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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr Mateusza Kurcinskiego

»Modelowanie oddzialywan bialek i peptydéw w zredukowanej przestrzeni konformacyjnej”

Praca przedstawiona mi do recenzji zostala wykonana w Pracowni Teorii Biopolimeréw
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego. Promotorem pracy jest prof. dr hab. Andrzej
Kolinski, ktory od lat zajmuje si¢ komputerowymi analizami struktury i dynamiki makroczasteczek
biologicznych i jest uznanym ekspertem w tej dziedzinie.

Przedstawiona rozprawa prezentuje zastosowanie metod modelowania komputerowego do
przewidywania struktur i oddzialywan biatek i peptydow. W szczegdlnosci Autor skupil si¢ na
zaadaptowaniu metody CABS opracowane]j przez prof. Kolifiskiego i jego wspotpracownikéw do
symulowania oddziatywania biatek i peptydow ze sobg. CABS nalezy do metod tzw.
gruboziarnistych, czyli opartych o modele zredukowane. Metoda ta oparta jest o dyskretny model
siatkowy i wykorzystuje procedure Monte Carlo do przeszukiwania przestrzeni rozwigzan oraz
potencjal statystyczny do przyblizonej oceny energii swobodnej odpowiadajacej poszczegélnym
konformacjom. W podejsciu tym rozpuszczalnik jest traktowany niejawnie.

W kilku ostatnich edycjach miedzynarodowego eksperymentu polegajacego na testowaniu metod
stuzacych do komupterowego przewidywania struktury biatka (ang. Critical Assessment of
techniques for protein Structure Prediction, CASP), ktore odbywaja si¢ co dwa lata, grupy uzywajgce
metode CABS osiggnely bardzo wysokie wyniki. Musze¢ zaznaczy¢, ze sam bratem udziat w CASP
m.in. dwukrotnie we wspoétpracy z prof. Kolifiskim, ale jestem przekonany, ze przedstawiong przez

doktoranta rozpraw¢ moge oceni¢ bezstronnie.

Struktura rozprawy
Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska zostata podzielona na nastgpujace rozdziaty: I
Cel Pracy, II Podstawy Teoretyczne, III CABSDock — opracowanie automatycznej procedury
dokowania biatko-biatko w zredukowanej przestrzeni konformacyjnej, IV Modelowanie kompleksow
biatkowych — uzyskane wyniki, V Podsumowanie i wnioski konicowe, VI Prace cytowane i VII Prace
stanowigce podstawe rozprawy (P.I-P.VI). Cata rozprawa ma ponad 148 stron, z czego ok 68 stron
stanowig zatgczone publikacje. Opublikowane prace sa w jezyku angielskim, gtéwna czgs¢ rozprawy

napisana jest w jezyku polskim.
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Rozdzial ,,Cel Pracy” w jasny sposéb formutuje cele projektu. Rodziat ,,Podstawy Teoretyczne”
obejmuje wprowadzenie do metod do§wiadczalnych i teoretycznych stuzacych do ustalania struktur
makroczasteczek biologicznych i ich komplekséw. Rozdziat ,,CABSDock - opracowanie
automatycznej procedury dokowania biatko-biatko w zredukowanej przestrzeni konformacyjnej”
stanowi opis metod rozwijanych w ramach projektu. Kolejny rozdziat, ,Modelowanie kompleksow
biatkowych — uzyskane wyniki” podzielono na szes¢ podrozdziatéw, z ktérych kazdy opisuje wyniki
uzyskane w niezaleznej publikacji. Pie¢ podrozdzialéw zgrupowano pod jednym podtytutem
,dokowanie biatko-peptyd”, jeden podrozdziat dotyczy tematu ,dokowanie biatko-biatko”. Po
wynikach umieszczono krétkie podsumowanie, a wiasciwie streszczenie szesciu zrealizowanych
projektow, opisano tez zwiezle plany na przysztos¢. Ostatni rozdziat zawiera kopie oryginalnych
angielskojezycznych publikacji, tzn. zasadniczo ten sam materiat, co polskojezyczny rozdziat

opisujgcy wyniki.

Opis wynik6w zawartych w rozprawie:

Celem pracy doktorskiej bylo stworzenie automatycznej procedury dokowania biatek, ktora
pozwalataby na symulowanie procesu tworzenia si¢ komplekséw biatkowych z zachowaniem pelnej
gietkosci oddziatujacych czasteczek. Poczatkowo zamierzano wykorzystaé algorytm CABS do
probkowania calej przestrzeni konformacyjnej, ale ze wzgledéw pragmatycznych zdecydowano si¢ na
potaczenie tego podejscia z innymi rozwigzaniami. W koncowym ksztatcie metoda opracowywana
przez doktoranta urosta do wielostopniowej, automatycznej procedury. Dokowanie za pomoca
CABSDock sktada sie z czterech gtéwnych etapow:

1) procedura sztywnego dokowania za pomocg publicznie dostepnego programu FTDOCK, w
wyniku ktérej generowanych jest 10000 zgrubnych struktur kompleksow,

2) selekcja 20 modeli dokonywana na podstawie rankingu opartego o funkcje oceny przyblizajaca
zmiane energii swobodnej uktadu, w ktorej energia wewnetrzna przyblizana jest za pomocg pola
sitowego modelu CABS, natomiast wktad entropii do przyblizany jest w procesie analizy skupien
wszystkich 10000 modeli,

3) symulacja 20 modeli za pomoca modelu CABS,

4) wybér ostatecznych 5 modeli z uzyciem analizy skupiefi, konwersja do reprezentacji
petnoatomowej i minimalizacja energii w empirycznym polu sitowym za pomoca pakietu Gromacs.

Kluczowym elementem procedury CABSDock jest zastosowanie modelu CABS w roli zar6wno

narzedzia stuzacego do generowania jak i oceniania struktur kompleksow.
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Model CABS zostat w pierwotnej wersji zaprojektowany do symulowania dynamiki
pojedynczych taficuchéw biatkowych. Jednym z gléwnych osiagnig¢ w prezentowanej pracy jest
zaadaptowanie tej metody do symulacji dynamiki wielu fancuchéw. Program CABS, zmodyfikowany
do symulowania bialek wielotaficuchowych, udostgpniono publicznie pod —adresem
www.biocomp.chem.uw.edu.pl/tools/cabsdock

W pracy P.II (w Journal of Molecular Modeling, w ktérej pan Kurcinski i jego promotor sg
jedynymi autorami) przedstawiono schemat modelowania wielkoskalowego, ktérego centralnym
punktem jest symulacja dokowania za pomocg CABS.

Otrzymang metode przetestowano do realizacji praktycznych zadaf, m.in. do modelowania
tréjwymiarowych struktur komplekséw receptoréw jadrowych i peptydéw imitujgcych czynniki
transkrypcyjne (w pracy P.I, w Journal of Steroid Biochemistry & Molecular Biology, w ktérej pan
Kurcinski i jego promotor sa takze jedynymi autorami).

W pracy P.III (takze w Journal of Steroid Biochemistry & Molecular Biology, w ktorej pan
Kurcinski i jego promotor s3 takze jedynymi autorami) uzyto modelowania do zbadania mechanizmu
aktywacji Receptor o kwasu 9-cis retinowego (RXRa) przez czasteczki kwasu 9-cis retinowego i
peptydu bedacego fragmentem koaktywatora TRAP220, w szczegblnosci poszukiwano odpowiedzi
na pytanie w jakiej kolejnosci przylaczaja sie do receptora agonista i koaktywator. Model CABS
pozwala na symulowanie jedynie polipeptydow, wigc obecno$¢ badz nieobecno$¢ agonisty zostata
odwzorowana za pomocg wykorzystania wigzéw odlegtosci narzuconych na niektore reszty receptora.

W pracy P.IV zbadano mechanizm zwijania si¢ biatka nieustrukturyzowanego pKID w trakcie
tworzenia kompleksu z domeng KIX biatka CREB. W tej pracy pan Kurcinski jest pierwszym
autorem; praca zostala ztozona do recenzji do Journal of Chemical Trheory and Computations i
przyjeta w czasie kiedy przygotowywatem niniejsza recenzjg.

W pracy P.V przeprowadzono analize zjawiska mimikry molekularnej gangliozydu GD2 przez 5
wyselekcjonowanych wezesniej peptydéw, tworzacych kompleksy z przeciwciatem 14G2a. W tej
pracy pan Kurcinski jest drugim autorem sposrod siedmiu, praca ukazata si¢ w International Journal
of Molecular Medicine.

W pracy P.VI CABSDock wykorzystano do skonstruowania pierwszego teoretycznego modelu
ludzkiej telomerazy, przeprowadzono wielostopniowe dokowanie kolejnych domen telomerazy oraz
fragmentéw nici RNA i DNA. Na podstawie uzyskanego modelu zaproponowano mechanizm
dziatania tego kompleksu. Ten mechanizm zostat poddany krytyce przez inne grupy badajace
doswiadcalnie telomerazje, ale faktem pozostaje, ze stworzono model, ktéry umozliwit tego rodzaju
dyskusje. W tej pracy pan Kurcifiski jest trzecim autorem sposréd dziewigciu, praca ukazata si¢ w
PNAS.
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W krétkim podsumowaniu autor krétko powtarza swoje dokonania opisane w szesciu artykutach
oraz podsumowuje najwazniejsze plany na przyszto$¢. Dalsze prace majg by¢ ukierunkowane na
wzbogacenie modelu CABS o mozliwo$¢ badania odziatywan nie tylko migdzy biatkami, ale réwniez

innymi czgsteczkami biologicznymi, w szczegdlnosci z kwasami nukleinowymi..

Ocena rozprawy

Rozprawa doktorska pana mgr Mateusza Kurcifiskiego obejmuje wyniki badan opisanych w
sze$ciu oryginalnych pracach badawczych, sposrdéd ktorych w czterech doktorant jest pierwszym
autorem. Oznacza to, ze wyniki zawarte w rozprawie znalazly juz uznanie w oczach niezaleznych
recenzentdow ww. czasopism. Przedstawione przez doktoranta analizy obejmujg przede wszystkim
bardzo istotne rozszerzenie funkcjonalnosci oryginalnej metody CABS. Nie mam wiekszych
zastrzezen merytorycznych do przedstawionych wynikéw i cheiatbym podkresli¢, ze moim zdaniem
prace wchodzagce w sklad rozprawy maja duza warto$¢ zardwno merytoryczng jak i praktyczna.
Sadze, ze mogg przydaé sie w badaniach prowadzonych przez wielu badaczy, takze przez moj wiasny
zespot.

Oprécz pochwat mam tez uwagi krytyczne. Nie podwazaja one mojej ogélnie pozytywnej oceny
rozprawy ani nie wplywaja na mojg pelna akceptacje wynikow przedstawionych w publikacjach,
dotyczg jedynie mojej oceny rozprawy jako catosci.

Moim zdaniem jedyna znaczacg wadg przedstawionej mi do recenzji rozprawy jest brak
obszernego, syntetycznego podsumowania i dyskusji wszystkich otrzymanych wynikéw jako catosci.
Sekcja ,,Podsumowanie i wnioski koficowe” jest bardzo krotka, zaledwie na dwie i pét strony.
Brakuje w niej odniesienia si¢ do tego, w jaki sposéb prace wchodzace w sktad rozprawy stanowia
jedno dzielo i w jako spos6b wzajemnie si¢ uzupekniaja. Co prawda przedstawione wyniki sg ze sobg
powigzane, ale w ocenianej rozprawie bardzo brakuje mi obszernego rozdziatu, w ktérym doktorant
opisatby doktadnie, w jaki sposéb z jego perspektywy przedstawione prace $cisle wigzg si¢ ze sobg i
jaka jest warto$¢ dodana catego projektu jako catosci wzgledem poszczegélnych prac rozpatrywanych
oddzielnie. Moim zdaniem najwazniejszym elementem kazdej rozprawy doktorskiej jest krytyczne
przedyskutowanie otrzymanych wynikéw, przedstawienie ich jako spojnej catosci i odniesienie sig do
stanu wiedzy na $§wiecie oraz do prac prowadzonych w macierzystym zespole, tak, zeby jasne byto na
ile stanowig one kontynuacje wezesniejszych prac i w jaki sposob beda petity role podstawy do prac
w przysztosci. Oczywiscie wyniki sa dyskutowane niezaleznie w kazdej z przedstawionych
publikacji, ale w tej rozprawie doktorskiej, ktdra powinna stanowic ich syntetyczne ujecie, zabrakto

mi wiasnie elementu syntetycznego.

Laboratory of Bioinformatics and Protein Engineering, http:/iimcb.genesilico.pl
International Institute of Molecular and Cell Biology in Warsaw,
ul. ks. Trojdena 4, 02-109 Warsaw, Poland. http://iimcb.gov.pl
tel: +48-22 597 0750, fax: +48 22 597 0715; e-mail: iamb@genesilico.pl;




INTERNATIONAL INSTITUTE OF MOLECULAR AND CELL BIOLOGY IN WARSAW
e
CENTRE OF EXCELLENCE IN MOLECULAR BIO-MEDICINE

Chcialbym podkresli¢é, ze moja ocena wynikoéw czastkowych jest bardzo wysoka, zwlaszcza
biorgc pod uwage pierwszoautorskg publikacje czterech z szesciu przedstawionych analiz, tylko brak

odpowiedniej syntezy jest nieco rozczarowujacy.

Drobne uwagi

W rozprawie, zwlaszcza we wstepie, znalaztem szereg niefortunych sformutowan, niektére z nich
stanowig odejscie od rygorystycznego jezyka naukowego, inne sg nadmiernymi uproszczeniami:

Np. sformutowanie "W ktorgkolwiek strone ewolucja popchnie organizm" (str. 9) niepotrzebnie
wprowadza elementy prozy poetyckie;j.

Stwierdzenie, ze enzymy "regulujg" reakcje biochemiczne uwazam za niefortunne (przede
wszystkim katalizujg te reakcje, funkcje regulatorowe zwykle petnig inne czasteczki nieposiadajgce
aktywnos$ci enzymatycznych).

"Gdy tylko jednak [polimeraza RNA] przylaczy si¢ do specyficznego regionu w nici DNA,
zmienia sie jej struktura przestrzenna i rozpoczyna produkcja mRNA" - polimerazy RNA sg
zaangazowane w produkcje nie tylko mRNA, tylko wielu réznych typé6w RNA.

"Ludzki organizm zawiera okolo 25 tys. genow, z ktérych wigkszos¢ koduje jakies biatko" -
owszem, okolo 25 tys. genéw w ludziej komoérce koduje biatka (przy czym jeden gen koduje czesto
wiele réznych wariantéw bialek), ale to tylko niewielki utamek genomu, ktéry prawie w catosci jest
transkrybowany, tzn. stuzy do produkcji RNA.

"Liczba znanych sekwencji biatkowych wynosi juz blisko 100 mln i dzigki szybkim, tanim i
automatycznym metodom sekwencjonowania catych genomoéw rosnie z roku na rok coraz szybciej" -
wiekszos¢ tych sekwencji jest przewidziana komputerowo w oparciu o sekwencje DNA i nie zostata
potwierdzona doswiadczalnie.

"Wysitki genetykéw sg ukierunkowane na tworzenie map wzajemnych oddzialywan biatek" -
genetycy raczej zajmuja si¢ genami i genomami i ich zmiennoscia, tworzeniem map wzajemnych
oddziatywan biatek zajmuja si¢ raczej biochemicy i biologowie systemowi.

"Biatka w stanie natywnym znajdujg sie w globalnym minimum energii swobodnej (Anfinsen
1973)." (Str 16). - ta teza jest prawdziwa dla wigkszosci, ale nie dla wszystkich biatek. Natywne
struktury niektérych biatek s uwarunkowane przede wszystkim kinetycznie, tzn. poprzez Sciezke

zwijania, a nie tylko termodynamicznie.

Praca napisana jest bez wiekszych bledow jezykowych, znalaztem tylko kilka drobnych uchybien.
Autor uzywa spolszczonej formy angielskich zwrotéw typu ,,protein-protein docking”, tzn. np.

,dokowanie bialko-biatko”, podczas gdy taka forma jest gramatycznie niepoprawna, w jezyku
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polskim poprawne jest sformutowanie ,dokowanie biatek”, ewentualnie ,,dokowanie biatka do
biatka”.

Autor uzywa sformutowania ,uliniowienie” jako odpowiednika sformutowania ,alignment”.
Uwazam to sformutowanie za niepoprawne, poniewaz stowo ,uliniowienie” sugeruje, ze chodzi o
rozpatrywanie form liniowych, podczas gdy ,alignment” oznacza wynik poréwnywania dwoch
podobnych obiektow (a autorpowi w tym wypadku chodzi o struktury biatek) . W polskojezyczne;j
literaturze naukowej funkcjonuje stowo ,przyrownywanie”, ktére moim zdaniem jest znacznie
bardziej odpowiednim thumaczeniem pojecia ,,alignment” i stosuje si¢ nie tylko do sekwencji, ale tez
do obiektéw przestrzennych, grafow itp., mowi sie np o przyréwnywaniu struktur, przyréwnywaniu
szlakéw metaboliczych itp.

Zamiast ,,policzy¢” powinno by¢ ,,wyliczy¢” albo ,,0bliczy¢”; zamiast ,,unikalny” powinno by¢
,,unikatowy”. Nie podoba mi si¢ sformutowanie ,,molekuta”, uwazam go za makaronizm, w biologii
powszechnie uzywa sie stowa ,,czgsteczka”, ale zdaje sobie sprawe z tego, ze w jezyku chemikow
mogg obowigzywac inne preferencje.

W symbolach zwigzanych ze strukturami chemicznymi takimi jak konce 3’ i 5' czy atom O4'
autor uzywa apostrofu (*) zamiast symbola prim (').

W pracy zauwazylem tez kilka literowek i btedéw interpunkcyjnych, ale ich czestotliwos¢ jest

mniejsza niz przecietnie w rozprawach doktorskich, ktére miatem przyjemnos¢ lub obowigzek czytac.

Podsumowanie
Moja ocena przedtozonej do recenzji pracy doktorskiej pana mgr Mateusza Kurcinskiego jest
bardzo wysoka. Majac na uwadze warto$é merytoryczng pracy, a w szczegolnosci wchodzacych w jej
sktad oryginalnych publikacji, uwazam, ze spetnia ona warunki okreslone w art 13. ustawy z dnia 14
marca 2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym i wnosze o dopuszczenie przez Wysoka Rade
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Bioragc pod uwage wysoki merytoryczny poziom rozprawy, chciatbym takze wystgpi¢ o

mozliwos¢ nagrodzenia tej pracy stosownym wyréznieniem.

hab. Janusz M. Bujnicki
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Recenzja rozprawy doktorskiej magistra Mateusza Kurcinskiego pt. “Modelowanie
oddziatywan biatek i peptydéw w zredukowanej przestrzeni konformacyjnej”

Rozprawa doktorska magistra Mateusza Kurcinskiego zostata napisana w Pracowni
Teorii Biopolimerdw pod kierunkiem prof. dra hab. Andrzeja Koliriskiego. Celem pracy byto
opracowanie metody i rozszerzenie oprogramowania CABS do przewidywania komplekséw
biatko-biatko oraz biatko-peptyd. W wyniku tej pracy autor stworzyt automatyczny algorytm i
narzedzie do gietkiego dokowania modeli komplekséw biatkowych.

Problem przewidywania struktur kompleksow biatko-biatko jest niezwykle istotny, gdyz nie
ma skutecznych metod, ktore by precyzyjnie przewidziaty konformacje takich komplekséw.
Biatko z drugim biatkiem oddziatuje nie tylko na zasadzie komplementarnosci ksztattu duzych
powierzchni — istotne sg takze oddziatywania lokalne, na przyktad wigzania wodorowe.
Dodatkowy problem stanowi fakt, ze aminokwasy wchodzgce w oddziatywania biatko-biatko
s3 umiejscowione na powierzchni biatka, w zwigzku z czym sg ruchliwe, czesto natadowane i
wystawione na oddziatywanie z czgsteczkami wody.

Rozprawa doktorska mgra Kurcidskiego sktada sie z pieciu rozdziatéw. W pierwszym opisana
jest rola biatek w przyrodzie z podkresleniem istotnosci tworzenia przez biatka kompleksow,
wyjasnione jest pojecie dokowania oraz cel pracy. W drugim rozdziale zawarte sg podstawy
teoretyczne dokowania oraz opisane metody doswiadczalne badania kompleksow biatko-
biatko. Trzeci rozdziat opisuje opracowang przez autora procedure dokowania biatko-biatko o
nazwie CABSDock. Rozdziat czwarty przedstawia uktady, dla ktérych autor zastosowat te
procedure oraz wyniki dokowania. Rozprawa zawiera okoto 130 odnosnikéw do prac innych
autoréw.
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Wynikiem pracy nad rozprawg doktorska magistra Mateusza Kurcinskiego jest szes¢
publikacji w bardzo dobrych czasopismach naukowych z listy filadelfijskiej. W czterech
publikacjach pan Kurcinski jest pierwszym autorem, a w trzech z nich jest pierwszym z dwéch
autordw, tak wiec udziat jego w badaniach i pisaniu publikacji jest niepodwazalny. Niektére
prace doczekaty sie juz nawet kilkunastu cytowan.

Procedura CABSDock oparta jest na modelu gruboziarnistym opracowanym wiele lat temu
przez promotora pracy, prof. Andrzeja Kolinskiego. Jednak model i program byty stworzone
do symulacji i przewidywania struktury trzeciorzedowej pojedynczych biatek. Pan Mateusz
Kurcinski rozszerzyt i model i oprogramowanie, tak aby mozna byto prowadzi¢ symulacje
obiektéw wielotaricuchowych oraz kilku obiektdw na raz, dzieki czemu mozliwe jest
przewidywanie struktury komplekséw biatkowych. Procedura wchodzaca w sktad CABSDock
przeszukuje przestrzen konformacyjng komplekséw i generuje prawdopodobne struktury,
ocenia ich energie oraz dla najnizszych energetycznie komplekséw udoktadnia ich struktury.
Do generowania komplekséw potrzebne sg jednak struktury petnoatomowe pojedynczych
izolowanych biatek (moggace sie sktadac z wielu fanicuchéw), gdyz w pierwszym etapie
przeprowadzane jest dokowanie sztywnych petnoatomowych struktur trzeciorzedowych
biatek za pomoca znanego programu FTDOCK. Generowanych jest kilka tysiecy konformacji
okreslajacych wzajemne ustawienie biatek lub biatka-peptydu. Nastepnie z tych wstepnych
konformacji wybieranych jest 20 ustawien, a wybor realizowany jest juz przez model
gruboziarnisty CABScore. Energia konformacji kompleksu zawiera czton entalpowy i
entropowy. Ten drugi czton — entropowy — wyliczany jest na podstawie analizy klastrow
10000 wczesniej wygenerowanych ustawien petnoatomowych. Ten sposdb wyboru struktur
do dalszego gietkiego dokowania jest istotny dla sukcesu procedury. Opisane powyzej
pierwsze etapy zostaty przetestowane i dobrane na podstawie analizy 160 struktur
petnoatomowych znanych komplekséw.

Gietkie dokowanie dla wybranych dwudziestu kompleksdw przeprowadzane jest juz w
modelu CABS, ktdry jest modelem gruboziarnistym. Do gietkiego prébkowania konformeréow
komplekséw jeden aminokwas przedstawiony jest w postaci jednego centrum
oddziatujgcego, umieszczonego na weglu CA. Probkowanie odbywa sie technikg Monte
Carlo. Biatka majg jednak natozone pewne wiezy na ruchliwos¢, aby w czasie dokowania nie
ulegaty rozwinieciu. Wiezy zostaty przetestowane w programie CABSflex. Po ponownej
klasteryzacji tak wygenerowanych konformeroéw kilka struktur jest wybieranych do dalszego
udoktadniania. W ostatnim etapie odbudowywane sg modele petnoatomowe, a nastepnie
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podlegajg one procedurze minimalizacji energii i ewentualnie krotkiej symulacji
petnoatomowej dynamiki molekularne;.

Procedura opracowana przez autora rozprawy tgczy w sobie modele petnoatomowe i
gruboziarniste. Takie podejscie nie jest typowe a okazato sie wysoce skuteczne, zwtaszcza w
przypadku dokowania bardzo gietkich peptydéw do biatek. Peptydy s3

przewaznie nieustrukturyzowane, wiec przewidywanie ich miejsca wigzania i konformacji w
receptorze jest niezwykle trudne. W przyktadach wybranych przez autora peptydy zostaty
dobrze zlokalizowane na powierzchni biatek. Na podstawie tej procedury mozna takze
pokazaé jakie sg dla danego przypadku mechanizmy tworzenia kompleksow, co jest istotne i
ciekawe z punktu widzenia problemu wzajemnego rozpoznawania sie molekut.

Procedura opracowana przez magistra Kurcinskiego dziata z sukcesem takze dla biatek
nieustrukturyzowanych (tzw. disordered proteins). Sg to biatka, ktére w catosci (bgdz ktdérych
fragmenty) nie majg dobrze zdefiniowanej struktury trzeciorzedowej w warunkach
fizjologicznych. Strukture taka przyjmujg w trakcie lub po utworzeniu kompleksu z innym
biatkiem. Autor miaf tez udziat w przygotowaniu teoretycznego modelu ludzkiej telomerazy;
wykorzystat program CABSDock, aby skonstruowac teoretyczny model trzech domen tego
enzymu.

Zastosowania procedury dokowania sg imponujgce i wida¢ ogrom pracy autora w
rozwiktanie tej tematyki. Mam tylko kilka drobnych uwag i pytan dotyczacych technicznych
aspektow metody.

Program CABSDock jest dostepny i mozna w nim dokowac struktury gruboziarniste,
natomiast cata przedstawiona przez autora procedura wymaga wielu programow
opracowanych w réznych grupach badawczych. Aby te catg procedure przeprowadzi¢ trzeba
oprécz programoéw zwigzanych z CABS miec Sciezki dostepu i oddzielne pliki wejsciowe do
pozostatych programdw np. Gromacs czy FTDOCK. Nasuwa sie wobec tego pytanie: czy
cato$é zostanie jakos potgczona i udostepniona uzytkownikom? Moim zdaniem do petnej
funkcjonalnosci metody i wygody uzytkownika lepiej by byto nie mie¢ az tylu niezaleznych
programow. CABSDock mégtby by¢ jednym pakietem zawierajgcym skrypt do
przeprowadzenia wszystkich etapdw procedury dokowania pod warunkiem zainstalowania
pozostatych programdw. Przy zapewnieniu podrecznika uzytkownika powinno by¢ mozliwe
przeprowadzenie catej procedury dokowania.
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Drugie pytanie dotyczy informacji czy planowane jest wprowadzenie specyficznego
potencjatu dla oddziatywan biatko-biatko, aby w przypadku dokowania peptydéw unikngc
konformacji, w ktérych peptyd jest we wtasciwym miejscu wigzacym ale w ztej konformacji?
To bytoby istotne ulepszenie procedury.

Nie jest dla mnie jasne z rozprawy dlaczego w symulacjach gietkiego dokowania CABSDock
muszg by¢ naktadane wiezy na konformacje biatek tj. dlaczego istnieje ryzyko, ze biatka

sie rozwing? W przypadku peptydow takie wiezy nie sg chyba uzasadnione? Jesli model CABS
dziata dla pojedynczych biatek wiasciwie i zachowuja one fluktuacje wokot potozenia
rownowagi bez wiezdéw to czy muszg one by¢ naktadane w czasie dokowania?

Klasteryzacja (grupowanie czy analiza skupien) jest w catej procedurze przeprowadzana dwa
razy. Czy istotny jest algorytm grupowania i czy wyniki mogtyby od tego algorytmu w istotny
sposdb zaleze¢? Autor wybrat najprostszy algorytm grupowania po odlegtosciach (tzw.
RMSD) co jest zrozumiate ale czy to nie jest drugi kluczowy punkt do ewentualnego
poprawienia?

Podsumowujac rozprawa doktorska Mateusza Kurcinskiego jest poprawna jezykowo i
dopracowana. Znalaztam tylko jedng literowke. Jest napisana zrozumiale i przejrzyscie.
Rozprawa stanowi spdjng tematycznie cato$¢: opracowanie algorytmu, sparametryzowanie
go w oparciu o struktury znanych kompleksdw biatko-biatko, rozszerzenie programu CABS
dla uktadéw biatek (i to wielotaricuchowych).

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska magistra Mateusza Kurcinskiego stanowi oryginalne
rozwigzanie zagadnienia naukowego, potwierdza ogdlng wiedze teoretyczng w dyscyplinie
naukowej oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez autora. Tym
samym recenzowana przeze mnie rozprawa doktorska spetnia wszystkie warunki ustawy o
tytule naukowym i stopniach naukowych. W zwigzku z tym wnosze o dopuszczenie Mateusza
Kurcinskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Wnosze tez o wyrdznienie
rozprawy ze wzgledu na ilo$¢ publikacji i doskonate rozwigzanie przez autora tej trudnej
tematyki badan.
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Merytoryczne uzasadnienie wyrdznienia

Wynikiem rozprawy magistra Mateusza Kurcinskiego jest szes¢ publikacji, w ktérych jego
udziat jest dominujacy. W czterech publikacjach mgr Kurcinski jest pierwszym autorem.
Jedna praca, w ktdrej jego procedura zostata zastosowana do stworzenia modelu ludzkiej
telomerazy zostata opublikowana w Proc. Natl. Acad. Sci. USA.

Pomyst autora na okreslanie struktur kompleksow biatkowych jest nowatorski, gdyz tgczy w
sobie rozne techniki — modele gruboziarniste, petnoatomowe, oraz analize skupien. Autor
podjat sie niestychanie trudnego zadania polegajgcego na przewidywaniu komplekséw
nieustruktyzowanych biatek oraz biatek z udziatem peptydéw. Takie uktady maja wiele stopni
swobody i przewidywanie ich struktur w kompleksach jest wyzwaniem. Biatka zawierajgce
nieustrukturyzowane domeny w trakcie tworzenia kompleksu réGwnoczesnie sie zwijaja,
czego bez gietkiego dokowania nie da sie uchwycié. Autor stworzyt uniwersalng procedure,
ktora moze by¢ stosowana zaréwno dla uktadow biatko-biatko jak i biatko-peptyd.
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