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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Igi Biskupek
,,Badanie mechanizmu rozpoznawania enzymu konwertujacego angiotensyng¢ II przez
domene wigzacg receptor bialka S wirusa SARS-CoV-2 z wykorzystaniem pola sitowego
UNRES” wykonanej w Katedrze Chemii Teoretycznej Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego pod kierunkiem dr hab. Artura Gieldona, prof. UG.

Rozprawa doktorska ma forme tradycyjna, a zaprezentowane w niej wyniki oparte s na
dwoéch pracach, w ktérych Pani Doktorantka jest pierwszym autorem. Sumaryczny
wspolczynnik oddzialywania (ang. impact factor) tych prac wynosi 10,2 a liczba punkéw
MNiSW 280. Poza tymi dwoma pracami Pani Doktorantka jest wspoétautorem dwoch innych
prac o sumarycznym wspdlczynniku oddziatywania réwnym 8,442 (punkty MNiSW — 170)
oraz 10 doniesien konferencyjnych przedstawionych w formie plakatéw. W jednej z tych prac
Pani Doktorantka jest pierwszym autorem. Dorobek naukowy Pani Doktorantki nalezy oceni¢
jako znaczacy na tym etapie kariery naukowe;.

Rozprawa doktorska zostata podzielona na nastgpujace czgsci:

e streszczenia w jezykach polskim i angielskim,

e wykaz stosowanych skrotow,

e cze$¢ teoretyczna w wiekszosci poswigcona koronawirusom, ze szczegdlnym
naciskiem na wirus SARS-CoV-2, zawierajgca roéwniez krotki opis metod
obliczeniowych zastosowanych w pracy,

e czesci nazwanej przez Panig Doktorantke eksperymentalna, zawierajacg wyniki
przeprowadzonych przez nig obliczen (eksperymentéw numerycznych). Giéwna czes¢
rozprawy doktorskiej podzielona zostala na dwie czgsci. W pierwszej z nich Pani
Doktorantka bada oddziatywanie domeny wigzacej receptor (RBD) biatka kolca (biatka
S) koronawirusa do enzyméw konwertujacych angiotensyne II (ACE2) pochodzacych
z réznych organizméw. Druga cze$¢ poswiecona jest zbadaniu wplywu mutacji w
biatku S, majacych miejsce w réznych wariantach wirusa SARS-Cov-2, na jego

oddziatywanie z ludzkim enzymem ACE2,
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W swojej rozprawie doktorskiej Pani Doktorantka podejmuje prébe zrozumienia na
poziomie molekularnym jednego z etapéw mechanizmu infekeji komérek pochodzacych z
réznych organizméw przez rézne warianty koronawirusa SARS-CoV-2. Badany etap procesu
polega na zwiazaniu si¢ biatka S obecnego na powierzchni kapsuly wirusa z enzymem
konwertujgcym angiotensyne II — ACE2 obecnego na powierzchni zaatakowanej komérki
gospodarza. Pani Doktoranta skoncentrowata si¢ na zbadaniu oddziatywan pomiedzy RBD
biatka S, a receptorem ACE2 obecnym w organizmach o réznym stopniu podatnosci na infekcje
(cztowiek, nietoperz, cyweta, mysz, $winia i pies). Drugi problem badawczy podjety przez
Panig dokorantke polegat na zbadaniu oddziatywania pomiedzy ludzkim biatkiem ACE2, a
zmutowanymi biatkami S pochodzacymi od réznych wariantéw wirusa SARS-CoV-2 (alfa,
beta, gamma, delta i omicron). Oczywiscie lepsze zrozumienie mechanizmu wigzania wirus-
receptor, w tym wptywu mutacji punktowych na to oddziatywanie, moze przysztosci pomée w
racjonalnym zaprojektowaniu odpowiednich lekéw, ktére moglyby zatrzymaé infekcje SARS-
CoV-2 na wstepnym etapie. Dlatego problem podjety przez Panig Doktorantke niewatpliwie
ma bardzo duze znacznie w kontekscie walki ze skutkami rozprzestrzeniania si¢ koronawirusa
SARS-CoV-2.

Do zbadania oddziatywafi RBD — ACE2 Pani Doktorantka zastosowata powszechnie
dostepne narzedzia modelowania molekularnego oraz przeprowadzita symulacje dynamiki
molekularnej kompleksu biatka S z enzymem ACE2 za pomoca gruboziarnistego modelu
UNRES. Zastosowane metody zostaly dobrane wiasciwie do przedstawionego zagadnienia
badawczego, aczkolwiek duza czesé otrzymanych wnioskéw ma charakter bardziej jakoSciowy,
niz ilosciowy. Uklad pracy jest logiczny i whasciwe dobrany do przedstawionej tematyki.
Niestety praca zawiera duzg ilo$¢ bledéw jezykowych prawdopodobnie wynikajacych z
pospiechu w jej przygotowaniu. Oto kilka z nich: str. 6 — ,,Enelope Protein”; str. 15 — ,,. ktére
powstaly w opisane zostaly w jednostce czasu...”; str. 20 — ....ktéra jest szczegblnie
niebezpiecznymi dla cielat...”; str. 25 —,...oraz ludzi opiekujacymi si¢ zwierzetami...”; str. 34

— ,,...0strej uszkodzenie ptuc...”; str. 48 —, Multiscale dodaje mozliwos¢ wielosktadnikowych
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uktadéw molekularnych...”; str. 75 — ,,Oddziatywanie F486(RBD) oraz trzema resztami...”;
str 87 — ,,Nowo zbudowane warianty alfa, beta, gamma oraz omicron...” — brak delta, ktéra
jednak pojawia si¢ na liScie symboli. Pojawiaja si¢ tez niestety sformulowania raczej
zargonowe np. na str 81 — ,dodatkowym oddzialywaniem stabilizujagcym kompleks jest
wzajemna orientacja przestrzenna RBD — ACE2”. Réwniez podpisy rysunkdw i tabel powinny
by¢ formutowane dokladniej i w sposob bardziej przemyslany. Przyktadowo w tabeli II.1
brakuje reszt 326 1 330 z trzeciego obszaru kontaktowego ACE2. Wydaje sig, ze kolejne uwazne
przeczytanie rozprawy pozwolitoby na usuni¢cie wiekszosci wyzej przedstawionych pomytek
i niescitosci.

Mam do Pani Doktorantki trzy pytania dotyczace zastosowanej w badaniach
metodologii:

Zard6wno w pierwszej czesci dotyczacej oddziatywania biatka S z biatkami ACE2
pochodzgcymi z réznych organizméw, jak i w czesci drugiej przedstawiajgcej badania
oddzialywania r6znych wariantow wirusa z ludzkimi biatkami ACE2 struktury poczatkowe
konstruowane byly poprzez mutacje in silico struktury wyjsciowej (kod pdb: 6LZG). Jak Pani
Doktorantka ocenia wiarygodno$¢é stworzonych w ten sposéb struktur wyjsciowych? W
szczegblnosei struktury krystaliczne biatek ACE2 dostepne sa (oprocz biatka ludzkiego) dla
cywet (kod-pdb: 3D0G, 3DOH, 3D0I, 3SCK, 3SCL, 7WSK). Jak wyglada poréwnanie struktury
krystalicznej biatka ACE2 pochodzacego od cywet z przygotowang przez Panig Doktorantke
strukturg ACE2 otrzymang za pomocg mutacji in silico?

Pani Doktorantka stosowata model gruboziarnisty UNRES zaréwno do
przeprowadzenia symulacji dynamiki molekularnej komplekséw RBD z ACE2 pochodzacych
z r6znych organizméw, jak rowniez do symulacji réznych wariantéw domeny RBD z ludzkim
ACE2. Jednak tylko w drugim przypadku natozono wiezy na katy torsyjne tancucha gtéwnego,
co spowodowalo ograniczenie przeszukiwania przestrzeni konformacyjnej bialek. Jaka jest
przyczyna tego rodzaju rozbieznosci w zastosowanej metodologii? Czy problemem byla
stabilno$é struktur domeny RBD powstatej poprzez wprowadzenie w strukturze wyjsciowe]
(pdb: 6LZG) mutacji in silico?

Waznym wynikiem uzyskanym w pracy doktorskiej wydaje si¢ by¢ lokalizacja stanu
przejéciowego badanego kompleksu uzyskana za pomoca metody UNRES. Na stronie 68 w
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tabeli I1.3 przedstawiono statystyki opisujgce proces przejscia od stanu poczatkowego do stanu
przejsciowego dla enzymu ACE2 pochodzacego od cztowieka, nietoperza i myszy. W dalszej
czgSci pracy analizowane sg oddziatywania w stanie przej$ciowym réwniez dla pozostatych
trzech organizméw: cywety, Swini i psa. W kontekscie tabeli I1.3 nie zawierajacej danych dla
symulacji ACE2 z cywety, $wini i psa, nie jest dla mnie jasne skad pochodzg informacje
strukturalne dla stanu przej$ciowego dla wyzej wymienionych organizméw. Czy symulacje
dynamiki molekularnej dla komplekséw ACE2 pochodzacych z tych organizméw zostaty
przeprowadzone przez Panig Doktorantke? Jesli tak to dlaczego statystyki dla tych symulaciji
nie zostaly ujete w tabeli I1.3? Jesli nie to skad wzigto strukury stanu przejéciowego dla tych
organizméw przeanalizowane w rozdziale 2.5?

Najwazniesze wyniki przedstawionej rozprawy doktorskiej to okreslenie struktury
przestrzennej stanu przejsciowego kompleksu biatka S z receptorem ACE2 oraz okreslenie
kluczowych reszt aminokwasowych znajdujacych si¢ na styku w.w. biatek majacych
najwiekszy wklad w trwatos¢ powstatego kompleksu, zar6wno w stanie poczatkowym, jak i w
zlokalizowanym stanie przej$ciowym. Bardzo wazne wydaja si¢ tez przedstawione informacje
na temat mozliwego wplywu mutacji w biatku S, oraz réznic w sekwencji aminowkasowej
biatek ACE2, na stabilnos¢ powstatego kompleksu w obu dostepnych formach.

Podsumowujac, uwazam, ze cel rozprawy zostat przez Panig Doktorantke zrealizowany
jednak duza czg$¢ wynikéw (zwlaszcza te dotyczace znaczenia poszczegdlnych reszt
aminokwasowych znajdujacych si¢ na styku ACE2 — RBD) ma charakter bardziej jako$ciowy,
niz ilosciowy. Duza warto$¢ tego rodzaju badan polega na wskazywaniu przez nie mozliwych
drég przeprowadzania eksperymentéw, ktére moga pozwoli¢ na weryfikacje wnioskow
otrzymanych za pomoca technik modelowania molekularnego. Wnioski z badan
przeprowadzonych przez Panig Doktorantke z pewnos$cig moga stanowi¢ inspiracje do dalszych
badan nad wirusem SARS-CoV-2 majgcych charakter czysto eksperymentalny. Dopiero
przeprowadzenie odpowiednich eksperymentéw in vitro moze znacznie wzmocnié¢ (lub
zanegowac) wnioski z przedstawionej rozprawy doktorskiej. Niemniej jednak uwazam, ze
przedstawiona rozprawa doktorska wnosi istotny wktad do badan nad wirusem SARS-CoV-2.

W mojej ocenie praca spelnia warunki stawiane rozprawom doktorskim okreslone w
Ustawie Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Dz.
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U. 2018 poz. 1668). W zwigzku z tym zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne
Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr. Igi Biskupek do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

7 wyrazami szacunku,

s feisy
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