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Recenzja rozprawy doktorskiej
pani magister Aleksandry Elzbiety Badaczewskiej-Dawid
pt. ,Modelowanie struktury i dynamiki bialek z nzyciem modeli
gruboziarnistych o réznej rozdzielezosei”

Biatka majg fundamentalne znaczenie w funkcjonowaniu organizméw zywych. Ich funkcje
zalezg od dwéch czynnikéw (1) unikalnej tréjwymiarowej strukiury oraz (2) dynamiki zmian
konformacyjnych. Cechy (1) i (2) tworza zreszig jedynie punkty odniesienia; dynamiczne
zmiany konformacyjne w toku zachodzenia proceséw biologicznych s czesto na tyle duze
jak chociazby w przypadku chaperonéw molekularnych czy cytochromu, ze méwi sie o
réznych formach tego samego biatka. W przypadku bialek plastycznych, kompletna struktura
jest natomiast uzyskiwana dopiero w miejscu docelowym. Nawet w przypadku biatek o
okreslonej strukturze metody eksperymentalne nie nadaZaja za jej wyznaczeniem z uwagi na
diugi czas i duze koszty przede wszysikim pracy ludzkiej, co prezeklada si¢ na fakt, ze
struktury zostaly eksperymentalnie ckreslone jedynie dla utamka procenta znanych sekwencji.
Doskonalenie zaawansowanych metod teoretycznych modelowania struktur i dynamiki biatek
jest zatemn niezbgdne i to mie tylko w celach pozmawczych lecz réwniez jak najbardziej
prakiycznych, przede wszystkim zwigzanych z badaniem molekulamnych mechanizméw
choréb (zaréwno egzo- jak i endogennych) a dalej projektowania skutecznych lekéw i terapii.
Z uwagi na duzy rozmiar badanych ukladéw dobrym rozwigzaniem jest modelowanie
gruboziarniste, umozliwiajace rozszerzenie skali rozmiaru i czasu analizowanych ukladéw o
kilka rzgdow wielkosci. Temu zagadnieniu, a w szczeg6lnosci opracowaniu nowego
"agresywnie" gruboziarnistego modelu SURPASS, jest po§wigcona recenzowana rozprawa
doktorska. Rozprawa zostata wykonana w Pracowni Teorii Biopolimeréw Wydziatlu Chemii
Uniwersytetu Warszawskiego pod kierunkiem dra hab. Dominika Gronta, ki6ry jest
wychowankiem prof. Andrzeja Kolifiskiego, pioniera symulacji struktur i dynamiki biatek w
Polsce.

Rozprawa dokiorska p. mgr Aleksandry Badaczewskiej-Dawid sktada sic ze streszczenia
w jezyku polskim i w jezyku angielskim (1 strona kazde), slowniczka skrotéw (3 strony),
wstepn (3 strony), celéw pracy (1 strona), przegladu literaturowego (38 stron), opisu wynikéw
pracy badawczej (38 stron), podsumowania (3 strony), bibliografii (212 pozycji) oraz dodatku
ziozonego dwéch iabel, wykazu prac stanowigcych podstawe rozprawy oraz innych prac,
ktérych Kandydatka jest wspotautorka, z 2 prac oryginalnych gdzie Kandydatka jest pierwszg
autorkg oraz 2 artykuléw przegladowych (wszystkie ujete we wspomnianych wykazie) oraz
dwéch tabel stanowigcych materialy pomocnicze. Wymieniony w wykazie publikacji dorobek
Kandydatki skiada si¢ z 7 prac juz opublikowanych i 3 wystanych do redakcji. W przypadku



kandydatki do stopnia dokiora nauk chemicznych jest to zdecydowanie wyrézniajgcy dorobek
naukowy.

Rozprawa doktorska p. Aleksandry Badaczewskiej-Dawid jest napisana bardzo dobrze i
ciekawie. Czyta si¢ ja prawie jak ksigZke przygodowa, od kibrej trudno sie oderwaé z
ciekawosci co bedzie dalej. Pisze to poniewaz w tym roku mija 30 lat odkad zaczalem si¢
zajmowac si¢ modelowaniem gruboziamistym bialek i trudno mnie zaciekawié¢ czymkolwiek
w tej dziedzinie. Kandydatce to si¢ udato.

We wstepie Kandydatka krétko opisuje znaczenie modelowania struktur i dynamiki bialek
i ich komplekséw oraz wymienia i streszcza metody tego modelowania, zaréwno oparte na
wiedzy zaczerpnigtej z baz danych strukturainych, jak i na prawach fizyki. Zwraca réwniez
uwage pa kluczowe znaczenie efektywnego probkowania przestrzeni konformacyjnej. Po
wsigpie definiuje cele pracy: opracowanie gruboziamnistego modelu SURPASS bialek,
przetestowanie go w odiwarzaniu okolonatywnych struktur znanych bialek oraz ich dynamiki,
jak réwniez opracowanie algorytmu odbudowy wymodelowanych sirukiur do reprezentacji o
wickszej rozdzielezosci az do pelmoatomowej wiacznie. Po lekturze celu pracy nasuwa sig
uwaga, ze tytul jest co prawda adekwainy do tresci rozprawy, wydaje si¢ jednak zbyt szeroki i
sugeruje, ze Kandydatka jedynie wykorzystala istniejagce modele gruboziarniste do swoich
badan podczas, gdy zrobila znacznie wigcej.

Wsigp literaturowy otwiera oméwienie eksperymentalnych metod okreslania struktur
biafek: krystalografii rentgenowskiej, tacznie z najnowszym jej wariantem czyli krystalografia
femtosckundows,  spekiroskopii  magnetycznego rezopansu  jadrowego  (NMR),
kriomikroskopii elektronowej (cryo-EM) oraz spektromeirii mas dla reakcji wymiany proton-
deuter. Ta cz¢$¢ jest napisana bardzo jasno i zwigZle i jest poparta adekwatnymi odsytaczami
literaturowymi. Tym niemniej brakuje tutaj wzmianki o metodach malokatowego
rozpraszania promieni X (SAXS) i neutronéw (SANS) oraz tak ostatnio rosngeej pod
wzgledem znaczenmia i populamnosci metody sieciowania chemicznego polaczonego ze
spekirometrig mas (XLMS). Metody te nie daja co prawda same pelnej struktury ale w wielu
wypadkach strukiurg mozna przy ich pomocy uzyskaé w polgczeniu z zaawansowanymi
metodami modelowania molekularnego, co pokazano chociazby w ostatnich eksperymentach
CASP. Ponadto, w przypadku metody NMR nalezaloby wspomnieé¢ o powaznym problemie
zwigzanym z nicjednoznacznym przypisaniem sygnaléw co powoduje czasami mozliwe
przypisanie danego piku NOE do wigeej niz 100 alternatywnych par protonéw. Na ten
problem zwracat uwage Gaetano Montelione w irzech ostatnich eksperymentach CASP.

Kolejne 2 podrozdzialy wsigpu literaturowego sa poswiccone metodom przewidywania
siruktur  biatek, odpowiednio poprzez modelowanie poréwnawcze oraz "swobodnego
modelowania", adekwatnego w przypadku biatek o sekwencjach zbyt mato podobnych do
tych odpowiadajacych biatkom obecnych w bazach danych strukiuralnych. Réwniez w tym
drugim wypadku Kandydatka skupia si¢ wytgcznie na metodach opartych na wiedzy, gléwnie
skiadania strukiury z fragmentéw z baz danych zainicjowanej wiele lat temu przez grupe
Davida Bakera. Nie omawia metod opartych na fizyce oddziatywan co jest jednak zrozumiate
poniewaz jak na razie metody te, oprocz jednostkowych przypadkéw niezwykle trafionych
przewidywan, nie awansowaly do grona najbardziej skutecznych podejéé. W kolejnym
podrozdziale Kandydatka wumieszcza réwniez metody obliczeniowe w kontekscie
modelowania dypamiki bialek, jeszcze raz podkreslajac komieczno$é modelowania
gruboziarnistego. Swietng ilustracjy przedstawionych wywodéw jest rys. 3 pokazujgcy
wyraznie, ze modelowanie na poziomie rozdzielezoéci atomowej dhugo (a moze i nigdy) nie
osiagnie skal czasowych proceséw biclogicznych.



Kolejne podrozdzialy trakinja o reprezentacji laficucha polipeptydowego: od
peinoatomowej po reprezentacje gruboziamniste o réznych stopniu uproszczenia. Kandydatka
omawia pokrdtce model CABS opracowany w macierzystej pracowni, UNRES, ROSETTA,
jak réwniez modele oparte na strukiurze: sieci elastycznych i modele Go. Zwraca uwagg, ze
jakkolwiek modele takie jak CABS i UNRES maja juz silnie zredukowang reprezentacie
laficucha polipeptydowego dalsza redukcja, a co za tym idzie zwickszenie skali czasu i
wielkosci, s3 mozliwe. Na zakoficzenie tej czgsci omawia popularne metody stosowane do
odbudowy laficucha polipeptydowego.

W kolejnych podrozdziatach Kandydatka omawia pola sitowe stosowane w modelowaniu
bialek, pracujgce w reprezentacji pelnoatomowej i gruboziarnistej. Zwraca uwage na
konieczno$¢ uwzglednienia rozpuszezalnika (jawnie lub w ujeciu Sredniopolowym) oraz na
to, Ze stabilnos¢ bialek jest jedynie marginalna i dlatego nalezy wlozyé bardzo duzo pracy i
uwagi W opracowanie i parametryzacj¢ efektywnej funkcji energii. Autorka zwraca uwaga na
dwa typy potencjaléw: fizyczne i statystyczne (te ostatnie wyprowadzone w oparciu o
zastosowanie zasady Bolizmanna do rozklad6w parametréw geomeirycznych z baz danych
strukturainych). Ta cz¢éé nie jest moim zdaniem tak dopracowana jak poprzednie. Przede
wszystkim nie jest podana zasada tworzenia fizycznych pol silowych. W przypadku pol
pelnoatomowych formalnie tworzy si¢ je poprzez parametryzacie powierzchni epergii
potencjalnej (PES) w przyblizeniu Borna-Oppenheimera molekut odpowiadajacych
fragmentom tworzgcych analizowane uklady (o PES Autorka wspomina jednak wezesniej).
Te powierzchnie odpowiadaja usrednieniu wzgledem elekironowych siopni swobody.
Nalezalo by w rozdziale 2.4.1 pokibice scharakteryzowaé sens fizyczny poszczegblnych
wkladéw (np. wkiady torsyjne s3 fakiycznie wkiadami korelacyjnymi, ktére mozna otrzymad
z rachunku zaburzesi drugiego rzedu). Autorka nie podaje w ogéle fizycznych podstaw
tworzenia potencjaléw gruboziamnistych. Tymczasem taka podsiawa istnieje: potencjaty
gruboziarniste wywodzg si¢ z potencjaléw $redniej sily badanych ukiadéw. Tak jak w
modelach pelnoatomowych mozna te potencjaty rozbi¢ na wklady pochodzace od fragmentéw
a pasigpnie wyprowadzi¢ odpowiednie wyrazenia i sparametryzowaé je. Jest 0 o wiele
trudnicjsze zadanie niz to dla potencjatéw pelnoatomowych, tym niemniej do zrealizowania
[zob. np. A. K. Sieradzan, M. Makowski, A. Augustynowicz, A. Liwo, J. Chem. Phys., 146,
124106 (2017) i G.8. Ayton, W.G. Noid, G.A. Voth, 32, 929 (2007)]. Tymczasem z
wywodéw  przedstawionych przez Kandydatke mozna odnie$¢ wrazenie, ze potencjaly
gruboziarniste sg zawsze potencjalami statystycznymi. Nastgpnie Autorka omawia metody
przeszukiwania przestizeni konformacyjnej biatek, w szezegblnosei dynamike molekularng
oraz dynamike Monte Carlo, w tym dynamike i dynamike Monte Carlo z wymiana replik.

Po tej ezgsei ogblnej Kandydatka przechodzi do bardziej szezegélowego opisu modeli
gruboziarnistych powstalych badZ uzywanych w macierzystej pracowni: CABS, ROSETTA
oraz. SURPASS. Moim zdaniem opis modelu SURPASS, powstalego przeciez w ramach
recenzowanej rozprawy doktorskiej, powinien znalezé si¢ w czeéci badah wiasnych a nie w
czesei literaturowe;.

Opis badat wiasnych Autorki rozpoczyna sie wyszczegélnieniem zbioréw struktur
eksperymentalnych i symulowanych uzywanych w testach (bylo ich 6) oraz zdefiniowaniem
miar podobiefisiwa do struktury natywnej oraz fluktuacii, jak rowniez innych uzywanych
wielkosci. W kolejnym rozdziale oraz zalaczonej pracy P1 Kandydatka opisuje wyniki
symulacji biatek z uzyciem opracowanego modeln SURPASS. Model ten jest oparty na innej
koncepcji niz CABS, UNRES, ROSETTA czy MARTINI gdzie jednostkami sg ustalone
fragmenty reszt aminokwasowych niezaleznie od struktury drugorzedowej. W modelu
SURPASS definicja jednostki zalezy od struktury drugorzedowej, ktérej sg 3 rodzaje:



helikalna (H), ni¢ (8) oraz nieuporzadkowana (C). Centrum jest zlokalizowane mniej wigeej
w Srodku migdzy 4 atomami wegla ¢, przy czym jego wspélrzedna jest "ruchoma srednia”
polozen tych atoméw. Naturalnie, w tej sytuacji integralng czeseig danych do symulacji jest
struktura drugorzgdowa, co wskutek wysokiej dokiadnosei metod przewidywania tej struktury
nie stanowi wigkszego problemm. Nie wystcpuja tutaj centra laficuchéw bocznych jako
samodzielne jednostki. Autorka wyprowadzila statystyczne potencjaly kréiko- i
dalekozasiegowe, lacznie z potencjatami oddzialywania miedzy centrami, ki6re jednak nie
zaleza od sekwencji. Jedynie pomiedzy centrami S wystcpuja kierunkowe a przez to
organizujgce struktur¢ wigzania wodorowe. Pomimo tak drastycznych uproszezen
reprezentacji oddzialywat, model jest w stanie zlokalizowaé w symulacjach bez ograniczen
struktury bliskie natywnym z catkiem dobra rozdzielczoscig. Model nie umozliwia jednak na
ogbt rozréznienia w oparcin o energi¢ struktur nienatynych od bliskich patywnym, w
szczegblnoscei struktur okolonatywnych od ich topologicznych odbié lustrzanych.

W kolejnej rozprawy oaz w zalaczonej pracy P2 Autorka zbadala wplyw zalozonej
struktury drugorzedowej na jakos¢ wynikéw. Struktura drugorzedowa byla wzigta z plikéw
PDB, wygenerowana algoryimem DSSP, przewidziana algorytmem PSIPRED Iub
przypadkowa (COIL). Jak nalezalo si¢ spodziewaé, to ostanie zalozenie nie doprowadzito w
ogdle do pojawienia si¢ struktur okotonatywnych w symulacjach, natomiast uzycie struktury
przypisanej jak w plikach PDB lub wyliczona algorytmem DSSP dawato dobre wyniki. Nieco
gorsze ale caly czas bardzo dobre wyniki dawalo uzycie strukitury drugorzedowej
wyznaczonej algerytmem PSIPRED. Autorka zbadala réwniez wplyw wiezéw na odleglosei z
pomiaréw NOE na symulowane struktury. Stwierdzila, ze jakoéé symulowanych struktur
znacznic wzrasta. Nadal jednak nie jest mozliwe odroznienie sirukiury okolonatywnej od
topologicznego odbicia lustrzanego; aby to zrobié¢ konieczne jest uzycie modeli o wickszej
rozdzielezoéci, np. CABS.

W kolejnej czgsci Kandydatka poréwnala zdolnosé modeln SURPASS do modelowania
dynamiki bialek w otoczeniu struktur natywnych z innymi podejSciami: dynamiki
molekularme] pelnoatomowej, CABS-Flex oraz sieci elastycznych (ENM). Odniesieniem by}
zbi6r konformacji wigzki wyznaczonej metodg NMR. Profile flukiuacji otrzymane z modelu
SURPASS okazaly si¢ w przyblizeniu zgodne z profilami wyznaczonymi z wigzek
konformacji wyznaczonych metoda NMR, jakkolwiek w gorszej zgodnoéei niz w przypadku
majacego Wyzszg rozdzielezosé modelu CABS (lecz lepszej niz w przypadku metody sieci
elastycznych).

W ostatniej czesei rozprawy Kandydatka zajela si¢ odbudowa laficucha w reprezentacji
SURPASS do sladu atoméw wegla o, z kibrego mozna juz latwo odbudowaé reprezentacje
pelnoatomows przy uzycin juz opracowanych algoryiméw. Odbudowa $ladu C* z
reprezentacji SURPASS jest zagadnieniem trudnym. Autorka stworzylta w tym celu biblioteke
fragmentéw (SUReLib), kiére wpasowuje si¢ nastepnie w laficuch w reprezentacji SURPASS.
W przypadku konformacji w reprezentacji SURPASS wygenerowanych ze struktur PDB
dokladno$é odbudowy wynosi ponizej 1 A, natomiast odbudowa struktur otizymanych w
wyniku symulacji w modelu SURPASS wywoluje co prawda pogorszenie zgodnosci ze
struktura natywng o 0.45-1.16 A, jednak najnizsze RMSD wynosi dia wickszodci przypadkéw
ponizej 5 A (dodatkowa tabela 6.8). Algoryim odbudowy odtwarza ponadto poprawnie
lokaing geometri¢ laficucha, w szczegblnosci odleglo$é miedzy kolejnymi atomami C°.
Algorytm odbudowy domyka wicloskalowosé opracowanego przez Kandydatke podejécia do
modelowania struktur biatek.



Na zakoficzenie dwie drobne uwagi odnoénie zauwazonych bledéw i niezrgcznosci
stylistycznych: w sekcji 2.3.2 jest cytowany odsylacz 145, ktéry miat byé zapewne
odsylaczem do pionierskiej pracy Warshella i Levitia z roku 1976 (/. Mol. Biol., 103, 227) na
temat ich gruboziarnistego modelu zwijania bialek, natomiast jest odsylaczem do pracy
innych autoréw na temat potencjaléw typu Go, w ktérym nie ma wzmianki o pracach Levitta
i Warshella. W catym tekscie stowo "rysunek” i "tabela" przy odwolaniach do rysunkéw i
tabel wystepuje w mianowniku co jest zapewne wynikiem stosowania automatycznego
systemu odnosnikéw. Nie ma w zalgcznikach pracy P3. Rozumiem, e ta praca zostala
dopiero zlozona w redakcji czasopisma a w zalgcznikach sg tylko prace juz opublikowane
jednak nalezalo albo dolgczyé manuskrypt albo ogranmiczy¢ liste prac opublikowanych
dolaczonych do rozprawy do czterech. Sg to oczywiscie uwagi drobne niemajace wplywu na
mojg bardzo pozytywna oceng recenzowanej Tozprawy.

Podsumowujac, rozprawe doktorska p. mgr Aleksandry Badaczewskiej-Dawid uwazam za
wybitng. Autorka opracowala od podstaw, zaimplementowala, sparametryzowala i
przetestowata z sukcesem unikalny i nietrywialny gruboziarnisty model bialek, jak réwniez
opracowala procedur¢ odbudowy laficucha pelnoatomowego z reprezentacji zredukowanej.
Byla to tytaniczna praca, wystarczajaca moim zdaniem na bardzo dobra habilitacje. Ponadto
opracowany model jest rozwojowy i po wprowadzeniu specyficznych oddziatywat miedzy
taticuchami bocznymi i $redniopolowych wkladéw opisujgcych chiralno$é moze latwo zyskaé
pelng zdolnodé predykeying. Cele rozprawy zostaly w pelni zrealizowane. Wymienione
powyzej uwagi krytyczne, z kibrych wickszosé ma charakter dyskusyjny, nie umnicjszajg w
zadnym stopniu jej wartosci. Rozprawa spelnia z nawigzks wymagania stawiane rOZprawom
doktorskim przez Ustawe z dnia 14 marea 2003 rokn o stopniach nankowych i tytule
mankewym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. or 65, poz. 595 z poézn. zm.), jak
réwniez zwyczajowe standardy stawiane rozprawom doktorskim w dziedzinie nauk przyrodniczych i
Scistych. Dlatego z pelnym przekonaniem zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie p. mgr Aleksandry Badaczewskiej-Dawid do
dalszych eiapéw przewodu dokiorskiego. Biorge pod uwage wysoki ladunek nowosci
naukowej, ogrom i wysoki profesjonalizm wykonanej pracy, znakomit jako$é wynikéw oraz
ich znaczenie dla modelowania bialek wnosze o wyrdznienie rozprawy. Szczegblowe
uzasadnienie wniosku o wyréznienie stanowi zalacznik do niniejszej recenzji.

Mo

prof. dr hab. J6zef Adam Liwo
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Uzasadnienie wniosku o wyréznienie rozprawy doktorskiej
pani magister Aleksandry Elzbiety Badaczewskiej-Dawid
pt. ,Modelowanie struktury i dynamiki bialek z uzyciem modeli
gruboziarnistych o réznej rozdzielezosci”

W ramach swojej rozprawy doktorskiej Kandydatka stworzyla, zaimplementowala i
przetestowata unikalny model gruboziamisty do symulacji bialek, kibry moze doprowadzié¢ do
kolejnego przelomu w zasiggn symulacji ukladéw o znaczeniu biologicznym. Wykonala
samodzielnie ogromna prace podezas, gdy tworzenie, parameiryzacjc i testowanie modelu
gruboziarnistego zwykle realizuje sziab ludzi juz co najmniej ze stopniem doktora. Badania
do rozprawy doktorskiej przeprowadzila a wyniki opracowala bardzo rzetelnie i
profesjonalnie. Jej rozprawe zaliczam do grona 5% najlepszych rozpraw doktorskich, ktére
recenzowalem. Material jej rozprawy wystarczylby moim zdaniem na bardzo dobrg
habilitacje.

O wysokiej jakosci pracy Kandydatki $wiadezy Jej dotychezasowy dorobek naukowy,
w kibrym zawierajg si¢ 4 dotychczas opublikowane prac oryginalne w bardzo dobrych
czasopismach z listy filadelfijskiej oraz 1 praca wyslana z materiatu samej rozprawy, jak
réwniez 3 inne prace opublikowane i 2 wystane do czasopism z listy filadelfijskiej.

W $wietle przedstawionych wywodéw a takze argumentéw przytoczonych w mojej
recenzji rozprawy doktorskiej p. mgr Aleksandry Elzbiety Badaczewskiej-Dawid, z pelnym
przekonaniem wnosze do Wysokiej Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego o
wyr6znienie jej rozprawy dokiorskiej.




