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Praca doktorska p. Lipskiej Agnieszki zaprezentowana zostala w postaci opisu zagadnienia
stanowigcego obiekt analizy w ramach pracy doktorskiej, do ktorego dotgczone zostaly trzy
publikacje stanowiace dorobek naukowy Kandydatki. Opis podany jest w jezyku polskim.
Liczy lgcznie z bibliografia 140 stron wraz z trzema publikacjami, w ktorych dwdch p.
Agnieszka Lipska jest pierwszym Autorem.
Praca omawia zagadnienia biologiczne dotyczace struktury bialek w szczegolnosci. Praca
doktorska reprezentuje tematyke¢ w ramach dyscypliny, jaka jest bioinformatyka. W
badaniach wykorzystywany jest model gruboziarnistego pola sitowego. Ten Autorski model
stanowi od lat obiekt analizy zespotu, z ktérym Doktorantka wspétpracuje.
Struktura pracy jest tradycyjna.
Opis dorobku Kandydatki rozpoczyna si¢ Rozdzialem 1, gdzie Autorka zamieszcza liste
uzytych skr6tow. Rozdzial 2 zawiera zestaw celow stawianych pracy doktorskiej. Autorka
okresla je jako:
1. identyfikacja zmian strukturalnych w bialku wigzacym i transportujagcym Arg —
zadanie zostalo omdéwione w publikacji : _
Lipska AG, Sieradzan AK, Krupa P, Mozolewska MA, D'Auria S, Liwo A. Studies of
conformational changes of an arginine-binding protein from Thermotoga maritima in
the presence and absence of ligand via molecular dynamics simulations with the
coarse-grained UNRES force field. J Mol Model. 2015 Mar;21(3):64. doi:
10.1007/s00894-015-2609-1
2. ocena mocy predykcyjnej modelu gruboziarnistego z uwzglednieniem oddziatywan
hydrodynamicznych — zostalo to opracowane w publikacji
Lipska AG, Seidman SR, Sieradzan AK, Gieldon A, Liwo A, Scheraga HA. Molecular
dynamics of protein A and a WW domain with a united-residue model including
hydrodynamic interaction. J Chem Phys. 2016 May 14;144(18):184110. doi:
10.1063/1.4948710.



3. znaczenie efektu ekranowania wigzan peptydowych wzgledem oddziatywania z woda,
co stanowi tre$¢ publikacji
Sieradzan AK, Lipska A, Lubecka EA. Shielding effect in protein folding. J. Mol.
Graphics Model, 2018, 79, 118-132.

Caly Rozdziat 3 zawiera opis podstaw dotyczacych analiz struktur bialek podajac przeglad
wykorzystywanych modeli, metod obliczeniowych zwracajagc szczeg6lng uwage na
zastosowany przez Autorke model.

W przegladzie tym omowione sa zasady budowy bialek, metod przewidywania struktury 3D
bialek w oparciu o wylgczng znajomosé sekwencji aminokwasow lancuchu polipeptydowym.
Omawiajac modele zwijania bialek Autorka rozwaza jedno i dwu-etapowy charakter tego
procesu wskazujgc argumenty za i przeciw kazdego z nich.

Autorka omawia tez techniki eksperymentalne dostarczajace pozyskiwania informacji na
temat struktury 3D bialek podkreslajac, ze zasadniczym Zrédlem na temat struktur biatek jest
wlasnie eksperyment.

Obok technik eksperymentalnych Autorka prezentuje podej$cia stosowane w numerycznym
przewidywaniu struktury bialek zwracajgc uwage na pelno-atomowe pola sitowe przechodzac
do prezentacji pola gruboziarnistego. Szczegdlowo prezentuje pole UNRES, ktore
wykorzystuje w dalszej czeéci swojej pracy doktorskiej.

W kolejnych podrozdzialach omawia sposoby przeszukiwania przestrzeni konformacyjne;j,
gdzie wykorzystuje symulacje dynamiki molekularne;.

Nastgpnie w kolejnym podrozdziale poswigconym przewidywaniu struktur bialek omawia
technik¢ bazujaca na podobienstwie (w tym na homologii w szczeg6lnosci) oraz na zasadzie
wykorzystania praw fizyki. Podkresla zalety i wady kazdej z nich.

Zagadnienia przewidywania struktur bialek nie mozna omawiaé¢ bez odwolania si¢ do
projektu CASP. Autorka takg dyskusje zamieszcza w podrozdziale 3.3.5.

Bardzo wazne zagadnienie udzialu obecnos$ci rozpuszczalnika omdwiony jest w rozdziale 3.4.
Poza przegladem modeli stosowanych w innych modelach Autorka z powodéw oczywistych
przechodzi do omoéwienia tego zagadnienia w ujeciu modelu UNRES omawiajac aspekty
hydrodynamiczne oraz efekt ekranowania.

Wyniki uzyskane przez Autorkg¢ przedstawione sa w Rozdziale 4. Trudno jest oceniaé
dorobek, ktory juz wezesniej podlegal recenzji wydawniczej odpowiednich czasopism. Nie

mniej jednak z obowigzku recenzenta postaram si¢ oceni¢ znaczenie dorobku Autorki.



Publikacja dotyczaca kompleksowania Arg przez TmArgBP omawia szereg wersji
strukturalnych (otarta/zamknigta, z/bez obecnosci liganda oraz dwie pozycje wigzania
liganda). Symulacja zostala przeprowadzona w dwdch réznych warunkach temperaturowych
300 K oraz 353 K. Po szczegolowej prezentacji uzyskanych wynikéw postaci rozktadu
populacyjnego struktur okreslanych za pomoca odleglosci miedzy-domenowych Autorka
identyfikuje korzystny uktad dla wigzania Arg jaka jest forma zamknigta zwlaszcza w temp
300 K. Autorka wyraza pewien niedosyt zwiazany z wynikami uzyskanymi dla temp 353 K.
Przyczyng upatruje w zastosowaniu gruboziarnistego modelu sugerujac, ze mate rozmiary
liganda powinny by¢ oceniane za pomocg modelu hybrydowego (gruboziarnisty + petno-
atomowy).

Moja uwaga do tej czgsci pracy dotyczy jednoznacznego przelozenia warunkow
temperaturowych. Autorka wskazuje temperatur¢ 353 K okre$lang jako optymalna dla
aktywnosci bakterii. Poréwnanie jest przeprowadzone wobec temperatury 300 K. Czy byly
wykonywane testy poréwnawcze dotyczace relacji miedzy temperatura stosowana w
eksperymencie in vitro a temperatura zadeklarowang w eksperymencie in silico ? Czy ta
jednoznacznos$¢ temperaturowa jest rzeczywiscie w pelni wiarygodna ?

2. W drugiej publikacji Autorka przeprowadza faldowanie in silico dwéch testowych biatek.
Obiektem analizy jest wprowadzenie oddzialywan hydrodynamicznych do protokotu
symulacji dynamiki molekularnej. Testowymi bialkami sa: 1BDD oraz 1EOL — biatka o
zréznicowanej strukturze drugo-rzgdowej. Symulacja zostala przeprowadzona w dwoch
roznych temperaturach : 300 K oraz 335 K w wersji z i bez obecnosci oddzialywan
hydrodynamicznych. Dobor temperatur zostal podyktowany warunkami termicznymi przejsé
fazowych omawianych biatek. Dzigki takiemu zdefiniowaniu warunkéw przeprowadzenia
eksperymentu in silico mozliwe stalo si¢ okreslenie mechanizmu i etapowosci procesu
faldowania si¢ fancucha polipeptydowego w forme natywna. Analizie poddano 200 trajektorii
dla kazdej z omawianych form, co umozliwia przeprowadzenie analizy klastracyjnej
definiujgc struktury bliskie natywnej o RMSD < 6 A, produkt przejsciowy dla RMSD w
granicach 6 — 10 A oraz struktury nieuksztattowane dla RMSD > 10 A. Symulacje
przeprowadzone przez Autorke ujawnily obecnos¢ — jak sama to okresla — putapek
kinetycznych polegajacych na zbyt szybkim uzyskiwaniu kontaktow, ktére wyprzedzajac inne
zmiany konformacyjne stanowia pewien czynnik zaburzajagcy pdzniejsze etapy procesu
faldowania. Bardzo przekonujace jest sledzenie obecno$ci struktury natywnej w trakcie

procesu faldowania.



3. Publikacja trzecia omawia szczegdtowo aparat matematyczny wprowadzony w celu zapisu
efektu ekranowania wigzan peptydowych w relacji do wody. Modyfikacja wyraza si¢
wprowadzeniem zmienionej stalej dielektrycznej w interakcji z wigzaniami peptydowymi. In
Modyfikacja ta zostala przetestowana w edycji konkursu CASP12, gdzie zweryfikowano
efekty wprowadzonej modyfikacji.

W rozdziale 5 Autorka zestawia wnioski wynikajace z wykonanej pracy omawiajac kolejno
wnioski zawarte w kazdej z publikacji stanowigcej dorobek naukowy dla uzyskania stopnia
doktora.

1. Symulacja dynamiki molekularnej formy wolnej i skompleksowanej z Arg wykazujac, ze
wigzanie liganda wystepuje w sposob korzystny w formie zamknigtej podkreslajac zgodnosé
tego wyniku z obserwacjami eksperymentalnymi.

2. Wprowadzenie oddzialywan hydrodynamicznych do symulacji dynamiki w
gruboziarnistym polu UNRES ujawnilo spowodowanie spowolnienia procesu zwijania biatek
oraz ukierunkowaniem symulacji tego procesu do wytworzenia nienatywnych oddzialywan
okreslajac je jako putlapki kinetyczne.

3. Whnioski wynikajgce z udzialu w eksperymencie CASP12 ujawnily wyrazng poprawg
uzyskanych wynikdw po wprowadzeniu efektu ekranowania. Spowodowalo to takze

przyspieszenie procesu faldowania.

Zaprezentowane publikacje dowodzg etapu rozwoju modelu gruboziarnistego na polu
poszukiwania mechanizmu faldowania (praca 2 i 3) oraz symulacji zjawisk zwigzanych z
aktywnoscig biologiczng (praca 1). Autorzy modelu opartego na polu gruboziarnistym
wyraznie nie zadawalajg si¢ juz samym odtworzeniem struktury 3D bialka na podstawie
sekwencji, ale poszukujg zastosowania swojego modelu w odtwarzaniu konkretnych zjawisk i
mechanizmoéw procesow biologicznych. Jest to kierunek bardzo cenny prowadzacy do
wyjasnienia mechanizmu faldowania si¢ bialek jako zjawiska biologicznego, a nie

ograniczajacy si¢ jedynie do zagadnienia czysto numerycznego.

Czg$¢ opisowa dorobku Kandydatki do stopnia Doktora zakonczona jest zestawem cytowane;j

literatury w liczbie 192.

Praca doktorska mgr Agnieszki Lipskiej zostala wykonana w wiodagcym w Polsce i szeroko
rozpoznawanym w $wiecie osrodku badan strukturalnych bialek na Uniwersytecie Gdanskim

pod kierunkiem prof. Adama Liwo nalezacego do $cistego $wiatowego grona specjalistow w



dziedzinie analiz struktur bialkowych jak i przewidywania struktur bialek na bazie znanej
sekwencji aminokwasowe;j.

Zagadnienie udzialu form dynamicznych w aktywnosci bialek jest fundamentalnym
problemem biologicznym. Statyczne struktury dostepne w bazie PDB dostarczaja jedynie
informacji o topologii danego bialka, podczas gdy elastyczno$¢ i fluktuacje strukturalne sa
krytyczne dla pelnienia funkcji biologicznych przez bialka.

Dostepne powszechnie programy symulacji dynamiki molekularnej umozliwiaja sledzenie
zmian strukturalnych w bardzo ograniczonym stopniu. Umozliwiajg $ledzenie jedynie
lokalnych zmian strukturalnych jak np. dynamike eksponowanej petli. Wynika to z zapisu
dynamiki kazdego atomu indywidualnie, co wyraza wysoka precyzjg, ale wyklucza $ledzenie
zmian wielkoskalowych. Zmiany konformacyjne zwiazane z przemieszczaniem si¢ wigkszych
czesci molekuty biatka jak np. catych domen sa trudno odtwarzalne w tych symulacjach.
Model gruboziarnisty wprowadza wlasciwy balans pomiedzy precyzja w postaci okreslenia
konkretnej pozycji atomu a dynamika struktury, ktora silg rzeczy wprowadza pewne rozmycie
uktadu. Musimy zrezygnowaé ze $ci$le okre$lonego polozenia na korzys¢ sledzenia form
dynamicznych (patrz zasada nieoznaczonosci Heisenberga). Za pomocg symulacji dynamiki
gruboziarnistej staje si¢ mozliwe $ledzenie przemieszczania si¢ duzych fragmentow bialek w
tym domen w szczegblnosci, co jest trudne do zaobserwowania w ukladach bazujacych na
reprezentacji pelno-atomowe;.

Symulacje zmian konformacyjnych z wykorzystaniem modelu gruboziarnistego p. Agnieszka
Lipska zastosowala do symulacji zmian konformacyjnych TmArgBP - bialka
transportujacego Arg przez blonge komorkows.

Obiektem analizy jest przejscie strukturalne od tzw formy otwartej — wolnej od liganda do
formy zamknigtej z zadokowanym ligandem — Arg.

Wyniki uzyskane przez p. Agnieszke Lipska skonfrontowane ze strukturg krystaliczng
wykazuja roznice w obrebie krotkich fragmentow N- i C-terminalnych nie majacych raczej
wplywu na aktywno$é omawianego biatka. Roznice pochodzi¢ moga tez z faktu, ze obiektem
dla symulacji byl monomer a forma krystaliczna przedstawia dimer.

Wyniki uzyskane w opracowaniu drugiego zagadnienia jakim jest wprowadzenie oddziatywan
hydrodynamicznych w procesie przewidywania struktur biatkowych. Tutaj zastosowany byl
model opisany szczegélowo w czesei teoretycznej (Rozdzial 3.4.2). Jako biatko testowe
Autorka wykorzystuje: 1BDD (Immunoglobulin-binding protein) oraz 1EOL (domena sh3).

Dobér bialek jest uzasadniony. Wynika on z ich odmiennej budowy: pierwsze reprezentuje



strukture calkowicie zlozong z helis podczas gdy w drugim obecna jest trzy-fragmentowa
plyta beta.

Za bardzo cenne uwazam s$ledzenie zawartosci struktury odpowiadajgcej formie natywnej
oraz wartosci RMS-D w czasie symulacji dynamiki molekularne;j.

Wyniki uzyskane z uwzglednieniem oddzialywan hydrodynamicznych Autorka ocenia jako
nie w pelni satysfakcjonujace zwracajac uwage na zbyt szybkie zapadanie si¢ pewnych form
strukturalnych trudnych do zmian w dalszych etapach procesu faldowania si¢ lancucha
polipeptydowego. Przyczyng tego efektu upatruje w zbyt duzej rozbieznosci rozmiarow
omawianych obiektow sugerujac, ze operowanie na blonie moze skutkowa¢ lepszymi

wynikami.

Kolejne zagadnienie omawiane przez Doktorantke to efekt zastosowania ekranowania w polu
sitowym UNRES w procesie przewidywania struktur bialek. Wprowadzona modyfikacja
zostala przetestowana w formie udziatu grupy badawczej w kolejnej edycji projektu CASP12,
gdzie poréwnano wyniki uzyskane bez i z wprowadzonym ekranowaniem.

Zestawienie wynikow korzystne dla wersji InnoUNRES (Rysunek 4.14) wskazuje na
zasadno$¢ wprowadzonego ekranowania. Wykazano bowiem znaczaca poprawe uzyskanych
wynikéw dla biatka docelowego T0898-D1. Aczkolwiek wyniki uzyskane dla bialka
docelowego T0882-D1 okazaly si¢ mniej korzystne dla wprowadzonej modyfikacji pola
UNRES. Pozytywny wkilad modyfikacji w polu InnoUNRES w skali ogdlnej dla wszystkich
rozpatrywanych biatek docelowych wykazany zostal na Rysunku 4.16.

Przechodzac do oceny przedstawionego dziela nalezy podkresli¢, ze przeglad metod podany
w rozdziale 3 dowodzi szerokiej znajomosci zagadnien zwigzanych z problemem struktur
biatek w ujeciu metod obliczeniowych.

Wymieniajac techniki eksperymentalne identyfikacji struktur 3D i wspominajac zjawisko tzw
misfolding (w tym wspominajgc amyloidy) Autora pomija niezmiernie cenng technike dla
analizy struktur amyloidowych, jakg jest solid state NMR.

Dyskusyjne dla mnie jest okreslenie ..ab initio” jako okreslenie wylacznie dotyczace metod w
ramach chemii kwantowej. Historycznie rzecz biorgc okreslenie to stosowane byto tez dla
metod — jak Autorka to okre$la — bazujacych na zjawiskach fizycznych. Okreslenie ..ab initio™

oznacza .o0d poczatku”. Techniki przewidywania struktury bialek z wylaczeniem



odwolywania si¢ do dostepnych znanych struktur i wykorzystywanie ich jako modele typu

szablony, moga by¢ tym mianem okreslane.

Wsrdd bledow i niedokladnosci nalezy wymienic¢ nastepujace:

Str. 10 zawiera bledne okreslenie bialka jako ..biata™ — zapewne blad edytora.

Str. 15 w pierwszej linijce jest tekst niezrozumialy - zawiera zapewne nie usunigte slowa z
poprzedniej wersji tekstu.

Str. 50 .,Zaobserwowa¢ mozna rowniez roznice w utozenie a-helis znajduja®cych sig....”
Tab.4.2. — brak jednostki pomiarowe;j

Rysunek 4.3 — Nie podano zZrodla — czy to jest struktura zaczerpnigta z PDB ?

Tab. 4.3 1 4.4 — nie podano jednostek

Str. 70 — ......zbyt maly rozmiarem obiektéw zaangazowanych .....”

Pewng nowoscig dla mnie jest okreslenie zestawu uzytych skrotow oraz listy cytowanej

literatury w formie niezaleznych rozdzialow — Rozdzial 1 oraz Rozdziat 6.

Ocena koncowa

Zestaw prac p. Agnieszki Lipskiej dotyczy kolejnych zastosowan rozwijanego z
powodzeniem modelu o nazwie UNRES opartego na gruboziarnistej reprezentacji struktury
bialek. Testy wykonane przez Doktorantk¢ potwierdzajg korzystne zastosowanie tego modelu
do zagadnien zwigzanych z szeroko rozumiang analizg strukturalng bialek.

Symulacje dynamiki w modelu gruboziarnistym wykorzystane do analizy aktywnosci
TmArgBP wydaja si¢ bardzo dobrym przykladem testowania wykorzystania modelu
gruboziarnistego do celéw symulacji dynamiki. Mimo pewnych lokalnych niezgodnosci
mozna stwierdzi¢, ze model ten spelnia oczekiwania.

Rownoczesnie stwierdzam, ze zaprezentowany zakres tematyczny jak i swoboda poruszania
si¢ Autorki w omawianej tematyce kwalifikuje Ja do dalszej samodzielnej juz pracy w
dziedzinie bioinfomatyki w tym badan strukturalnych bialek w szczegdlnosci.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska w postaci zestawu
trzech publikacji oraz wstgpnego opisu zagadnienia spelnia warunki okreslane dla prac
doktorskich. Wnosz¢ wigc do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego wniosek o
przyznanie stopnia doktora mgr Agnieszce Lipskiej z oceng bardzo dobrg.

Dodatkowo sktadam tez wniosek o wyr6znienie pracy doktorskiej mgr Agnieszki Lipskiej ze
wzgledu na Jej znaczacy udzial w realizacji waznych dla rozwoju modelu gruboziarnistego

zadan opracowanych w publikacji 1 i 2. Dodatkowo udzial w projekcie CASP stawia zespol



prowadzony przez prof. Adama Liwo w $wiatowej czoléwce badan nad strukturg bialek. Jest
to konkurs wymagajacym (krotki czas dla realizacji zadan oraz konieczno$¢ spelniania
warunkow przez ten konkurs narzuconych). Czlonkostwem mgr Agnieszki Lipskiej w tym
wymagajacym przedsigwzigciu naukowym wraz z przedstawionym dorobkiem uzasadniam

jako czynnik kwalifikujacy do uznania pracy doktorskiej jako wyrdznione;j.

Prof. dr hab. Irena Roterman-Konieczna Krakow, 31. wrzesnia 2018
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