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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Sylwii Karczynskiej
pt. ,Przewidywanie struktury biatek oraz ich komplekséw przy
uzyciu gruboziarnistego pola sitowego UNRES z wykorzystaniem

informacji z baz danych”

Ustalenie pelnej tréjwymiarowej struktury czasteczki biatka jest niestychanie istotne
dla wigkszodci obszaroéw dziatania wspétczesnej biologii. Jednak pomimo tego iz, dzie-
ki szybkiemu rozwojowi metod sekwencjonowania, ponad 160 milionéw sekwencji
roznych biatek jest dostepnych w bazach takich jak UniProtKB, to tylko nieco ponad
150000 struktur jest dostepnych w bazie PDB. Tymczasem to wlasnie znajomosé
struktury biatka ma znaczenie praktyczne np. w projektowaniu lekéw. Jak tatwo poli-
czyc istnieje tylko utamek procenta szansy na to, ze biatko znajdujace sie w obszarze
zainteresowan ma poznang strukture i z roku na rok ta dysproporcja roénie ze wzgledu
na rozng dynamike pojawiania sie nowych struktur i nowych sekwencji. Z tego powodu
bardzo wzrosto znaczenie teoretycznych metod przewidywania struktur jako poten-
cjalnie jedynego sposobu, ktéry moglby, do pewnego stopnia, zaspokoi¢ rosnace zapo-
trzebowanie na dobrej jakosci struktury bialek, ktérych sekwencje s3 juz znane. Oczy-
wiscie metody teoretyczne beda mogty spetni¢ te oczekiwania tylko wtedy, kiedy uzy-
skiwane za ich pomocg modele beda wystarczajaco dobre do tego, aby mogly by¢ uzy-
wane na rowni ze strukturami uzyskiwanymi eksperymentalnie. Po czedci aby to wia-
snie sprawdzi¢ a z drugiej strony zdopingowa¢ grupy naukowe do ciagtego ulepszania
swoich metodologii organizowane sq konkursy CASP (ang. Critical Assessment of tech-
niques for protein Structure Prediction), w ktorych co dwa lata najlepsze zespoly nau-

kowe moga w obiektywny spos6b przetestowaé opracowane przez siebie algorytmy.
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W' zwigzku ze wspomnianym zapotrzebowaniem na wysokiej jakosci struktury
i jednoczesnie upowszechnieniem sie niskorozdzielezych metod eksperymentalnych
dodatkowym obszarem zastosowan metod teoretycznych jest udokladnianie struktur
i odtwarzanie modeli petno-atomowych na podstawie danych pochodzacych z nisko-
rozdzielczych eksperymentéw takich jak kriomikroskopia elektronowa czy nisko kato-
we rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego (SAXS).

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Agnieszki Sylwii Kar-
czynskiej poswigcona jest udoskonalaniu istniejacych jak i opracowaniu nowych na-
rzedzi stuzacych do przewidywania struktur biatek i ich komplekséw. W swojej pracy
doktorantka wykorzystywata przede wszystkim pole sitowe UNRES, ktore zostalo opra-
cowane i od wielu lat jest rozwijane przez pracownikéw Katedry Chemii Teoretycznej
Uniwersytetu Gdanskiego.

Recenzowana rozprawa doktorska przygotowana zostala jako osiagniecie publika-
cyjne. Zostata napisana na 100 stronach i podzielona na 9 rozdziatéw obejmujacych
wykaz skrotéw, wykaz uzywanego oprogramowania i serweréw obliczeniowych oraz
czgs¢ teoretyczng i wynikowa. Na czes¢ wynikowa sklada sie streszczenie publikacji
stanowigcych podstawe osiagnigcia i skrotowo opisanych w pieciu kolejnych podroz-
dzialach. Rozprawe zamykajg wykaz rysunkéw oraz obejmujaca 194 pozycje bibliogra-
fia, ktorej okoto 10% stanowig prace z ostatnich 3 lat. Dodatkowo na korcu rozprawy
doktorantka zamiescila pelna tres¢ wspomnianych 5 publikacji, informacje o swoim
pozostatym dorobku naukowym oraz oswiadczenia wspétautoréw poszczegdlnych ar-
tykutow.

W osobnym rozdziale zatytutowanym ,Cel pracy” doktorantka przedstawila pod-
stawowe cele jakie zamierzala osiagna¢. Podstawowym celem bylo, jak sama pisze,
nopracowanie i udoskonalanie narzedzi stuzqcych do przewidywania struktur biatek oraz
ich komplekséw z wykorzystaniem informacji z baz danych oraz wynikéw uzyskanych
metodami eksperymentalnymi”. Zadanie to doktorantka zamierzata zrealizowac rozsze-
rzajac pole sitowe UNRES o mozliwos¢ definiowania wigzéw pochodzacych z réznych
zrédet i optymalizujgc parametry okreglajace site tych wiezéw a nastepnie sprawdzajac
jak wplywaja one na przebieg symulacji.

Dodatkowym celem jaki doktorantka miata zamiar osiagna¢ byto opracowanie me-

tody umozliwiajacej przewidywania struktur biatek z wykorzystaniem informacji po-



chodzacych z pomiaréw eksperymentu nisko katowego rozpraszania promieniowania
rentgenowskiego (SAXS).

W trakcie swojej pracy badawczej doktoranta miata okazje zweryfikowaé skutecz-
nos¢ opracowywanych przez siebie modyfikacji pola sitowego UNRES biorac udziat w 11
i 12 edycji eksperymentu CASP, a takze pomagata w implementacji swoich osiggniec¢ na
serwerze internetowym umozliwiajgcym zdalne przeprowadzanie symulacji we wspo-
mnianym polu sitowym.

Teoretyczne wprowadzenie do zagadnien poruszanych w recenzowanej pracy zna-
lazio si¢ w rozdziale 5 zatytulowanym ,Czes¢ teoretyczna” i obejmujacym 54 strony.
Rozdziat ten podzielony zostal na szereg podrozdzialéw omawiajacych dosy¢ selek-
tywnie takie zagadnienia jak struktury i budowa biatek, metody symulacyjne takie jak
mechanika i dynamika molekularna, metody poprawy prébkowania w symulacjach
dynamiki molekularnej, metody analizy danych uzyskiwanych jako wyniki symulacji
MD oraz teoretyczne metody przewidywania struktur biatek jak i metody eksperymen-
talne wspomagajace te pierwsze. Wszystkie rozdzialy sa dosy¢ skrétowe a bardziej
szczegblowo oméwione zostaly tylko te wybrane techniki obliczeniowe, ktore byly
bezposrednio wykorzystywane w pracy doktorantki. Troche pogarsza to czytelnoé tej
czedci rozprawy, zwlaszcza, ze podpisy pod niektorymi rysunkami s3 minimalistyczne
a uklad podrozdziatéw wydaje sie chwilami nieco chaotyczny i niekonsekwentny.

Zapewne ze wzgledu na ta skondensowang forme wkradlo sie tez do tresci kilkana-
Scie literdwek i drobnych bledow stylistycznych, ktére niestety gdzieniegdzie wplywaja
tez na czytelnos¢ i jednoznacznosc tekstu. Na stronie 14 jest ,analizie badan” powinno
by¢ ,analizie wynikéw badan”. W drugim akapicie na stronie 20, badane s3 raczej zja-
wiska a efekty sq uzyskiwane. W tekscie na stronie 64 zostaly pomylone numery roz-
dzialow. Zamiast (7.1-7.5) powinno by¢ (6.1-6.5). Rysunek 5 na stronie 21 przedsta-
wiajacy rézne poziomy reprezentacji fancucha polipeptydowego byltby czytelniejszy,
gdyby przedstawione na nim poszczegélne modele byly zgodne z opisem (czyli np.
gdyby model zjednoczonych atoméw byt pozbawiony atoméw wodoréw, ktére w tym
modelu nie s3 bezpodrednio obecne itd.). Réwniez nie pomaga tu bardzo lakoniczny
podpis pod rysunkiem, ktory powinien zawiera¢ petniejsza informacje, np. ze poszcze-
golne elipsy na rysunku oznaczaja grupy atoméw, ktére w danym modelu sa zastapio-

ne pojedynczym punktem oddzialywan. W podpisie pod rysunkiem 6 okreslenie ,kqt



walencyjny pomiedzy trzema sgsiednimi atomami C* jest nieuprawnione, poniewaz
z definicji kat walencyjny jest katem plaskim pomiedzy trzema atomami polaczonymi
wigzaniami, co nie ma miejsca w przypadku trzech atoméw C% Z reszty w odnosnej
publikacji, ktérej czgécig jest opisywany tu fragment, kat ten okreslony jest po prostu
jako ,kqt pomiedzy wirtualnymi wigzaniami” i takie okreélenie nie budzi juz powyz-
szych watpliwosci.

Pewien brak precyzji wystepuje tez w opisie periodycznych warunkéw brzegowych
na stronie 32. Sformutowanie ,Symulowana czgsteczka oddziatuje nie tylko na czg-
steczki znajdujqce sie w jej poblizu, ale takze na inne znajdujqce sie w sqsiednich pudet-
kach symulacyjnych” jest niepoprawne. W praktyce to czasteczki z sasiednich ,wirtual-
nych” pudetek oddziatuja na czasteczki obecne we wiasciwym pudetku centralnym
a pozycje tych pierwszych s3 po prostu ustalane przez operacje symetrii, wiec nie mu-
sza w tym wypadku by¢ liczone dzialajace na nie sily. Inaczej trik z zastosowaniem pe-
riodycznych warunkow brzegowych bylby bezcelowy i mieliby$my zwyczajnie do czy-
nienia ze zdecydowanie wiekszym pudetkiem symulacyjnym.

W rozdziale omawiajgcym teoretyczne metody przewidywania struktur biatek zna-
lazlo si¢ sformutowanie: ,Do najszerzej znanych metod teoretycznych do przewidywania
struktur biatek nalezy modelowanie homologiczne oraz symulacje molekularne”. Jest to
dosy¢ nietypowy podzial, zwlaszcza, ze ,symulacje molekularne” to pojecie bardzo sze-
rokie. Jednoczesnie widze tu pewien brak konsekwencji w stosowanej terminologii
gdyz w pozniejszych rozdziatach 5.6.1i 5.6.3 jest mowa odpowiednio o ,modelowaniu
poréwnawczym’” i ,metodach de novo” co jest juz zgodne z powszechnie przyjetym po-
dzialem i terminologig.

W kolejnym rozdziale, po$wigconym eksperymentom rozpraszania promieni rent-
genowskich pod matymi katami (SAXS), na rysunku 15 oraz na stronie 62 brak jest wy-
raznego wyjasnienia symboli, przez co pojawiajace sie w tekscie sformulowania ,zalez-
nosc I(q) od q” czy ,wzrost q” moga by¢ w pierwszej chwili niezrozumiate.

Kolejny rozdzial, rozdziat 6 zatytulowany ,Czes$c¢ wynikowa” zawiera bardzo skon-
densowany (na 12 stronach) opis przeprowadzonych obliczen i ich rezultatéw stano-
wigcych osiggnigcie naukowe, ktore to wyniki zostaly opublikowane w formie pieciu
artykuldw, a ich petna tres¢ zataczona zostata na koricu rozprawy. Poniewaz artykuly te

zostaly opublikowane w dobrych czasopismach o wysokich wspétezynnikach oddzia-



fywania i przeszly juz przez rygorystyczny proces oceny merytorycznej, nie widze uza-
sadnienia do ponownej ich oceny, mam jednak do doktorantki kilka pytan.

W artykule opisanym w rozdziale 6.1 znalazlo si¢ sformutowanie, ze ,przewidywania
struktury przez PSIPRED sq doktadne wigc szansa na pogorszenie struktury pod wply-
wem naktadanych wigzéw jest niewielka”. Chciatbym pozna¢ opinie doktorantki na te-
mat dokiadnosci tego typu oszacowar, zwlaszcza w przypadku struktury B, kiedy to
w formowaniu B-kartki istotny jest nie tylko lokalny sktad lanicucha polipeptydowego
ale jeszcze obecnos¢ drugiej wstegi B. Poza tym czy rezultaty uzyskiwane za pomoca
pola UNRES nie bylyby lepsze, (by¢ moze takie préby byly prowadzone?) gdyby pole
sifowe zostalo sparametryzowane w oparciu o wigksza liczbe struktur danej klasy
(obecnie uzywane s3 dwie wersje parametryzacji, pierwsza opracowana w oparciu o 1
a druga o 2 struktury PDB.)

W publikacji opisanej w rozdziale 6.2, w celu uwzglednienia informacji struktural-
nej z konsensusowych modeli danego biatka funkcja pseudo-energii pola UNRES zosta-
fa uzupetniona o dodatkowe czlony opisujace 4 typy wiezéw, ktérych wagi wygladaja
jednak na dobrane dosy¢ arbitralnie na 0,5 dla wigzéw odlegtodci i 1 dla pozostatych 3
cztonéw. We wcezesniejszych publikacjach (np. opisanej w rozdziale 6.3 interesujacej
pracy dotyczacej ergodycznosci w symulacjach) doktorantka testowata, co prawda réz-
ne ich wielkosci w dosy¢ szerokim zakresie, ale zawsze w zestawach jednorodnych,
kiedy to wszystkie 4 typy wiezow mialy taka sama wage. Chcialbym pozna¢ uzasadnie-
nie doboru, w tym przypadku, akurat takich wartosci.

Ta i wszystkie wczesniejsze uwagi majg jednak charakter jedynie dyskusyjny czy
wrecz kosmetyczny. Dotycza gtdwnie redakeji czeéci wstepnej i nie umniejszaja w za-
den spos6b wartosci naukowej prezentowanej rozprawy, a dorobek naukowy dokto-
rantki mozna uznac¢ za imponujacy na tym etapie kariery.

Pani mgr Agnieszka Sylwia Karczynska realizowala 5 wlasnych projektéw nauko-
wych i brata udziat w 3 innych. Odbyla dwa zagraniczne staze naukowe jeden krotko-
terminowy i jeden roczny. Opublikowata 8 artykutéw w dobrych i bardzo dobrych cza-
sopismach. W 4 z nich jest pierwszym autorem. Prezentowala swoje osiagniecia na
licznych miedzynarodowych konferencjach naukowych w tym 18 razy w formie wysta-
pien ustnych i 12 razy w formie posteréw. Sumaryczna liczba cytowan artykutéw

wchodzacych w skfad osiagniecia naukowego wynosi na chwile obecna 27 (22 bez au-



tocytowari) co daje $rednio 5,4 cytowania na artykut. Indeks Hirscha doktorantki na
podstawie Web of Science wynosi 4.

W swietle powyzszego, moge stwierdzi¢, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa
doktorska spetnia wszystkie wymagania ustawowe oraz Zwyczajowe stawiane tego typu
pracom i rekomenduje Radzie Wydziatu Chemicznego Uniwersytetu Gdanskiego do-
puszczenie Pani mgr Agnieszki Sylwii Karczyniskiej do dalszych etapow przewodu dok-
torskiego. Jednoczeénie ze wzgledu na ponadprzecietny dorobek doktorantki i duza
warto$¢ naukowq przedstawionego osiggniecia wnioskuje do Rady Wydziatu Chemicz-

nego Uniwersytetu Gdanskiego o wyréznienie recenzowanej rozprawy.
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