnosci jest zastosowanie reprezentacji gruboziarnistej, w
ktérej grupa kilku a nawet kilkunastu atoméw zastepowana jest pojedynczym centrum
oddzialywan. Przykladem takiej metody jest algorytm UNRES, opracowywany od po-
nad 25 lat w laboratorium prof. Adama Liwo (Uniwersytet Gdanski) a takze w grupie
prof. Scheragi (Cornell University).

W przedstawionej mi do recenzji rozprawie doktorskiej, pani magister Agnieszka Kar-
czyniska wykorzystala wspomniany powyzej model UNRES, zaréwno w modelowaniu de
nowvo jak i w polaczeniu z informacja o strukturach biatek homologicznych. Celem jej prac
byto udoskonalenie tej metody obliczeniowej poprzez wprowadzenie wydajniejszego sche-
matu prébkowania (okreslonego w pracy jako HREMD). Doktorantka wykonata réwniez
obszerne i systematyczne obliczenia testowe majace na celu sprawdzenie ergodyczno-
Sci symulacji w ktérych stosowano wiezy strukturalne réznej jakoéci. Autorka opisata w
pracy takze wyniki jedenastej oraz w dwunastej edycji miedzynarodowego eksperymentu
CASP (Critical Assessment of Protein Structure Prediction Methods), w ktérych wzieta
aktywny udzial. W trakcie tych eksperymentéw grupy badawcze z calego $wiata wy-
korzystuja metody obliczeniowe aby wymodelowaé przestrzenne konformacje bialek, dla
ktorych struktury wyznaczone doswiadczalnie zostana ogloszone dopiero po zakoficzeniu
eksperymentu. Udzial w CASP11 i CASP12 stanowil zatem obiektywny test metodologii
UNRES. Metodologia ta zostala udostepniona szerokiemu $rodowisku naukowemu jako
zautomatyzowany serwis internetowy, w tworzeniu ktérego Doktorantka miata znaczacy
wktlad.

Rozprawe otwieraja podziekowania i wykazy skrétéw oraz wykorzystywanego opro-
gramowania. Nastepnie Autorka charakteryzuje cele swojej pracy. Kolejny, niemalze
szesédziesieciostronicowy rozdzial to wstep teoretyczny, majacy za zadanie przyblizyd
czytelnikowi podstawy dziedziny swoich badaf, w ktérym zawarto az 194 odsytacze do
pozycji literaturowych. Gléwna cze$é rozprawy stanowi 5 wieloautorskich prac orygi-
nalnych, publikowanych w czasopismach z listy filadelfijskiej o wysokim wspotczynniku
Impact Factor, ktére zawieraja wyniki badan prowadzonych przez doktorantke. Prace
te zostaly juz zrecenzowane przez niezaleznych ekspertéw. Pozwole sobie jednak ponizej
podsumowagé ich gtéwne wnioski, ktére jednoczesnie stanowia meritum osiagnieé Autorki.

Gruboziarnisty model UNRES, umozliwiajacy modelowanie struktury, dynamiki i
termodynamiki zaréwno biatek jak i kwasdéw nukleinowych, rozwijany jest nieprzerwanie
od ponad 25 lat. Badania pani magister Karczyfiskiej stanowig tutaj istotny wktad. W
szezegdlnodei jej dwie pierwsze prace prezentuja doglebng ocene mozliwosci modelu. Pu-
blikacja 1 opisuje wyniki jakie osiggnicto w XI konkursie CASP, podczas ktérego grupa



Cornell-Gdansk stosowala podejécie oparte na fizyce (modelowanie de novo). Pomimo,
ze grupa nie korzystala z informacji ewolucyjnej, zanotowala kilka bardzo udanych pre-
dykeji. Wykorzystanie nowych elementéw pola sitowego pozwolito poprawié wyniki w
poréwnaniu do poprzedniej, dziesiatej edycji konkursu. Publikacja 2 z kolei opisuje wy-
niki modelowania poréwnawczego, uzyskane w trakcie dwunastej edycji eksperymentu
CASP przez grupe KIAS-Gdansk. Wykorzystano w tym celu opracowane uprzednio po-
dejécie hybrydowe, w ktérym model UNRES polaczono z wiezami odleglodci. Wiezy te,
zaczerpniete z modeli generowanych przez cztery najlepsze zautomatyzowane serwery,
kierowaly symulacje w strone najbardziej prawdopodobnej topologii. Jednoczesnie oparte
na fizyce pole sitowe UNRES pozwalato uniknaé konformacji niemozliwych do zrealizo-
wania w przyrodzie oraz pomagalo wygladzi¢ lokalng geometrie generowanych modeli.
Uzyskane w ten sposéb struktury nierzadko byly istotnie lepsze od najlepszego modelu

wykorzystanego w procesie modelowania.

Metodyka uwzgledniania wiezéw strukturalnych w procesie modelowania zostala po-
prawiona i gruntownie przetestowana w Publikacji 3. Zaproponowano w niej zmiane
funkcji oceniajacej zgodno$é modelu z wiezami: logarytm z funkcji Gaussa zastapiono
funkcja Lorentza, ktorej wartodci sg ograniczone z géry i doéé szybko zblizaja sie do
wartosci asymptotycznej. Modyfikacja ta spowodowata obnizenie barier energetycznych
a tym samym istotnie poprawita wydajnosé¢ schematu prébkowania. W pracy dodatkowo
zaproponowano wymianeg replik w przestrzeni Hamiltonianu. Wykazano, ze nowy sche-
mat wymiany replik (Hamiltonian Replica Exchange Molecular Dynamics, HREMD)
prébkuje wydajniej, niz schemat MREMD, z ktérego korzystano w pracach (1) i (2).

W Publikacji 4 zaprezentowano metode, ktéra pozwala na uwzglednienie pomiaréw
niskokatowego rozpraszania promieni X (SAXS) w symulacjach modelem UNRES. Dane
te wlaczano w postaci rozkladéw odlegtosci miedzyatomowych P(r), poréwnywanych z
rozkladem teoretycznym, obliczanym na podstawie modeli gruboziarnistych w reprezen-
tacji UNRES. Przyjeto tu przyblizenie, w ktérym zjednoczone atomy traktowano jako
chmury prawdopodobienistwa a odleglo$ci migdzyatomowe - zmienne o rozkladzie nor-
malnym. Uwzglednienie danych eksperymentalnych spowodowalo istotna poprawe mo-
deli uzyskanych dla dwéch z jedenastu celéw. W pracy tej zabraklo mi szczegdtéw opi-
sujacych w jaki sposéb modelowana jest czwartorzedowa struktura biatek. Czy ukladem
modelowanym metodg UNRES jest pojedynczy tancuch, czy caly oligomer? Jak usta-
lana jest wzajemna orientacja czasteczek biatka w kompleksie? Dodatkowo pozwole sobie
wdaé sie w polemike o roli rozpuszczalnika w widmie SAXS. Rola ta jest marginalizowana
przez autoréw w Publikacji 4, ktérzy stwierdzaja, iz SAXS rejestruje jedynie réznice w
gestodei elektronowej pomiedzy otoczks solwatacyjna a rozpuszczalnikiem. Stwierdzenie
to jest oczywiscie prawdziwe, niemniej jednak przy obliczaniu wkladu czasteczek biatka



do krzywej rozpraszania réwniez nalezy uwzgledni¢ wyparty rozpuszczalnik. Jedng ze
stosowanych metod jest wprowadzenie skorygowanych czynnikéw strukturalnych.

Swoistym podsumowaniem tych prac jest Publikacja 5, w ktorej opisano konstruk-
cje zautomatyzowanego serwera obliczeniowego. Serwer ten udostepnia oprogramowanie
UNRES szerokiemu $rodowisku naukowemu, bez koniecznodci instalacji i uktualizacji u
uzytkownikéw koncowych. Z zalozenia serwer udostepniaé bedzie bowiem zawsze naj-
nowsza wersje oprogramowania i pola sitowego. Serwer UNRES jest zatem kamieniem
milowym w rozwoju tego oprogramowania.

Prace te w sumie stanowia ogromna wartoé¢ naukows i w mojej opinii bez watpienia
kwalifikujg Kandydatke do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Z obowiazku recen-
zenta pozwole sobie jednak przedstawié kilka uwag krytycznych, ktoére nasunely mi sie
w trakcie lektury rozprawy oraz zalaczonych publikacji.

o Informacja o udziale Doktorantki w uzyskanych wynikach pojawia sie dopiero na
samym konhcu rozprawy; zalaczone odwiadczenia pani magister Karczynskiej oraz
pozostatych wspélautoréw stanowia ostatni rozdzial. W moim przekonaniu infor-
macja powinna sie pojawi¢ znacznie wezesniej, na przyktad zostaé¢ uwzgledniona
w polskojezycznym podsumowaniu kazdej z prac (podrozdziaty 6.1 - 6.5)

¢ Opis do Rysunku 3 niefortunnie przemiescit sie do srodka akapitu.

+ W Publikacji 3 wspomniano ilustracje 7g oraz Th, ktérych niestety nie udato mi sie
odnalez¢ zaréwno w gléwnym tekscie ani w zalaczonym do publikacji suplemencie.

e Pojecie ergodycznosci jest kluczowe dla zrozumienia i poprawnej interpretacji wy-
nikéw przedstawionych w Publikacji 3, nie jest ono niestety wyraZnie zdefiniowane.
W moje ocenie Autorka powinna poswieci¢ mu co najmniej kilka akapitéw w ,, Cze-

§ct Teoretycznej” pracy.

o Tytul rozdziatu 6 ,Czesé Wynikowa” jest w moim odczuciu sformutowany nie-

zrecznie.

« Autorka nie stosuje zwyczajowo przyjetej metody cytowania wielu prac przez po-
danie zakresu, np [24-37], lecz wymienia wszystkie kolejne numery, ktére nierzadko

zajmuja prawie caly wiersz (vide str. 22)

Uwagi powyzsze maja gloéwnie charakter edytorski i w zadnym stopniu nie umniej-
szaja wartodci merytorycznej rozprawy. Kandydatka wykonala ogromng prace, ulepsza-
jac i testujac metode badawczg UNRES. Jest wspoétautorka co najmniej osmiu publikacji
w renomowanych czasopismach, z ktérych pie¢ stanowi tresé rozprawy. Co wiecej, Kan-
dydatka jest pierwszym autorem az dwéch publikacji. Dorobek naukowy pani magister



Karczynskiej jest zatem imponujacy. Rozprawa spelnia zatem z nawiazksg wymagania
stawiane rozprawom doktorskim przez Ustawe o z dnia 14 marca 2003 roku o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. nr 65 poz 595 z pdzn. zm.) jak réwniez zwyczajowe standardy stawiane
rozprawom doktorskim w dziedzinie nauk przyrodniczych i $cisltych. Dlatego z pelnym
przekonaniem wnioskuje do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdafiskiego o dopusz-
czenie pani magister Agnieszki Sylwii Karczynskiej do dalszych etapéw przewodu dok-
torskiego. Biorac pod uwage wysoka jakosé wynikéw oraz ogromny wktad Doktorantki
w ich uzyskanie wnosze o wyrdznienie rozprawy. Szczegbdlowe uzasadnienie wniosku o
wyrdznienie stanowi zalacznik do niniejszej recenz;ji.
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Uzasadnienie wniosku o wyréznienie rozprawy doktorskiej
pani magister Agnieszki Sylwii Karczynskiej pt.

»Przewidywanie struktury bialek oraz ich kompleksow
przy uzyciv gruboziarnistego pola sitowego UNRES z wykorzystaniem informacji z baz danych”

W ramach realizacji swojej rozprawy doktorskiej pani magister Karczynska wykonata
ogromng prace projektujac, optymalizujac i testujac nowe komponenty modelu UNRES.
Dodatkowo wziela udzial w az trzech kolejnych edycjach eksperymentu CASP. Praca ta
na pewno zaowocowala ogromnym do$wiadczeniem oraz warsztatem badawczym. Wy-
niki tych badan opisano w pieciu publikacjach stanowiacych integralna czesé rozprawy.
Pani magister Karczynska jest jednak wspétautorka co najmniej osmiu artykutéw w cza-
sopismach z listy filadelfijskiej, a w dwoch z nich jest pierwszym autorem. Kandydatka
miala ogromny wklad w opracowanie serwera obliczeniowego UNRES, ktéry ma duze
znaczenie praktyczne; publikacja ta bedzie zapewne szeroko cytowana.

Uwzgledniajac powyzsze argumenty, stawiam formalny wniosek o wyréznienie niniej-
szej rozprawy zgodnie z panujacymi na Wydziale Chemii UG zasadami.
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