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Jednym z istotnych zagadnien wspotczesnej biochemii strukturalnej i biotechnologii jest
zdobycie umiejetnosci przewidywania trzeciorzedowej struktury polipeptydow i1 biatek o zadanej
sekwencji aminokwasow. Projekt Ludzkiego Genomu nie tylko pozwolit na poznanie sekwencji
aminokwasowych zakodowanych w nim biatek, ale réwniez przyczynit si¢ do opracowania i
komercjalizacji prostych i wzglednie tanich metod ustalania genomu prostych organizméw, takich jak
np. bakterie. Obecnie liczba biatek o znanych sekwencjach wzrasta w tempie prawie wyktadniczym.
Jednakze liczba biatek dla ktorych okreslono doswiadczalnie strukturg 3D (trzeciorzgdowa) ciagle jest
bardzo mata i wzrasta w zasadzie jedynie liniowo. W tej sytuacji istnieje pilna potrzeba opracowania
metody lub metod obliczeniowych pozwalajacych na szybkie i w miarg wiarygodne przewidzenie
struktury 3D co najmniej polipeptydow 1 krétkich bialek.

Recenzowana rozprawa mgr Tomasza Wireckiego wykonana zostala w Katedrze Chemii
Teoretycznej Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego w zespole naukowym kierowanym przez
dr hab. Cezarego Czaplewskiego. Zespot ten zajmuje si¢ m.in. badaniami nad symulacja struktury
biopolimerow z wykorzystaniem technik gruboziarnistych. Zesp6t ma na tym polu szereg istotnych

osiagni¢¢ na poziomie migdzynarodowym. Swiadczy o tym m.in. zaproszenie zespotu do udzialu w



migdzynarodowym projekcie badawczym CASP, ktérego celem jest opracowanie satysfakcjonujacej
metody przewidywania struktury trojwymiarowej biatek jedynie na podstawie ich sekwencji
aminokwasowej. Rozprawa doktorska mgr Wireckiego stanowi probg oceny przydatnosci na tym polu
jednego z nowych algorytméw symulacji, MREHMC, 1 stanowi naturalna kontynuacje badan

prowadzonych dotychczas w zespole.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska napisana zostata w cato$ci w jezyku angielskim,
nawet bez streszczenia w jezyku polskim. Sktada si¢ ona z 5 rozdziatdéw merytorycznych i 4 cze$ci
pomocniczych. Rozdzialty merytoryczne zatytutowane sa: Theory and methods, Aim of thr studies,
Results, Conclusions i Literature. Na czg$¢ pomocnicza sktadaja sie¢ wykazy: stosowanych skrotow,
uzyskanych grantow i komputeréw wykorzystywanych do symulacji, publikacji w ktérych Doktorant
jest wspdtautorem oraz materiaty uzupehiajace.

Rozprawa pozbawiona jest jakiegokolwiek wstepu czy wprowadzenia, co istotnie utrudnia
Czytelnikowi zorientowanie si¢ w bardzo obszernej czgsci teoretycznej. W pewnym stopniu funkcje ta
pelni podrozdziat 2.1 Protein folding mechanisms, nie jest jednak w stanie w pelni zastapié
poprawnego wprowadzenia w tematyke rozprawy.

Rozdziat Theory and methods przedstawiony zostat na 60 stronach i podzielony jest na 6 gldéwnych
podrozdziatéw: Protein folding mechanisms, Conformational space search, Protein folding simula-
tions, UNRES force field, Bacteriocins i Genom comparison. W 4 pierwszych podrozdziatach
przedstawione zostaly w zwartej formie podstawowe problemy zwiazane z symulacja fatldowania si¢
biatek, w tym algorytmy przeszukiwania przestrzeni konformacyjnej oraz gruboziarniste pole sitowe
UNRES. Omawiany materiat opiera si¢ na 241 pozycjach literaturowych.

W jednostronicowym rozdziale Aim of the studies mgr Wirecki przedstawia gtoéwny cel swojej pracy
doktorskiej oraz zadania badawcze, ktore zrealizowat w jej ramach. Celem tym bylo poréwnanie
nowego algorytmu przeszukiwania przestrzeni konformacyjnej z wykorzystaniem hybrydowej metody
Monte Carlo (MREHMC) z jej poprzednia wersja oparta na klasycznej dynamice molekularne;
(MREMD). Przedstawione w tym rozdziale zadania badawcze wykraczaja jednak wyraznie poza tak
sformutowany cel rozprawy doktorskiej. W tym miejscu Recenzentowi nasuwa si¢ watpliwos¢ czy
przedmiotem oceny jest rozprawa doktorska czy sprawozdanie z dziatalnos$ci badawczej Doktoranta.
Do problemu tego powrdce jeszcze w dalszej czg$ci recenzji.

W kolejnym rozdziale zatytulowanym Results mgr Wirecki omowit na 67 stronach wyniki badan w
ktérych uczestniczyl jako doktorant. Rozdzial ten sktada si¢ z 7 podrozdzialow o tytutach:
Initial tests on Lennard-Jones fluid,  Proteins used for simulations,  Multiplexed Replica Exchange
Hibrid Monte Carlo, MREHMC - large-scale simulations,  Retrieving the kinetic information from

MREMD and MREHMC simulations, CASP experiment results 1 Bacteriocins. Cztery pierwsze



podrozdziaty potraktowa¢ mozna jako kolejne etapy realizacji gtdownego celu pracy, czyli porownania
klasycznego algorytmu MREMD z jego nowa modyfikacija MREHMC. Kolejny podrozdziat
przedstawia ocen¢ mozliwosci uzyskania informacji kinetycznych z trajektoriit MREMD/MREHMC
przy zastosowaniu pola silowego UNRES. Dwa ostatnie podrozdziaty przedstawiaja przyklady
potwierdzajace zakres zastosowania algorytmu MREHMC. Zwlaszcza material zawarty w ostatnim z
nich budzi moje watpliwosci. Jak wynika z tytutu rozprawy oraz z Rozdziatu 3 jej celem jest ocena
przydatnosci i mozliwosci zastosowania okre$lonego algorytmu przeszukiwania przestrzeni
konformacyjnej polipeptydow i biatek. W tej sytuacji przedstawianie w rozprawie wynikow okreslania
genomu pewnych szczepéw bakterii oraz wynikéw poroéwnywania tych genoméw z danymi
literaturowymi jest moze ciekawe z punktu widzenia Doktoranta lecz nie wnosi niczego do realizacji
celu rozprawy. Tym bardziej, ze wyniki symulacji struktury bialek sugeruja, niezaleznie od
zastosowanego algorytmu, brak istotnych réznic w strukturze bakteriocyn i ich bialek ochronnych
pochodzacych z roéznych szczepow bakterii. Uwazam za bardzo dobry, uswigcony tradycja
akademicka zwyczaj przedstawiania w rozprawie doktorskiej tylko tych wynikow, ktére zwiazane sa z
realizacja celu rozprawy. Rozumiem, ze wynikajacy z tego zwyczaju brak mozliwos$ci
zaprezentowania czg¢$ci uzyskanych wynikéw moze to by¢ czasami trudny dla Doktoranta, ale wyniki
te mozna przeciez opublikowaé w literaturze fachowe;.

Jak przypuszczam, ze wzgledu na bardzo obszerne omodwienie uzyskanych wynikéw mgr Wirecki
zdecydowat si¢ na umieszczenie w pracy 2-stronicowej cze$ci o nazwie Conclusions. Uwazam to za
bardzo dobry pomyst. Dzigki temu mogt przedstawi¢c w zwartej formie podstawowe wnioski
wyplywajace z jego badan.

Rozprawe konczy wykaz cytowanej literatury obejmujacy tacznie 285 pozycji. Sa to w wigkszos$ci
prace najnowsze, w znacznej czesci opublikowane po roku 2000.

W ocenianej rozprawie odczuwam wyrazny brak dyskusji uzyskanych wynikoéw, w tym rowniez
poréwnania jako$ci uzyskanych przewidywan struktury testowanych biatek z przewidywaniami innych

autoréw. Czyzby zadne z wybranych biatek nie byto dotychczas przedmiotem symulacji?

Przystepujac do oceny merytorycznej rozprawy mgr Tomasza Wireckiego nalezy podkresli¢, ze
nie jest to praca do§wiadczalna, lecz ,,czystej] wody” praca obliczeniowa. Jej celem jest poréwnanie
nowej wersji algorytmu symulacji z jego wcze$niejsza, niejako klasyczna wersja. Na uwage zastuguje
bardzo staranne zaplanowanie hierarchicznego toku oceny jakos$ci symulacji: poprawno$¢ dziatania
algorytmu i jako$¢ uzyskanych przy jego pomocy wynikéw sprawdzana jest kolejno na:

= uktadzie modelowym,
= ukladach rzeczywistych o znanym poprawnym rozwiazaniu (dane do$wiadczalne) 1

wzrastajacym stopniu komplikacji



uktadach rzeczywistych o nieznanym rozwiazaniu (projekt CASP i bakteriocyny)

Taki tok postgpowania zgodny jest z zasadami dobrej praktyki obliczeniowe;.

Recenzowana rozprawa zawiera, zdaniem recenzenta, dwa podstawowe elementy nowosci

naukowej o zdecydowanie roznym charakterze:

i) element ogdlny - wykazanie, ze algorytm MREHMC w potaczeniu z polem sitowym UNRES

pozwala w przypadku polipeptydéw a nawet matych biatek na efektywne przeszukiwanie przestrzeni

konformacyjnej

ii) element poréwnawczy — algorytm MREHMC w poréwnaniu z algorytmem MREMD jest w

wigkszos$ci przypadkéw jedynie trochg efektywniejszy. Roznice te zanikaja przy przedtuzeniu czasu

symulacji oraz w przypadku zastosowania ulepszonej parametryzacji MAXLIK.

Przy lekturze rozprawy nasungto mi si¢ szereg watpliwosci i uwag o charakterze dyskusyjnym.

Najwazniejsze z nich przedstawiam ponizej majac nadziejg, ze Doktorant ustosunkuje si¢ do nich

podczas publicznej obrony.

1.

Na str. 82 znajduje si¢ stwierdzenie ,,Finally the extended state starting point was chosen for
further tests since it gave better results.” Nie jest dla mnie jasne dlaczego rozpoczynanie
symulacji od struktury natywnej daje gorsze wyniki niz start od nierealistycznej struktury
,rozciagnigtej”. Ponadto stwierdzenie to stoi w sprzeczno$ci z wynikami opisanymi na str. 87.
Porownanie obydwu algorytméw przedstawione w p.4.3.5 zyskaloby znacznie na
wiarygodnos$ci, gdyby zostalo wsparte nawet najprostszymi testami statystycznymi dla par
wiagzanych. Wizualna analiza rysunkéw 28 + 31 nie jest wcale taka jednoznaczna jak sugeruje
to Doktorant. Potwierdza to dodatkowo Tab.4. Analogiczna uwaga dotyczy danych z Tab.5
(p-4.4.1)1Tab.6 (p. 4.4.2).

. Nie jest dla mnie jasne dlaczego do symulacji bialek chroniacych przed bacteriocynami

wybrano algorytm MREMD a nie podobno lepszy algorytm MREHMC (p.4.7.1.2, str. 127).
Mam nadziejg, ze Doktorant wyjasni ta kwesti¢ podczas publicznej obrony.

Z rozprawy nie wynika (albo nie udato mi si¢ znalez¢ tej informacji) czy podczas symulacji
biatek z bazy PDB (p. 4.3 i 4.4) roOwniez stosowano wigzy struktury IlI-rzedowej (secondary
restrains). Jezeli nie, to jakie moga by¢ zdaniem Doktoranta fizykochemiczne lub strukturalne
przyczyny koniecznosci ich zastosowania w przypadku bakteriocyn i biatek chroniacych przed

nimi.

Do obowiazkow recenzenta nalezy tez ocena strony jezykowej i edytorskiej rozprawy.

Recenzent nie czuje si¢ kompetentny do oceny poprawnosci stylistycznej 1 gramatycznej angielskiego

tekstu rozprawy. Uzyte slownictwo fachowe nie budzi watpliwosci. Zamieszczony w pracy material

ilustracyjny jest bogaty i poprawny pod wzgledem technicznym. Znacznie gorzej wyglada strona
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edytorska tekstu i opisy rysunkéw. Mozna tu znalez¢ bardzo liczne przyktady biedow i omytek.
Ponizej podam tylko dwa reprezentatywne przyktady:
= 0§ pionowa na rysunkach 12, 13, 15, 16, 27 zatytulowana jest ,,Probability of
Acceptance [%]” podczas gdy wartosci liczbowe zawarte sa w przedziale od 0,0 do1,0.
= w tytulach tabel 5 i 6 wystepuje zwrot ,,... Of all 15 proteins ...” podczas gdy obliczenia
przeprowadzono jedynie dla 10 polipeptyddéw. Rowniez w tabelach do ktorych odnosza
si¢ te tytuly znajduja si¢ dane tylko 10 polipeptyddw.
Opisy rysunkow sa czgsto na tyle niejednoznaczne, ze nawet korzystanie z tekstu rozprawy nie
rozwiewa wszystkich watpliwos$ci, np. co oznacza zielona linia na rys. 49?
Recenzent odnosi wrazenie, ze tekst rozprawy przygotowywany byt w pospiechu i1 bez dostatecznej

starannosci.

Podsumowujac moje uwagi stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska spelnia
zwyczajowe 1 ustawowe wymogi stawiane pracom doktorskim i wnosz¢ do Rady Wydzialu Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Tomasza Wireckiego do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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