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Ocena roli wigzan wodorowych w stabilnosci a-helikalnych peptydow poprzez symulacje
dynamiki molekularnej

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pana mgr. Jakuba Dgbrowskiego zostata
wykonana pod kierunkiem dr hab. Arkadiusza Ptaka na Wydziale Inzynierii Materiatowe;j i
Fizyki Technicznej Politechniki Poznanskie;j.

Struktura przestrzenna i wlasciwosci termodynamiczne i kinetyczne posiadaja
fundamentalne znaczenie dla wielu dziedzin wspotczesnej biologii i medycyny, w
szczegolnosci dla racjonalnego projektowania nowych lekéw celujacych w specyficzne cechy
mechanizmoéw komorkowych zmieniajacych si¢ w czasie powstawania i trwania roéznorakich
chorob. Rozwdj metod eksperymentalnych prowadzi do ogromnych baz danych
zawierajacych opis i strukture wielu uktadow biatkowych i tych klasycznych i tych do tej
pory nieosiaggalnych takich jak biatka blonowe czy duze kompleksy biatkowe. Pomimo to,
wciaz wg. np. pracy Burley et al. Nuclei Acids Res. z 2019, istnieje ogromna grupa okoto
5000 rodzin biatkowych, ktora nie posiada rozpoznanego przynajmniej jednego reprezentanta
swojej struktury przestrzennej. W takich sytuacjach modelowanie jest skuteczng metodg do
uzyskania takiej struktury, przynajmniej dla czgsci niezbadanych do tej pory biatek. Statym
wyzwaniem modelowania jest strategia wydajnego probkowania przestrzeni konformacyjnej
realizowane zwykle w roznych wariantach dynamiki molekularnej lub dynamiki Monte Carlo,
czesto w schemacie wymiany replik zwigkszajacej efektywnos$¢ algorytmu. Postgp w
przewidywaniu struktur przestrzennych wynika z integracji informacji z réznych obszaréw
badan takich jak sekwencjonowanie metagenoméw czy analizy koewolucyjnej
wykonywanych coraz czgs$ciej z wykorzystaniem technik uczenia maszynowego i metod
przewidywania struktur catych lub fragmentéw biatek de novo. Kluczowanymi pytaniami sg
te dotyczace zaréwno struktury biatek jak i te dotyczace mechanizmé6w oddzialywania,
selektywnego rozpoznawania czy okreslenia czynnikow wplywajacych na procesy zwigzane
w mechanizmem rozpoznawania molekularnego. Z uptywem czasu wyznaczanie
trojwymiarowych struktur pojedynczych czasteczek biatka, eksperymentalne i obliczeniowe,
stanowi tylko niewielkg cze$¢ biologii strukturalnej. Potrzeba rowniez precyzyjnej wiedzy na
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W temat mechanizméw zwijania si¢ biatek, dynamiki czasteczek i ich wzajemnego
oddziatywania czy roli poszczegdlnych typow wigzan. Struktury 1 wlasciwosci
termodynamiczne i kinetyczne takich kompleksow sa znacznie wigkszym wyzwaniem dla
badan eksperymentalnych i obecnie staja si¢ waznym Kierunkiem rozwoju metod
modelowania obliczeniowego. Rozprawa doktorska mgr Jakuba Dabrowskiego wpisuje si¢
znakomicie w ten trend. Stanowi ona oryginalne rozwigzanie zagadnienia dotyczgcego
stabilnosci a-helikalnych peptydéw uwzgledniajgcych obecnos¢ wigzan wodorowych. Tytut
pracy ,,Ocena roli wigzan wodorowych w stabilnosci o-helikalnych peptydow poprzez
symulacje dynamiki molekularnej”, w pelni odzwierciedla jej zawarto$¢, rownoczesnie
wskazujac, ze poruszona tematyka badawcza jest bardzo aktualna, umiejscowiona w domenie
nauk interdyscyplinarnych o duzym znaczeniu praktycznym.

Rozprawa doktorska jest napisana w miar¢ przejrzystym i jasnym jezykiem
umozliwiajacym osobie nie posiadajacej glebokiej wiedzy zrozumienie tematyki i znaczenia
prowadzonych obliczen. Fragmenty, ktore sg nieco zagmatwane w opisie, generujg pytania W
niniejszej recenzji. Rozprawa doktorska zostala ona podzielona na siedem rozdziatow.
Pierwsze trzy rozdziaty rozprawy wprowadzaja czytelnika w istote tego typu badan,
przedstawiajac aktualny stan wiedzy opisujacy wyniki uzyskane do tej pory przez inne grupy
badawcze oraz podstawy teoretyczne stosowanych metod obliczeniowych. Celem rozprawy
doktorskiej, zdefiniowanym w Rozdziale 1, byta analiza stabilnosci struktury a-helikalnych
rozcigganych dwoch polipeptydéw (tj. dekaalaniny (10 identycznych aminokwasow alaniny) raz
peptydu AAKA(AEAAKA)sAC) ze szczegdlnym uwzglednieniem roli wigzan wodorowych w
stabilizacji takiej struktury oraz wyznaczenie parametrow kinetycznych i energetycznych
pojedynczego wigzania wodorowego (energia aktywacji wraz z udziatami entalpi i entropii).
Zasadnos¢ obliczen i wybor peptydow jest bardzo dobrze umotywowana i umiejscowiona na
tle obecnego stanu wiedzy.

Rozdziat 2 zawiera dobrze napisane wprowadzenie w zagadnienia zwigzane $cisle z
tematyka pracy. Przedstawiony podzial wielopoziomowej struktury bialek uzupetnitabym
rycing (chociazby wzietg z literatury z odpowiednim odnosnikiem i pozwoleniami)
umozliwiajgca czytelnikowi spoza dziedziny wyobrazi¢ sobie zlozonos¢ problemu. Czgsc
dotyczaca budowy biatek i peptydow zostata uzupetniona 0 opis metod badania ich struktur
od strony eksperymentalnej, wraz z opisem eksperymentalnym i teoretycznym wymuszonego
sita zrywania wigzan. Te sekcje rozprawy wydzielitabym jako osobng czgs¢, czytelnik
spodziewa si¢ paru stow na temat metod obliczeniowych, ktore sa de facto opisane doktadnie
pozniej tj. w Rozdziale 3. W opisie modeli wymuszonego rozrywania kompleksow
molekularnych (czy pojedynczych wigzan) brakuje mi doktadnego opisu czym modele BE
(Bell-Evans), DHS (Dudko-Hummer-Szabo) oraz FNDY (Fridl-Noy-De Yoreo) r6znig si¢ od
siebie.

Rozdziat 3 wprowadza nas w swiat metod obliczeniowych, podajac w jasny sposob
podstawowe rownania oraz zasady obliczen mechaniki molekularnej, dynamiki molekularnej
oraz sterowanej dynamiki molekularnej. Rozdzialowi temu towarzyszy cze$¢ poswigcona
identyfikacji 1 klasyfikacji rodzaju struktury drugorzedowej peptydow i biatek. Mapa
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Ramachandrana ilustruje gdzie leza struktury a-helis (lewoskretnej, prawoskretnej i
enigmatycznej dla czytelnika nieobeznanego doktadnie z tematyka rozprawy doktorskiej
helisy 3-10) oraz harmonijki . Dotozytabym graficzne przedstawienie tych struktur do tej
ryciny. W tej czeéci brakuje mi informacji jak na podstawie wartosci katow torsyjnych
klasyfikuje si¢ konformacje tancuchow peptydowych (ta informacja znajduje si¢ ze 20 stron
wczesniej). Tu powstaje pytanie jak zaznacza si¢ na takiej mapie strukturg typu skret? Katy
torsyjne sa bardzo podobne do katéw torsyjnych co do wartosci, ale jak wspomnial autor
rozprawy w rzeczywistosci wartosci katow torsyjnych leza w duzych zakresach, co powoduje,
ze struktura typu skret moze przekrywac si¢ ze strukturg prawoskretnej helisy. Na tym etapie
pracy nie ma stowa o tym aspekcie rozrdznialnosci.

W Rozdziale 4, autor rozprawy doktorskiej opisuje odpowiednio doktadnie modele
peptydow, wybranych do badan czyli dekaalaning oraz peptyd zlozony z sekwencji
aminokwasow AAKA(AEAAKA)sAC. Przedstawiono przy jakich zatozeniach zostaty
stworzone oraz przedstawiono ich uktad geometryczny. Nie do konca jest jasne, dlaczego
zastosowano podgrzewanie i wygrzewanie modelu, cho¢ to staje si¢ jasne dopiero po
przeczytaniu legend rycin 4.1 do 4.2. Podczas analizy geometrii uktadu wyznaczono katy
torsyjne oraz odleglosci migdzy atomami tworzacymi wigzanie wodorowe (ktére sa
wykorzystywane do rozroznienia konformacji skretu od helisy o czym czytelnik dowiaduje
si¢ duzo pdzniej W rozdziatach zawierajacych wyniki obliczen). Bedac osobg pracujacg raczej
w obszarze eksperymentalnym niz teoretycznym nasuwa mi si¢ pytanie — na ile poprawne jest
stwierdzenie, ze $rednie wartoSci katow torsyjnych wynoszace -67.8° £ 9.6° oraz -39.4° +
8.6° sg zblizone do wartosci predefiniowanych -57° oraz -47°? W rozdziale tym znajduje si¢
rysunek 4.5 ilustrujacy identyfikacje struktury drugorzedowej. Brakuje mi komentarza co tak
naprawde on przedstawia. Prawdopodobienstwo, z jakim zostata wykryta struktura a-helisy?
Uktad zero (jest) - jedynkowy (nie ma)? Ciekawi mnie jaki jest rozrzut parametru helikalno$ci
dla kazdego badanego aminokwasu tancucha dekaalaniny tj., ALA1 do ALA10. W peptydzie
AAKA(AEAAKA)sAC oprocz alaniny znajdujemy trzy odmienne typy aminokwaséw fj.
lizyne, kwas glutaminowy, oraz cysteing. Analiza katow torsyjnych oraz wartosci odlegltosci
wigzania wodorowego raczej nie wykazuje zmian zwigzanych z typem aminokwasu uzytego
do utworzenia tego peptydu oraz dtugoscig peptydu. Ciekawe dla mnie jest porownanie
modelowych peptydéw z danymi uzyskanymi dla fragmentow biatek ludzkich z znanej
strukturze wyznaczonej krystalograficznie, gdyz uzyskuje si¢ informacj¢ o poprawnoscCi
uzyskanym modelowych struktur. Struktury referencyjne o ktérych wiemy, ze posiadaja
strukture helikalng posiadajg katy torsyjne na poziomie —(62-64)° oraz —(39-40)°. Jaki jest
sens poréwnywania tych wynikéw do wartosci -57° i odpowiednio -47°? Skad biorg si¢ te
ostatnie wartosci. W tym rozdziale, w kontekscie uzyskanych wynikéw, nie jest do konca
jasny wybor symulacji kontrolnych, w szczegélnosci tych zwigzanych z wymuszonym
rozcigganiem peptydow. Dlaczego wykonano symulacje kontrolne tylko dla
AAKA(AEAAKA)sAC a nie dla dekaalaniny ? Wydaje sig, ze typ model wody powinna miec¢
wigkszy wptyw na helikalno$¢ krotszego peptydu. Nie bardzo wiadomo, jak wyniki sredniej
sity zrywajacej wigzanie wodorowe oraz wielkosci btedu standardowego tej sity sa
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symulacjami kontrolnymi do cze¢sci zwiagzanej z wyznaczeniem katéw torsyjnych i dtugosci
wigzania wodorowego. Tez nasuwa si¢ pytanie dlaczego nie wykonano takiej symulacji dla
dekaalaniny. Zreszta kwesti¢ rozciagania peptydéw opisatabym w osobnym rozdziale (i nie
nazwatabym symulacjami kontrolnymi) opisujacych wlasciwosci termodynamiczne i
Kinetyczne.

Rozdziat 5 jest chyba najgorzej zaprezentowany z uwagi na réoznorodno$¢ wynikow.
Zawiera on rezultaty dwoch typoéw symulacji — metodg dynamiki molekularnej oraz metoda
sterowanej dynamiki molekularnej, zaréwno dla modelu dekaalaniny z pelnym opisem
elektrostatycznym wigzan wodorowych, jak i dla modelu ze zredukowanymi wigzaniami
wodorowymi. Dla symetrii powstaje pytanie dlaczego dla odmiany nie zawarto wynikow
(przeprowadzono symulacji dla AAKA(AEAAKA)sAC)? Porownanie wpltywu sieci
wodorowych dla obu peptydow byloby interesujace. Skupiajac sie¢ na wynikach dotyczacych
dekaalaniny. Rysunek 5.2 przedstawia zmiany dtugosci wszystkich szeSciu wigzan w funkcji
czasu trwania symulacji wygrzewajacej. Tu nasuwa si¢ pytanie 0 przyczyny "rozpadu”
wigzania wodorowego ALA6-ALA10 w zakresie dluzszych czaséw symulacji (wigksze
drgania termiczne?, mata stabilno$¢ temperatury?). Tworzenie si¢ chwilowego wigzania
wodorowego pomiedzy atomem w peptydzie a czasteczkg wody (czerwona linia na
rysunku 5.5) powstaje mniej wiecej w potowie zakresu duzej odlegtosci pomi¢dzy donorem a
akceptorem, wigc nie wydaje si¢ by¢ wythumaczeniem wzrostu tej odleglosci.

Poréwnanie symulacji dynamiki molekularnej dekaalaniny z modelem zredukowanych
wigzan wodorowych z symulacjg dynamiki molekularnej dekaalaniny bez zredukowanych
wigzan wodorowych prowadzi w swoim zamierzeniu do oceny roli wigzan wodorowych w
stabilnosci struktury dekaalaniny. Uzyskana wyzsza $rednia energia catkowita uktadu
sugeruje, ze symulowany uklad z modelem bez wigzan wodorowych powinien by¢ mniej
stabilny niz model z wigzaniami wodorowymi, co tez zostatlo wykazane przez Doktoranta,
przy udziale analizy RMSD (odchylenie s$redniej kwadratowej pozycji atomow) szKieletu
peptydu. Wzrost tego parametru wskazuje na rozwijanie sie¢ struktury biatkowej czy
peptydowej. Rozwijanie jest tez widoczne jako wzrost odleglosci donor-akceptor (np.
Rys. 5.9). Wyniki te pokazuja, ze bez obecnosci wigzan wodorowych nie jest mozliwe
istnienie stabilnej struktury a-helikalnej w dekaalaninie. Czy takze w peptydzie
AAKA(AEAAKA)sAC)? Jakie sg przestanki, zeby traktowac te peptydy tozsamo?

Modelowe rozcigganie dekaalaniny o minimum 2 A dostarcza ciekawych wynikow,
pokazujacych jak wigzania wodorowe wplywaja na wiasciwosci mechaniczne peptydu
(wyniki sg przedstawione na rysunku 5.15). Widoczna jest zalezno$¢ stalej sprezystosci
peptydu od predkos$ci rozciggania oraz jej mniejsza warto$¢ dla peptydu w braku obecnosci
wigzan wodorowych. W zasadzie ten wynik potwierdza tezg rozprawy doktorskiej tj.
obecno$¢ wigzan wodorowych stabilizuje strukture dekaalaniny. w tym miejscu powstaje
pewien niedosyt z powodu braku podobnych wynikow dla AAKA(AEAAKA)sAC. Wracajac
do danych, jaka funkcja ekstrapolowano dane dla dekaalaniny aby uzyskaé wartosci dla
peptydu na ktérego nie dziata sita zewngtrzna? Nie do konca rozumiem zastosowanie tutaj
regresji liniowej (przerywana linia na rysunku 5.15 nie wydaje si¢ by¢ liniowa).
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Rozdziat 6 przedstawia wyniki symulacji metoda sterowanej dynamiki molekularnej
dla modelu o-helikalnego peptydu zlozonego z  sekwencji  aminokwaséw
AAKA(AEAAKA)sAC. Kazda z serii symulacji wykonana zostata dla szeregu wartoSci
predkosci rozciagania, nastgpnie z wyznaczonych danych wyznaczono $rednig sit¢ zerwania
wigzania wodorowego. Dla tych danych zastosowano modele teoretyczne termicznie
aktywowanej ucieczki z jamy potencjatu, aby uzyska¢ parametry termodynamiczne
pojedynczego wigzania wodorowego. W tym rozdziale skupiono si¢ na dluzszym peptydzie —
dlaczego? Rozciaganie jest prowadzone tutaj do duzych wartosci tj. do 130 A (duzo wigkszej
niz rozcigganie dekaalaniny opisanego w rozdziale 5), dlatego zaskakuje mnie zdanie
"Podobnie jak dla dekaalaniny, peptyd rozwija si¢ od koncow molekuty, przy czym warto
zauwazy¢, ze dla wysokich predkosci rozwijanie zaczyna si¢ od konca molekuty, do ktérego
przytozony zostat potencjat SMD". Mamy do czynienia z dwoma typami symulacji, ktore
przektadaja sie na rozcigganie przy matej sile (2 A, dekaalanina) oraz duzej sile (130 A,
AAKA(AEAAKA)sAC). Skad wiemy, ze dekaalanina rozciggana z duzg sita bedzie
zachowywac si¢ podobnie jak w przypadku zastosowania matej sity rozciagajacej. Ciekawym
i jednoczesnie oryginalnym dla mnie wynikiem jest zastosowanie trzech klasycznych modeli
opisujacych zrywanie pojedynczego wigzania (pojedynczego kompleksu) w pomiarach AFM
oraz uzyskanie jakosciowo podobnych zakreséw odleglosci (pomigdzy minimum jamy
potencjalu a maksimum bariery energetycznej) oraz statej szybkosci dysocjacji do tych
obserwowanych w eksperymentach rozciagajacych biatka czy peptydy realizowanych za
pomoca AFM. Jak stusznie zauwazyt Doktorant obecnos¢ dwoch (1 wigcej) zakresow zmiany
sity wzgledem szybko$ci obcigzania w przypadku wigzania wodorowego nie ma sensu. Ale
jesli rozwazany dekaalaning jak peptyd 10 aminokwaséw to dwuzakresowa krzywa moze
wskazywa¢ na powstanie chwilowych wigzan wodorowych, co wskazywatoby na
kompleksowe rozciagganie takiego peptydu (tj. rozciggane sa co najmniej dwa aminokwasy
rownoczes$nie). Niemniej jednak pokusitabym si¢ 0 jakie§ wytlumaczenie takiego stanu
rzeczy. Czy jest to zwigzane np. z zastosowang procedurg obliczeniowa czy tez z faktem, ze
rozciggamy peptyd a nie pojedyncze wigzanie wodorowe. Zaleznos$¢ sity potrzebnej na
rozciggniecie tancucha peptydowego (w trakcie tego procesu sg zrywane wigzania wodorowe)
byta obserwowana w pomiarach AFM. Taka zalezno$¢ moze by¢ $cisle zwigzana ze strukturg
peptydu i zrywaniem naktadajacych si¢ wigzan wodorowych.

Catos¢ pracy jest podsumowana w osobnym Rozdziale 7 Podsumowanie i wnioski.
Zakonczenie pracy obejmuje alfabetyczny spis bibliograficzny $wiadczacy o zaangazowaniu
Doktoranta w tematyke pracy doktorskiej oraz spis ilustracji i tabel oraz wykaz osiggnig¢
naukowych. Pomimo licznych pytan i uwag zwiazanych, w mojej ocenie przedstawione
informacje sg poprawne 1 $wiadczg o bardzo dobrym przygotowaniu Doktoranta
umozliwiajgcym samodzielne sprecyzowanie 1 uzasadnienie celow pracy doktorskiej oraz
zaplanowanie ich realizacji. Uwagi i pytania, ktore nasunety mi si¢ podczas czytania pracy
opisatam i zadatam we wcze$niejszych fragmentach mojej recenzji. Praca jest zredagowana w
starannie, cho¢ znajduja si¢ w niej literowki a takze niedciste sformulowania Iub
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sformulowania zargonowe typu ,,stata sitowa”. W kontekscie prezentowanej pracy lepszy jest
termin ,,stala sity”” lub po prostu "stata sprezystosci”.

Zauwazone niescistosci, ktore sa nieuniknione w tak obszernej pracy, nie pomniejszaja
wysokiej warto$ci merytorycznej oraz mojej pozytywnej oceny pracy doktorskiej.
W podsumowaniu recenzji stwierdzam, ze praca doktorska Pana mgr Jakuba Dabrowskiego
stanowi nowatorskie podejscie do badan wpltywu wigzan wodorowych na stabilnos¢
tancuchéw peptydowych. Uzyskane wyniki sg cenne i wazne dla zrozumienia mechanizmu
tego rodzaju oddzialtywan na poziomie molekularnym, a co za tym idzie moga by¢
zastosowane nie tylko do poszukiwania nowych substancji do zastosowan farmakologicznych
(i nie tylko), ale takze pomagaja spojrze¢ z innej perspektywy na badania zwigzane z
projektowaniem lekoéw. Niezmierna aktualnos¢ i duze znaczenie praktyczne uzyskanych
wynikéw podnosi wartos$¢ pracy.

Bioragc pod uwage wszystkie elementy recenzji stwierdzam, ze praca speinia wszelkie
wymogi stawiane pracom doktorskim przez ustawe o stopniach i tytule naukowym oraz przez
normy akademickie i wnosz¢ o dopuszczenie Pana mgr Jakuba Dabrowskiego do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.
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