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Problem zwijania liniowego lancucha peptydowego do natywnej struktury biatka jest jednym
z glownych, lecz nadal nierozwigzanych problemow biologii strukturalnej. Gdyby proces zwijania
polipeptydu do struktury natywnej zachodzil na drodze losowego przeszukiwania przestrzeni
konformacyjnej, to jego czas bylby niemozliwie dilugi. Poniewaz zwijanie nastgpuje w skali
czasowej rzedu sekund lub krotszej, w procesie tym musi mie¢ miejsce uporzadkowana hierarchia
zdarzen, tj. preferowana $ciezka zwijania. Jednakze, nadal brakuje ogdlnej informacji jaka jest

sekwencja 1 waga zdarzen na tej $ciezce.

Znajomos¢ przestrzennej struktury biatka jest niezwykle przydatna w projektowaniu i prowadzeniu
badan in-vitro oraz in-vivo na poziomie molekularnym i interpretacji ich wynikow i jest niezbedna
przy racjonalnym projektowaniu lekéw. Metody eksperymentalne nie sa w stanie rozwigza¢ struktur
przestrzennych wszystkich biatek, ktorych sekwencje aminokwasowe sg znane — tylko dla mniej niz
0.2% znanych sekwencji znane sg struktury. Dlatego ro$nie zapotrzebowanie na przewidywanie
struktur biatek metodami komputerowymi. Przewidywanie struktur wymaga jednak zaréwno

wielkich mocy jak i zaawansowanych metod obliczeniowych.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska po$wiecona jest komputerowym metodom
przewidywania struktur przestrzennych biatek. Mgr Tomasz Wirecki zaimplementowal w pakiecie
UNRES nowy algorytm i przeprowadzil szereg testow i analiz oceniajacych jego skutecznos¢. Ten
algorytm, opracowany wysitkiem kilku grup badawczych, taczy dwie zaawansowane metody
obliczeniowe w celu polepszania efektywnosci 1 poprawnosci przewidywania struktur
przestrzennych peptydow i biatek wychodzac z praw podstawowych. Oprécz oceny nowego
algorytmu, doktorant przeprowadzil poréwnanie Starej i nowej parametryzacji pola sitowego
UNRES. Doktorant okreslit rowniez state czasowe procesu zwijania badanych biatek. W tym celu
zaadaptowal program g_Kinetics z pakietu GROMACS. Na koniec, sprawdzit skuteczno$¢ pakietu
UNRES w eksperymencie CASP10, gdzie przewidywal struktury kilku biatek, dla ktorych znane



byty jedynie sekwencje aminokwasowe, a takze wykorzystal go do oszacowania aktywnos$ci

przeciwdrobnoustrojowej wybranych bakteriocyn.

Poniewaz pole UNRES jest grubo-ziarnistym polem sitowym, koncowym etapem kazdej symulacji
prowadzonej pakietem UNRES byta konwersja modelu grubo-ziarnistego czasteczek do modelu

petno-atomowego.

Przed rozpoczeciem prac nad oceng nowego algorytmu zwijania tancucha peptydowego, doktorant
przeprowadzit poréwnawcze symulacje dynamiki prostych uktadéw zbudowanych z atomoéow
oddziatujgcych jedynie poprzez potencjaly Lennarda-Jonesa. Do pordéwnania uzyt metody
klasycznej symulacji dynamiki molekularnej (MD) z dwoma sposobami termostatowania uktadu
symulacyjnego: Berendsena (BER) i Nosé-Hoovera (NH), oraz trzech hybrydowych metod Monte
Carlo (MC): Hybrid Monte Carlo (HMC), Shadow Hybrid Monte Carlo (SHMC) oraz Separable
Shadow Hybrid Monte Carlo (S2HMC). Na podstawie Appendix’u mozna Wywnioskowaé, ze
programy do symulacji metodami HMC i S2HMC napisat doktorant. Dla kazdej z metod sprawdzit
jej ergodycznosc, a dla metod hybrydowych sprawdzit zalezno$¢ wskaznika akceptacji Metropolisa
od liczby krokow czasowych symulacji oraz od liczby L. W zasadzie wszystkie algorytmy dziataty
poprawnie, jednak wsréd hybrydowych metod MC najlepsza byta metoda S2HMC, a wérod metod
MD — metoda NH.

Niestety, zjawisko skokowego porzadkowania si¢ uktadu atoméw symulowanego praktycznie kazda
z metod nie zostato w pracy wyjasnione, czy cho¢by skomentowane i jest dla mnie niezrozumiate.
W znanych mi uktadach, takie zachowanie jednoznacznie wskazywatoby na niepoprawng

parametryzacje atomow.

Gléwnym celem doktoranta byta ocena skutecznosci i wydajnosci nowo zaimplementowanej
w pakiecie UNRES metody hybrydowego Monte Carlo ze zwiclokrotniong wymiang replik
(Multiplexed Replica Exchange Hybrid Monte Carlo, MREHMC) w przewidywaniu struktur
przestrzennych biatek. W tej czesci pracy symulacje i analizy prowadzit na 15 biatkach 0 réznych
liczbach reszt aminokwasowych i znanych strukturach natywnych. Wzajemne podobienstwo
sekwencji wybranych biatek bylo niskie. Jako metody poréwnawczej uzyt symulacji dynamiki
molekularnej ze zwielokrotniong wymiang replik (Multiplexed Replica Exchange Molecular
Dynamics, MREMD), ktora juz wczesniej byta czescig pakietu UNRES. W testowych obliczeniach
uzyt obu parametryzacji pola sitowego UNRES, EOLL2Y i GAB, jednak wyniki otrzymane dla
GAB nie byly zadowalajace. Dla wszystkich 15 biatek, symulacje rozpoczynat od struktury
natywnej (z bazy PDB) oraz rozwini¢tej. Poniewaz symulacje startujace z rozwinigtej struktury

dawaty lepsze wyniki (str. 82), w dalszych symulacjach uzyt tej struktury jako startowej oraz



parametryzacji EOLL2Y. Przeprowadzit tez szereg innych testow, niektore takie jak w pierwszej
czesci rozprawy, by ustali¢ optymalne parametry symulacji.

Ocen¢ wynikow symulacji przeprowadzit wyznaczajac dla kazdego biatka krzywe pojemnosci
cieplnej oraz pierwiastka ze sredniego kwadratu odlegtosci (RMSD) wzgledem struktury natywnej
w funkcji temperatury i czasu symulacji. Otrzymane w symulacjach struktury zostaty podzielone na
klastry wg kryterium temperatury; dla kazdej struktury zostata obliczona wartosci RMSD, a dla
kazdego klastra, srednia warto§¢ RMSD; wyznaczono tez TM-score. Zaleznie od kryterium, albo
metoda MREMD albo MREHMC dawata lepsze wyniki.

Liczbowe oceny oraz graficzne przedstawienie niektorych przewidzianych struktur nie wskazuja na
ich wysokie podobienstwo do struktur natywnych (pdb). Doktorant nie podat Kryterium
,akceptacji” przewidzianej struktury dla RMSD. Ogolnie przyjmuje si¢, ze dwie struktury sa
podobne, jesli RMSD jest nie wigksze niz blad metody, ktdrg rozwigzano struktur¢. Dla TM-score,
doktorant przyjat wartoéci nie mniejsze niz 0.4. Przyjmujac jednak RMSD < 3.5 A jako zakres
akceptowalnych wartosci, z grubsza, 6 na 15 struktur biatek zostalo akceptowalnie przewidzianych
metodg MREMD oraz 5 na 15 metoda MREHMC. Taka liczba przewidzianych struktur zapewne
odpowiada statystyce otrzymanej z eksperymentow CASP i jest duzym sukcesem. Bioragc pod
uwage kryterium TM-score, tylko jedna struktura spetnia je, ale jego wysoka warto$¢ nie
odpowiada malej wartosci RMSD. Na wybranych przyktadach, doktorant stara si¢ przekonac
czytelnika o wyzszosci metody MREHMC nad metoda MREMD, ale nie do konca skutecznie.

Opisujac analizy wynikow obliczen prowadzonych w tej czeSci pracy, doktorant nie wyjasnit,
dlaczego wyznacza krzywe pojemnosci cieplnej biatka i o czym te krzywe mowia. Czy jedynym
powodem ich wyznaczania jest okreSlenie temperatury ,klastrowania”? Skad wziglo si¢ takie
kryterium? W przypadku metody MREHMC, dla réznych fragmentow trajektorii, maksima
krzywych pojemnosci cieplnej sg dla réznych temperatur, a niektore krzywe majg dwa rownowazne

maksima — ktora temperature nalezy wtedy wybierac?

Sa tez dwa rozne uzasadnienia wyboru struktury rozciaggnietej biatka jako startowej; na str. 82 ,,bo
dawata lepsze wyniki”, na str. 87 ,,...struktura natywna dawala lepsze wyniki ... ale celem
symulacji jest otrzymanie natywnej struktury na podstawie znajomosci tylko sekwencji” (luzne
tltumaczenie recenzenta).

Strona 102, zdanie dotyczace biatka 1CLB (76 reszt aminokwasowych): ,,... MREHMC is able to
locate the global minimum of the conformational space and provide cluster with native structure”
budzi watpliwos$ci, bo skad wiadomo, ze globalne minimum zostato osiggni¢te? Wprawdzie TM-

score ma warto$¢ 0.41, ale RMSD wynosi 4.22. Dla tego RMSD energia uktadu ma wartos¢ niska,



ale dla RMSD ~12 ma podobng lub jeszcze nizszg; z kolei dla stanu natywnego biatka energia moze

by¢ jeszcze mniejsza — czy doktorant porownat energi¢ przewidzianej i natywnej struktury?

W nastepnej czesci pracy doktorant przeprowadzit analogiczne symulacje dla mniejszego zbioru
biatek, ale z uzyciem znacznie wigkszych mocy obliczeniowych, co umozliwilo zwigkszenie liczby
replik i temperatur oraz wydtuzenie czasu symulacji. W symulacjach uzyt dwoch parametryzacji
pola UNRES - poprzedniej EOLL2Y oraz nowo opracowanej MAXLIK. Dla obu metod
symulacyjnych i starego pola sitowego, otrzymane struktury byte blizsze strukturom natywnym niz
w obliczeniach opisanych w poprzedniej czgsci pracy. Jak poprzednio, doktorant stara sig¢
przekonac czytelnika o wyzszosci metody MREHMC nad metoda MREMD.

Obie metody daty jeszcze lepsze wyniki, gdy uzyto nowego pola sitowego MAXLIK; w tym jednak
przypadku, metoda MREMD okazata si¢ generalnie lepsza niz MREHMC.

Doktorant wyznaczyt state czasowe dynamicznego procesu zwijania biatek dla tego samego zbioru
biatek, co wyzej, z symulacji prowadzonych trzema metodami: MD, MREMD i MREHMC,
Z uzyciem dwoch parametryzacji: EOLL2Y oraz MAXLIK. Parametry symulacji byly podobne do
tych powyzej. Do przeprowadzenia analiz czasowych wykorzystat program g_Kinetics z pakietu
GROMACS, uzycie ktorego wymagato odpowiedniego skonwertowania zbiorow wynikowych
wygenerowanych przez programy z pakietu UNRES. Dla kazdej z metod symulacyjnych i kazdego
pola sitowego wyznaczyl stata czasowa zwijania 1 rozwijania tancucha peptydowego do lub ze
struktury zwinigtej. Kryterium stanu zwinigtego i rozwinigtego byta wartos§¢ RMSD — progowa
warto$¢ RMSD zostata wyznaczona z histogramu warto§ci RMSD wzgledem struktury natywne;j

wzdtuz trajektorii kazdego biatka.

Wyznaczone stale czasowe zwijania i rozwijania fancucha peptydowego sa wzglednie podobne dla
metod MD 1 MREMD 1 obu pol sitowych i sg istotnie krétsze od statych wyznaczonych w
symulacjach  MREHMC. Ponadto, dla symulacji MREHMC 2z polem sitowym MAXLIK
wyznaczone stale sa dtuzsze niz z polem EOLL2Y. Wigkszos$¢ statych, przynajmniej dla symulacji
MD 1 MREMD, jest rzedu ps, tj. s bardzo krotkie. Czy to znaczy, ze w czasie symulacji biatko
zwija si¢ 1 rozwija wielokrotnie? Profile czasowe na Rys. 49 raczej nie wskazujg na czasy zwijania
w skali ps — jak nalezy je rozumie¢? Poza tym, wyniki otrzymane z analiz statych kinetycznych nie
wydaja si¢ by¢ w zgodzie z wynikami przewidywania struktur przestrzennych bialek opisanymi w
paragrafie 4.4.2, gdzie réznica wynikow otrzymanych w symulacjach MREMD i MREHMC nie
byla znaczna. Podsumowujac t¢ cze$¢ pracy nalezy stwierdzi¢, ze wyniki dotyczace stalych

kinetycznych nie sg wystarczajaco przedyskutowane.



Na koniec czgéci pracy oceniajacej nowe elementy pakietu UNRES, doktorant opisat udziat
w eksperymencie CASP10 i odniesione tam sukcesy. Nie wspomniat jednak, ktora parametryzacja
pola sitowego UNRES byta uzyta.

Ostatnia czg¢$¢ pracy doktorskiej mgr Tomasza Wireckiego dotyczy przewidywania struktur
przestrzennych trzech bakteriocyn. Celem tych badan byto znalezienie zwigzku migdzy brakiem lub
posiadaniem odporno$ci bakterii na wilasne bakteriocyny a réznicami w ich strukturach oraz
strukturach ich biatek odporno$ciowych. Niestety, przewidziane struktury nie r6znily si¢ na tyle, by
na tej podstawie wskazaé¢ réznice w ich dziataniu. Dalsze poszukiwania zwigzku prowadzone byty
na poziomie analizy genomowej i nie miaty bezposredniego powigzania z gtdwna tematyka pracy
doktorskiej.

Na koniec, trudno si¢ zgodzi¢ z konkluzjami doktoranta. Ogtosit sukces zaimplementowanego
przez siebie algorytmu MREHMC (Multiplexed Replica Exchange Hybrid Monte Carlo) dla
gorszych symulacji i gorszego pola sitowego, a krotko skwitowal zdecydowanie wigksze, ale
podobne obu metod symulacyjnych (MREMD i MREHMC) sukcesy, w znacznie dtuzszych i
petniejszych symulacji oraz lepszego pola sitowego. Zrozumiate jest zadowolenie z wilasnej pracy
i sukcesow, ale w nauce obowigzuje obiektywizm; nadmierna reklama i akcentowanie tylko
pewnych wynikow przy braku podkreslenia innych, ktére sa wielkim sukcesem, uwazam za

graniczace z wszechobecng dzis propaganda.

Oceniajac calo$¢ rozprawy doktorskiej, stwierdzam, ze mgr Tomasz Wirecki wykonatl gigantyczna
pracg przeprowadzajac wielkg liczbe symulacji roznymi metodami, dla r6znych parametryzacji pola
sitowego UNRES i dla r6znych uktadow czgsteczkowych. Jego opanowanie warsztatu, zrozumienie
fizycznych podstaw metod oraz ich aspektow informatycznych jest godne podkreslenia. Zwraca

réwniez uwage samodzielno$¢ doktoranta w doborze narzedzi, analizie wynikow i ich prezentacji.

Zastrzezenia budzi natomiast niedoskonalo$¢ tekstu napisanego w nie-ojczystym jezyku angielskim,
w ktorym jest sporo bledow (mylenie liczby pojedynczej i mnogiej; niepoprawne uzywanie
rodzajnikow [ich brak, albo niepotrzebne uzycie]; btedy gramatyczne [np. ,,much more slower”]
itp.). Pracy brakuje wstepu, ktory zazwyczaj wprowadza w tematyke i prezentuje aktualny stan
wiedzy dotyczacej omawianych w pracy zagadnien. Ponadto, utatwilby on czytelnikom

I recenzentom ,,wejscie” w tematyke.
Powaznym btgdem formalnym pracy jest brak streszczen w jezyku polskim i angielskim,

wymaganych Ustawg o stopniach naukowych i tytule naukowym (Art. 13, pkt. 6).

W pracy jest troche drobnych bigdow, m.in. w uzywanych skrotach; opis rysunku 50 jest
niedoktadny; w tekscie jest odniesienie do rysunku 12 zamiast 11; na koncu tytutu nie powinno by¢
kropki.



Poza tym, na str. 118 wprowadzone sg state czasowe 11 i 1, ktore, jak méwi pierwsze zdanie pod
Rys. 48, sg obliczone dokladnie tak, jak opisano w sekcji 2.4.4.1. Niestety, w tej sekcji parametry

takie nie wystepuja. Czy na str. 121, ,,s” w ,,log(s)”, oznacza sekunde?

Odczuwam tez brak odniesienia si¢ w dyskusji do roli wody w przewidywaniu struktur biatek — na
ile pole silowe i oprogramowanie UNRES jest w stanie poprawnie przewidzieé¢ strukture
przestrzenng bialka traktujac wode w sposob niejawny? Taka dyskusja pozwolitaby ,,0sobie z

zewnatrz” lepiej ocenié sukcesy osiagnigte przez doktoranta.

Zgodnie z Ustawq o stopniach naukowych i tytule naukowym, rozprawa doktorska powinna
stanowi¢ oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz wykazywaé ogolng wiedze teoretyczng
kandydata w danej dyscyplinie naukowej. Przedstawiona mi do oceny praca doktorska
mgr Tomasza Wireckiego bezwzglednie wskazuje na samodzielne i umiejetne rozwigzanie
postawionego przed nim problemu naukowego oraz jego ogdlng i szczegbtowa wiedze teoretyczng
w dziedzinie szeroko rozumianej biologii strukturalnej, a takze umiejetnosci w zakresie zastosowan
zaawansowanych metod chemii obliczeniowej do rozwigzywania bardzo trudnych problemow
strukturalnych i dynamicznych bioczasteczek. Wnosze wiec do Rady Wydziatu VChemii

Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgra Tomasza Wireckiego do dalszych etapow

(pgeeubion Gereie

przewodu doktorskiego.



