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Recenzja rozprawy doktorskiej p. mgr Mateusza Pikory zatytutowanej ,,Zastosowanie modelu Markova
do badania $ciezek zwijania biatek”

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska na stopien doktora nauk biologicznych w zakresie
biochemii zostala wykonana na Migdzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu
Gdanskiego oraz Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (MWB UG-GUMed). Promotorem rozprawy
p. mgr Mateusza Pikory jest p. dr hab., prof. UG, Rajmund Kazmierkiewicz, kierujacy Pracownia
Symulacji Uktadow Biomolekularnych MWB UG-GUMed, za§ promotorem pomocniczym p. dr Artur
Gieldon z Pracowni Symulacji Polimeréow w Zakladzie Modelowania Molekularnego na Wydziale
Chemii UG.

Rozprawa doktorska p. mgr Mateusza Pikory w czesci zasadniczej liczy 152 strony i jest podzielona
na 5 gtownych czesci. Rozprawe rozpoczyna Wstep obejmujacy 47 stron, po ktorym nastgpuja kolejno
ujety zwigzle Cel Pracy, Materiaty i metody (23 strony), Wyniki (57 stron) oraz Dyskusja (5 stron).
Dokumentacje czg$ci zasadniczej kompletuja 53 rysunki oraz 6 tabel. Rozprawe uzupeliniaja Spis
tresci, Spis rysunkow, Wykaz skrotow, Streszczenie w jezykach polskim i angielskim, czg$¢ dodatkowa
(Dodatki) podzielona na napisana w j. angielskim Instrukcje programu pdbclust (14 stron) oraz
szczegblowe wykresy parametréw uzyskanych na podstawie trajektorii przeprowadzonych symulacji
dynamiki molekularnej z wymiana replik (19 stron), 1 wreszcie liczaca 108 pozycji literaturowych
Bibliografia (9 stron). Na ptycie CD dotaczonej do rozprawy znajduje si¢ wersja instalacyjna programu
pdbclust wraz z prostym pakietem testowym.

Modelowanie komputerowe zwijania (faldowania) biatek w struktury natywne ma duze znaczenie w
sytuacji bogactwa bialek o znaczeniu biologicznym, ktérych struktury trojwymiarowe nie zostaty dotad
wyznaczone metodami eksperymentalnymi takimi jak krystalografia biatka, spektroskopia
magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) czy ostatnio kriomikroskopia elektronowa 3D. Dotyczy
to np. w duzym stopniu bialek blonowych (membranowych), o czgsto duzych rozmiarach, dla ktérych
eksperymentalna determinacja struktury trojwymiarowej bywa szczegdlnie trudna. Zasadniczym
problemem w modelowaniu przez dynamike molekularna jest brak dostatecznych mocy
komputerowych do przeprowadzenia dtugiej symulacji zwijania biatka w sytuacji gdy te ,,zdarzenia”
molekularne realizuja si¢ w czasach rzedu mikro- lub czg$ciej mili-sekund, a nawet dtuzszych.
Alternatywa dla szczeg6lnie wymagajacej, gdy idzie o zasoby komputerowe, pelno-atomowe;j
dynamiki molekularnej w srodowisku wodnym sa symulacje gruboziarniste, gdzie dzigki znaczacej
redukcji rozdzielczosci uktadu, a zatem ilo$ci jego stopni swobody, udaje si¢ wykonywac o rze¢dy
wielkos$ci dtuzsze symulacje dynamiki molekularnej. Problemem w modelowaniu homologicznym
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bywa z kolei brak dostatecznej liczby homologéw modelowanych biatek i koniecznos$¢ postuzenia sig
bardziej zawodnymi metodami ab initio. W ostatnim czasie na znaczeniu zyskuja w szybkim tempie
metody uczenia maszynowego i uczenia glebokiego (ang. machine learning i deep learning), ktore
zdaja si¢ mie¢ szans¢ odegrac istotna role¢ w modelowaniu zwijania biatek.

Rozprawa p. mgr Mateusza Pikory wpisuje si¢ w nurt modelowych badan zwijania biatka, dotyczac
w szczegblnosci mechanizméw 1 Sciezek tych procesow. Doktorant uzywa kombinacji multipleksowej
dynamiki molekularnej z wymiana replik (MREMD), analizy skupien (ang. clustering) przy pomocy
zmodyfikowanego Algorytmu Najblizszego Sasiada oraz implementacji Lancucha Markova do
zdefiniowania alternatywnych $ciezek faldowania 3 przyktadowych biatek z bazy PDB o kodach 1bdd
(pojedynczy tancuch polipeptydowy o dlugosci 60 reszt aminokwasowych), 112y (mini-biatko z
pojedynczym tancuchem o dtugosci 20 reszt aminokwasowych) 1 2mq8 (pojedynczy tancuch o dtugosci
112 reszt aminokwasowych). Dwa ostatnie zadania, tj. analiza skupief oraz budowa Lancucha
Markova, wykonywane sa z pomoca programu komputerowego pdbclust, zaprojektowanego 1
napisanego przez doktoranta w jgzyku C z wykorzystaniem bibliotek do zrownoleglenia obliczen.
Hipoteza badawcza postawiona przez doktoranta jest, ze biatka nie posiadaja jednej dominujace;j
sciezki fatldowania rozumianej jako jednoznaczna i powtarzalna seria zdarzen prowadzaca od struktury
rozwinigtej do konformacji natywne;.

Wstep w rozprawie doktorskiej p. mgr Mateusza Pikuty podzielony jest na 5 rozdzialow. Pierwszy z
nich obejmuje budowe biatek (z charakterystykami m. in. wigzania peptydowego oraz struktur od
pierwszo- do czwarto-rzgdowej), proces zwijania biatek oraz rdzne jego modele, rolg biologiczna
bialek oraz metody eksperymentalnej i modelowej determinacji struktur biatkowych. Rozdziat drugi
uwzglednia szczegdtowa charakterystyke modelowania molekularnego (dyskutowane sa
parametryzacja pol sitowych, optymalizacja energii potencjalnej struktury, charakterystyka
podstawowej dynamiki molekularnej oraz dynamika molekularna 1 multipleksowa dynamika
molekularna z wymiana replik). Rozdzial trzeci omawia metodg analizy skupien oraz jej podstawowe
algorytmy. Rozdzial czwarty skupia si¢ na charakterystyce modeli Markova, dostarczajac informacji na
temat tworzenia i zastosowania tancuchéw Markova. Koncowy rozdziat piaty Wstepu jest poswigcony
zastosowaniu analizy skupien i fancuchéw Markova w mechanice molekularnej. Lacznie, Wstep jest
napisany kompetentnie i zawiera odpowiednia dawkg informacji potrzebna w dalszym czytaniu
rozprawy.

Rozdziat Materialy i Metody sktada sie z 2 duzych czeSci. Czes$¢ pierwsza omawia fachowo i
szczegOtowo autorski program doktoranta, pdbclust, ktory wydaje sie by¢ flagowym osiagnieciem w
recenzowanej rozprawie. W drugiej czesci scharakteryzowane sq 3 struktury z PDB, wykorzystane w
obliczeniach, oraz programy do dynamiki molekularnej, Amber (dynamika pelno-atomowa) i UNRES
(dynamika gruboziarnista), przy pomocy ktérych wykonane zostalty symulacje REMD. Rozdziat jest
napisany klarownie i merytorycznie poprawnie, nie mam do niego zastrzezen.

W rozdziale kolejnym, Wynikach, doktorant dokonuje analizy przeprowadzonych symulacji,
skupiajqc sie na nastepujacych parametrach wynikowych: energii catkowitej, wspétczynnikowi
zyroskopowemu oraz statystykom RMSD wzgledem struktur natywnych. Nastepnie omawiana jest
analiza skupien oraz tworzenie modelu Markova, oba obliczenia wykonane z wykorzystaniem
programu pdbclust. W tej czesci, na poczatkowych 2 stronach opisany jest protokét analiz trajektorii z
symulacji REMD, a nastepnie ich dokladny opis dla trajektorii z symulacji wszystkich 3 biatek,
najpierw w programie i polu sitowym UNRES, a potem w Amberze. Lacznie, przedstawienie
uzyskanych wynikow oraz ich dyskusja sa poprowadzone systematycznie i szczegélowo. Doktorant
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koncentruje si¢ na omowieniu poszczegolnych, mniej lub bardziej stabilnych stanow przejsciowych
oraz relacji pomiedzy nimi (przejscia w jedna i/lub druga strong). Zdaniem doktoranta, wyniki analiz
kazdej wykonanej symulacji potwierdzaja gldéwna hipotezg badawcza, wskazujac na réznorodnos¢
sciezek zwijania prowadzacych do struktury natywnej oraz nieultymatywna stabilno$¢ struktury
natywnej, pozostajacej w rOwnowadze z rdznymi, czg¢Sciowo zwinigtymi konformacjami nalezacymi do
stanow realizujacych przejs$cia z/do stanu struktury natywnej. W tym miejscu chciatbym zwrécic
uwage na pewne drobniejsze bledy/niedociagniecia napotkane w Wynikach:

1) Pomyst zmieszczenia na jednym wspélnym wykresie okreslonych parametrow/metryk (energia
catkowita, temperatura, wspotczynnik zyroskopowy, RMSD) z 8 replik danej symulacji REMD
skutkuje przepelnieniem wykresow, ktdre z tego powodu staja sie stabo czytelne. W zwigzku z tym np.
zdanie na stronie 92, ,,Widac tez ze zaleznosSc energii od temperatury repliki jest bardzo wyrazna w
programie UNRES, a w polu sit programu AMBER jej nie wida¢” moze by¢ przyjete gtéwnie na wiare,
gdyz wykresy sg za mato przejrzyste by klarownie potwierdzic¢ teze doktoranta;

2) Dyskusja wynikow RMSD wprowadza pewne zamieszanie. Parametr ten moze stuzy¢ jako ogo6lna
miara podobienstwa 2 struktur, jednak szeroka skala wartosci uzyskana w symulacjach doktoranta
pozwala na jedynie bardzo zgrubny, wysoce nieostry obraz podobienstwa. W tej sytuacji pomocne
bylyby chociaz przykladowe rysunki ukazujace natozenie struktur, dla ktorego liczone byly RMSD;

3) Na stronie 97 doktorant podaje iz ,,W niektorych przypadkach (kiedy uznalem, ze to moze
dostarczy¢ dodatkowych informacji) przygotowatem drugi model ztozony ze wszystkich struktur.”, co
pozostaje w opozycji do sytuacji gdy dla kazdej symulacji ,,przygotowatem model Markova ze struktur
o temperaturze 310 K, ktdra jest najblizsza temperaturze fizjologicznej sposréd wykorzystanych w
symulacji.” Bez wyjasnienia czym miatyby by¢ dodatkowe informacje proceder wyglada na dziatanie
czysto arbitralne, brakujqce racjonalnego imperatywu;

4) W tekstach szczeg6towo analizujacych trajektorie razi odrobine bezrefleksyjne hierarchizowanie
stabilnosci poszczegdlnych standw w zaleznosci od procentowej obecnosci w nich struktur
pochodzacych z przedziatu temperatur 280-310 K. Generalnie taka hierarchizacja wydaje si¢
wprawdzie sensowna, jednak czasem werdykty w ten sposob zasadzone uwidaczniaja tym lepiej
problemy czasowe analizowanych symulacji (niedostateczna dtugos¢), jak np. gdy mowa w
kategoriach duzej stabilnos$ci o stanie ze struktura natywna obejmujacym zaledwie 0,3 % struktur
uzytych w analizie skupien (1bdd w polu Amber). W tym wypadku uktad prawdopodobnie nie zdazyt
osiagna¢ w wigkszej ilosci struktur stanu natywnego ze wzgledu na zbyt szybko zakonczona
symulacjg;

5) Na stronie 121 doktorant pisze o napotkanych strukturach przypominajacych struktury drugo-
rzedowe: ,,By¢ moze sa one wprost S-kartkami, ktore zostaty na tyle zaburzone przez proces odbudowy
fancucha, Zze program PyMOL przestal je wykrywac.” Jakim narz¢dziem do wykrywania struktury
drugo-rzedowej dysponowata wersja programu PyMOL, ktéra postugiwat si¢ doktorant? W razie
watpliwosci, mozna odwota¢ si¢ programu dssp obecnego w rdéznych dystrybucjach, miedzy innymi na
serwerze online;

6) Na stronie 132, przeprowadzajac analize trajektorii biatka 112y w polu sitowym Amber, doktorant
pisze: ,,Wskazuje to na raczej prawidtowe przygotowanie modelu Markova.” Stwierdzenie ,,raczej
prawidtowe” nie jest fortunne; by¢ moze doktorant mégtby wywies¢ swoje koncowe przekonanie w
oparciu o inne jeszcze przestanki procz bliskiej symetrii macierzy przejscia, dla ktorej jednak
wystepuja wartosci znaczaco rozniace si¢ od swoich odpowiednikow w macierzy?;

7) Przedstawienie struktur centralnych oraz struktury natywnej w kolorze zielonym na ciemnoszarym
tle nie gwarantuje odpowiednio dobrego kontrastu by wygodnie obserwowac struktury. W
szczegblnosci na grafach przejs$¢ struktury wttoczone w mate prostokaty sa stabo widoczne.



W rozdziale Dyskusja doktorant podsumowuje uzyskane wyniki oraz przeprowadza dokladniejsza
dyskusje zaproponowanej przez siebie wersji metody analizy skupien oraz parametrow ktore decyduja
o praktycznym sukcesie metody. Formuluje rowniez propozycje/wnioski na przyszto$¢, koncentrujace
si¢ na ulepszeniu jakosci uzyskiwanych modeli Markova oraz ulepszeniu wynikow analizy skupien. Na
podstawie przeprowadzonej w rozprawie w koncowym podrozdziale Wynikoéw Analizy wydajnosci
programu pdbclust, doktorant stwierdza ponadto ze ,,mozliwa jest analiza setek tysigcy 1 wigcej struktur
w czasie rzedu godzin”, co uznane jest za dobry wynik. Moje trzy uwagi do Dyskusji:

8) na stronie 148 doktorant podaje przyktad oznaczenia pojedynczej, ogdlnej Sciezki zwijania, dla
stryktury ,,0 kodzie ID w polu sit UNRES”, zapominajac jednak zapodac kod (zapewne chodzi tu o
strukturg 112y, cho¢ poprawniej byloby powiedzie¢ ze zaproponowane byty tu 2 alternatywne ogdlne
sciezki);

9) doktorant pisze na stronie 150 o wyborze liczby grup wykorzystywanych jako stany w
konstruowaniu modelu Markova: ,,Z moich obserwacji wynika, ze 10 jest w wielu przypadkach
rozsadng warto$cia”. Wyglada to na rodzaj kompromisu i/lub warto$¢ przyblizona. Przydatne byloby
rozwinigcie wskazujace zrodta takiego oszacowania;

10) czy doktorant zna alternatywne do pdbclust programy, ktore wykonywatyby podobne zadania?
Jesli tak, pozyteczne bylyby statystyki poréwnawcze wydajnosci programow...

W rozprawie doktorant powotuje sig¢ na 108 pozycji literaturowych z réznego okresu czasu, zar6wno
historycznych jak i nowszych. Lista sprawia wrazenie dobrze zestawionej i dowodzi bieglej znajomosci
literatury przedmiotu przez doktoranta. Sugerowalbym jednak, aby w wykazie literatury powotywac sig
w przypadku struktury z bazy Protein Data Bank nie tylko na kod w tej bazie, lecz o ile jest dostgpna,
korzysta¢ z oryginalnej cytacji. Taka sytuacja ma miejsce w przypadku wszystkich 3 biatek
wykorzystanych w symulacjach REMD przez doktoranta.

Przejdg teraz do oceny generalnej. Struktura rozprawy doktorskiej p. mgr Mateusza Pikuly jest
uporzadkowana 1 klarowna, cho¢ doktorant nie uniknat szeregu niezrgcznosci stylistycznych czy tez
btedow interpunkcyjnych, ktére sugeruja pewna niestaranno$¢ edytorska, np. na stronie 42 zamiast
,bedacym” winno by¢ ,,bedacemu”, na stronie 60 zamiast ,,Zmniejsza si¢ go...” - ,,Zmniejsza si¢ je...”,
na stronie 64 zamiast ,,Algorytmy” - ,,Algorytmu”, na stronie 76 zamiast ,,maksymalna” -
,maksymalna”, na stronie 102 zamiast ,,helisie” - ,,helisy” itd. itd., list¢ mozna mnozy¢. Doktorant
zadeklarowat zrealizowanie swojego zamierzenia badawczego w 5 na 6 przypadkow, tj. wyznaczonych
wstepnie symulacji REMD struktur z PDB. Wypracowanie oryginalnej drogi badania $ciezek zwijania
bialek, poparte napisaniem programu komputerowego w znacznym stopniu utatwiajacego
(automatyzujacego) wykonanie zadan obliczeniowych przewidzianych w algorytmie postgpowania,
zashuguje z pewnoscia na stowa uznania. Odnoszac si¢ jednak wprost do celu badawczego, nie sposob
nie wspomnie¢ o pewnych niedociagnig¢ciach w zaplanowaniu badan. I tak, nie jest jasne czym
kierowat si¢ doktorant w doborze:

1) 3 bialek wykorzystanych do testowania zaréwno hipotezy badawczej jak i funkcjonowania
swojego programu (poza ogdlnym stwierdzeniem ze wybodr dotyczylt niewielkich biatek) oraz
2) innego waznego parametru, tj. czasu dedykowanego symulacjom dynamiki molekularne;.

Wybor multipleksowej dynamiki molekularnej z wymiana replik mozna zrozumie¢ dazeniem do
zagwarantowania penetracji mozliwej szerokiej przestrzeni konformacyjnej poprzez unikanie
zakleszczenia uktadu w lokalnych minimach energetycznych. Jednak wyznaczenie a priori czasu
symulacyjnego w wymiarze jednakowym dla wszystkich 6 symulacji REMD, bez zwazania na rozmiar
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uktadu (20 reszt aminokwasowych w najmniejszym uktadzie wzgledem 112 w najwigkszym) wydaje
si¢ niezrozumiate. Warto w tym wypadku by¢ elastycznym 1 programowac czas symulacji stosownie do
potrzeb. Zdaniem recenzenta, niepowodzenie w przypadku analizy trajektorii pelno-atomowe;j
symulacji biatka 2mq8 w polu sitowym Amber mozna bylo antycypowac, nawet pomimo
»subiektywnie” okazatego czasu takiej symulacji (facznie 64 repliki po 96 ns kazda), biorac pod uwage
ogrom zadania obliczeniowego dla zbadania zwijania $redniej wielkosci biatka z duza liczba stopni
swobody. Précz tego, gruboziarnista symulacja biatka 2mq8 w polu UNRES wydaje si¢ takze
,hiedokonczona”, zwazywszy na zupetie znikoma populacje stanu ze struktura natywna (~0,04 %)
przy zaledwie 30 % struktur w tak matej probce wywodzacych si¢ z temperatury fizjologicznej lub
nizszych, tj. z zakresu 280-310 K. Co wigcej, rowniez symulacja pelno-atomowa w polu Amber
dotyczaca uktadu 1bdd przyniosta wyniki stawiajace pod powaznym znakiem zapytania wystarczalno$¢
czasowa symulacji REMD ze wzgledu na bardzo watta populacje stanu natywnego wynoszaca 0,3 %.
Cho¢ wigc doktorant poprowadzit do kofica w sumie 5 analiz, to jednak wyniki 2 z nich (UNRES dla
2mq8 1 Amber dla 1bdd) budza powazne watpliwosci czy czas symulacyjny byt w ich przypadku
dostatecznie dlugi by oszacowaé z pewnos$cia najwazniejsze mozliwe §ciezki faldowania do struktury
natywnej oraz sieci powiazan pomigdzy stanami przejsciowymi. Pryncypialnie podchodzac do sprawy,
takiej pewno$ci w symulacjach dynamiki molekularnej uzyskaé nie sposob. Ale dobrym pomystem
bytoby wyprobowac dla kazdego z badanych uktadow po kilka ro6znych czasow symulacji by
przekonac sig, jak ten kluczowy parametr wplynie na wyniki analizy skupien oraz generowanie
Lancucha Markowa. Na koncu tego rozumowania jest naturalnie pytanie o zasoby obliczeniowe
ktérymi dysponowat doktorant, jednak obiektywnie sytuacje z niedostatecznym czasem niektorych
symulacji uwazam za podstawowy mankament recenzowanej rozprawy. Oczekiwatbym
stosownego komentarza doktoranta na ten temat podczas obrony pracy doktorskie;j.

Podsumowujac stwierdzam ze rozprawa doktorska p. mgr Mateusza Pikory jest napisana w sposob
dojrzaly 1 dowodzi dobrego opanowania warsztatu badawczego przez doktoranta. Uwazam, ze pomimo
pewnych niedociagni¢¢ w zaplanowaniu badan (w kilku przypadkach niedostateczny czas symulacji
dla zbadania nakre$lonych probleméw), rozprawa doktorska p. mgr Mateusza Pikuly broni sig przez
zawarte w niej pozytywy, takie jak przede wszystkim wypracowanie algorytmu postgpowania w
analizie trajektorii dynamiki molekularnej celem zbadania mechanizméw faldowania biatek.
Szczegdlnym osiagnigciem recenzowanej rozprawy jest napisanie i przekazanie do domeny publicznej
pozytecznego programu do analizy skupien i budowania modelu Markova na podstawie trajektorii
dynamiki molekularnej. Doktorant deklaruje, i pozostaje Mu w to wierzy¢, ze program pdbclust jest
przygotowany do szybkich analiz w trybie rownoleglym na bardzo duzych zbiorach danych, dzigki
czemu zakres jego potencjalnego zastosowania wydaje si¢ by¢ szeroki. Wobec tego stwierdzam
ostatecznie, ze przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w Ustawie z
dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6zn. zm.) i na tej podstawie wnosz¢ do Rady Mig¢dzyuczelnianego
Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego oraz Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
(MWB UG-GUMed) o dopuszczenie p. mgr Mateusza Pikory do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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