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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgra Marcina Sobieraja pt.
,,INowe metody analizy mechanizméw funckcjonowania ukladéw
biomolekularnych w oparciu o symulacje dynamiki molekularnej”

Analiza wynikéw symulacji dynamiki molekularnej bialek oraz innych makromolekul biolo-
gicznych i ich ukladéw jest wyzwaniem z uwagi na mnogoéé zmiennych, ktéra czesto skutecznie
ukrywa istotne informacje o zmianach zachodzacych w ukladzie. W ciagu dlugiego rozwoju me-
tody dynamiki molekularnej opracowano réwniez mniej lub bardziej zaawansowane metody ana-
lizy wynikow, z ktérych najbardziej znane sa te oparte na analizie gtéwnych skladowych, ana-
lizie skupien czy metodzie map dyfuzyjnych. Kazda z tych metod wymaga wyboru zmiennych
do analizy, ktére moga by¢ wspdéhrzednymi kartezjanskimi, katami dwusciennymi, kontaktami
miedzyresztowymi lub charakterystykami globalnymi takimi, jak odchylenie od struktury na-
tywnej, utamek natywnych kontaktéw miedzyresztowych, promien zyracji, czy tez eliptycznosc.
Taka analiza umozliwia konstrukcje krajobrazéw energii swobodnej ale jest mniej uzyteczna
do opisu Sciezek zwijania bialek czy tez przemian konformacyjnych. Rozprawa doktorska Pana
mgra Marcina Sobieraja, wykonana pod kierunkiem znanego specjalisty w dziedzinie biofizyki
obliczeniowej, dra hab. Piotra Setnego, jest poswiecona temu ostatniemu zagadnieniu.

Rozprawa zostata napisana w formacie klasycznym, bez publikacji dotaczonych jako jej in-
tegralna czes¢. Tym niemniej ze spisu literatury wynika, ze jej material w pewnej czeéci znalaz}
si¢ w publikacjach Kandydata, co jest oczywiscie wielka zaleta. Preambule rozprawy stanowia
streszczenie (w jezyku polskim i angielskim) oraz podziekowania. Rozprawa jest podzielona na
5 rozdzialéw, z ktérym pierwszy jest podzielony na wstep, cel i strukture pracy oraz znaczenie
wynikéw badan, trzy kolejne opisuja poszezegélne czesei badan wlasnych kandydata a ostatni
jest poswigcony perspektywom dalszego rozwoju badain. Kazdy z wymienionych trzech roz-
dzialow jest zamknieta calodcia, zawierajaca przedstawienie zagadnienia, podstawy teoretyczne
(teoria jest w bardzo duej czesci oryginalnym dorobkiem Kandydata), metody, wyniki, pod-
sumowanie zagadnienia oraz podsumowanie rozdzialu. Po zakonczeniu opisu badarni wlasnych



nastepuja cztery dodatki, zawierajace szczegély rozwazan teoretycznych lub obliczeri. Ostat-
nimi czesciami sa spis cytowanej literatury, zawierajacy 172 pozycje oraz spis rysunkéw. Lacznie
rozprawa zawiera 182 strony. Oprécz anglojezycznej wersji streszczenia rozprawa jest napisana
w jezyku polskim. Organizacja rozprawy jest bardzo systematyczna i przejrzysta.

Celem pracy bylo opracowanie, wraz z aparatem matematycznym, metod selekcjonowa-
nia istotnej informacji z trajektorii dynamiki molekularnej, wlaczajac w to badanie zaleznosci
miedzy procesami zachodzacymi w réznych miejscach i czasie. Takie metody docelowo
umozliwiaja poznanie mechanizméw zwijania bialek, duzych przemian konformacyjnych w
biatkach (np. przej$¢ miedzy zamknietymi i otwartymi stanami chaperonéw molekularnych),
a przez to mechanizméw funkcjonowania maszynerii komérkowej. Opracowana metodologia
zostala przetestowana poprzez zastosowanie jej do analizy trajektorii zwijania minibiatka chi-
gnoliny oraz modelowego ukladu ladunkéw we wnece kulistej.

W rozdziale 2 Kandydat omawia opracowana przez siebie metode znajdowania optymalnej
odleglosci obcigcia dla kontaktéw miedzyresztowych. Jak wspomnialem na wstepie mojej re-
cenzji, kontakty miedzyresztowe nalezg do zestawu miar struktury biatka i dlatego okreslenie
kiedy kontakt wystepuje jest wazne i caly czas otwarte. W pierwszych pracach Tanaki i Scheragi
arbitralnie przyjmowano odleglos¢é miedzy atomami wegla o mniejsza niz 7 A jako kryterium
utworzenia kontaktu, obecnie zwykle przyjmuje sie, ze kontakt powstaje, gdy najmniejsza od-
leglo$¢ miedzy atomami dwéch reszt jest mmiejsza niz 5 A, co jest odlegloscia van der Waalsa
wickszosci atomdéw drugiego okresu. Kandydat podszedl do zagadnienia znalezienia optymal-
nej odleglosci obciecia na gruncie teorii informacji a konkretnie maksymalizacji informacji, do
ktorego to zagadnienia zastosowal przyblizenie Gaussa ze $rednia korelacja, aby uniknaé licze-
nia calek wielowymiarowych (co z géry jest skazane na niepowodzenie nie tylko z uwagi na
wysilek obliczeniowy ale réwniez niewystarczajaca ilo§¢ danych) i uzyskaé rozsadna statystyke.
Wyszedl z zalozenia, ze optymalna odleglosé to taka, przy ktérej wystepuje lokalne minimum
sredniej korelacji miedzy kontaktami aktywnymi czyli takimi, ktére tworza sie i znikaja w toku
symulacji dynamiki molekularnej. Lokalne minimum korelacji oznacza, ze poszczegélne kon-
takty niosa wiele informacji o zmianach strukturalnych. W celu znalezienia korelacji Kandydat
opracowat oryginalny aparat matematyczny oparty na teorii informacji. Nastepnie wykonat i
przeanalizowal przy pomocy opracowanej metody symulacje kanonicznej dynamiki molekular-
nej pieciu struktur bialek: PKA (w stanie aktywnym i nieaktywnym) LAO (dwie struktury),
represora A, trypsyny oraz domeny SH3. Znaleziona warto$é odlegloéci obciecia wynosila 5 A
dla wszystkich bialek opréz represora A i 5.1 A dla represora A, czyli mniej wiecej tyle, ile suma
promieni van der Waalsa atoméw drugiego okresu.

Do rozdziahn drugiego Kandydat dotaczyt dodatki A i B. W dodatku A przedstawil bardzo
interesujacy fragment konwersacji miedzy Shannonem i von Neumannem, w ktérym ten ostatni
doradza nazwanie nowo wprowadzonej wielkosci entropia gléwnie dlatego, ze nikt dokladnie
nie wie co to jest. Faktycznie, zapewne juz wtedy nie bylo a na pewno teraz niewielu jest
ludzi wiadajacych jezykiem niemieckim a jednoczesnie jako tako znajacych greke klasyczna,
zeby polaczyé evtporn) z Verwandlunginhalt (zawartodcia przeksztalcenia), wprowadzona przez
Clausiusa. Jakkolwiek uzywanie sléw i sformulowan nieznanych i gérnolotnie brzmiacych bylo
przyczyna niecheci Richarda Feynmana do filozofow (niestusznie, chyba nie czytal Obrony So-
kratesa, w ktorej tenze thumaczy sie, ze bedzie méwil w sadzie uzywajac stéw nieupiekszonych
i przypadkowych tak, jak na agorze albo na ulicy) a znane jest tez powiedzenie ksiedza Ti-
schnera, ze jezeli co$ nie da si¢ powiedzieé¢ po gorolsku” to jest nic nie warte. W kazdym
razie bardzo dobrze o Kandydacie swiadezy, ze dociekal réwniez pochodzenia uzywanych pojeé



— jeszcze jeden argument za przyznaniem stopnia doktora, badZ co bad# filozofii. W dodatku
B rozwaza réwnowaznosé transferu entropii i analizy Grangera dla sygnaléw gaussowskich.

Do tej czedci rozprawy mam nastepujaca uwage. O ile rysunek 2.1 pokazuje wyréznione
minima lokalne dla korelacji w funkeji odlegloéci obciecia dla represora \ i aktywnej formy PKA,
o tyle dla domeny SH3 wyrazne minima wystepuja dla ok. 5.5 oraz 6 A, jakkolwick najwiccej
miniméw jest dla 5 A. Czy kryterium wyboru byla réwniez dyspersja rozkladu miniméw dla
réznych progéw aktywnosei i nieaktywnosci kontaktéw? Jezeli tak, to dlaczego?

W rozdziale trzecim Kandydat zaadaptowal analize Grangera, w szczegdlnosci poprzez ory-
ginalna implementacje algorytmu autoregresji, do badania trajektorii dynamiki molekularnej
na przykladzie chignoliny, ktérej dlugoczasowa trajektorie uzyskal od grupy D.E. Shawa. Chi-
gnolina jest dziesiecioresztowym minibiatkiem o strukturze pojedynczej spinki 8. Jest dobrym
modelem do testowania metod badana procesu zwijania/rozwijania z dwéch wzgledéw: po
pierwsze jest ukladem malym, a przez to wzgednie latwym w opisie, a po drugie struktura
drugo- i trzeciorzedowa sa tutaj tozsame. W toku analizowanej symulacji biatko zwijalo sie i
rozwijalo wielokrotnie.

Analiza Grangera jest ukierunkowana na nastepstwa poszczegolnych zdarzen co, jak stusznie
zauwaza Kandydat, jest czesto mylone z analiza przyczynowo-skutkowa. Podobnie jak w po-
przednim rozdziale, Kandydat opracowal oryginalny aparat matematyczny, umozliwiajacy za-
stosowanie analizy Grangera do badania trajektorii dynamiki molekularnej. Do analizy uzyt
kontaktow natywnych, éredniego odchylenia wzgledem struktury odniesienia (RMSD; ang. Root
Mean Square Deviation) oraz katéw laticucha gléwnego ¢ i ¥. W celu znalezienia krajobrazu
energii swobodnej, a dalej wspéhrzednej reakeji, przeprowadzit analize TICA (Time-lagged Inde-
pendent Component Analysis). Przy pomocy opracowanego aparatu matematycznego zmodyfi-
kowanej analizy Grangera zidentyfikowal hierarchie tworzenie kontaktéw stwierdzajac, ze naj-
Istotniejsze w procesie zwijania sa te, w ktére zaangazowane sa reszty zgiecia a nastepnie (w sen-
sie negatywnym) kontakty na N-koncu taiicucha, ktére musza by¢ rozerwane aby mogly sie utwo-
rzy¢ kontakty dalekozasiegowe i struktura natywna stala sie kompletna. Podsumowujac stwier-
dzil, ze mechanizm zwijania chignoliny mozna poréwnaé¢ do zapinania zamka blyskawicznego,
natomiast nie ma on a charakteru zapadniecia (kolapsu) hydrofobowego. Co ciekawe, do takiego
samego wniosku (dla innego ukltadu) doszed} pare lat temu Oldziej 1 wspélpracownicy, ktérzy
badali eksperymentalie termiczne rozwijanie C-koricowej spinki 3 z biatka G (Biophys. Chem.,
2010, 151, 1).

Kandydat okreslil réwnierz wspéhrzedna reakeji zwijania. Stwierdzil, ze bariera potencjatu
sredniej sily przejécia jest wieksza, niz oszacowana w pracy grupy D.E. Shawa, gdzie bariere
oszacowano na podstawie arbitralnie wybranej wspéhzednej reakcji, ktéra byt utamek kon-
taktow natywnych. Znalezione poprzez analize Grangera , kamienie milowe” zwijania leza na
sciezce reakceji, ktéra mozna poprowadzié¢ tylko na podstawie mapy potejcjatu sredniej sity. W
szczegolnosci punkt odpowiadajacy strukturze przejéciowej znajduje sie dokladnie w punkcie
siodlowym mapy potencjalu sredniej sily.

Uzupelnieniem informacji o analizie Grangera oraz analizie trajektorii jest dodatek C.

Mam jedna uwage merytoryczna do trzeciego rozdziatu. Jak zrozumialem, przeprowadzona
analiza Grangera byla ukierunkowana raczej na proces zwijania a nie rozwijania. Roéwniez
przykladowe trajektorie pokazane na rysunku 3.4 sa trajektoriami zwijania. Na podstawie
przewidywalnosci tworzenia innych kontaktow z analizy Grangera Kandydat shusznie zauwaza,



ze utworzenie kontaktéw bliskich zgieciu niesie najwiekszy ladunek przewidywania utworzenia
kolejnych. Jezeli dobrze zrozumiatem, to na tej podstawie Kandydat sugeruje, ze réwniez roz-
wijanie zaczyna si¢ od rozerwania tych kontaktow. Wydaje sie jednak, ze dla poparcia takiego
stwierdzenia nalezaloby przeanalizowa¢ ktéres ze zdarzeri rozwijania podobnie, jak zrobiono to
dla zwijania (rysunek 3.4). Intuicyjnie nalezaloby sie spodziewaé, ze kontakty w okolicy zgiecia
pekaja jako ostatnie.

W rozdziale czwartym Kandydat rozszerza analize Grangera na zmienne wektorowe. Wpro-
wadza tutaj algebre kwaternionéw, co docelowo moze nmozliwié zastosowanie tej analizy do
opisu tworzenia komplekséw bialkowych. Analize stosuje do ukladu trzech ladunkéw dodat-
nich we wnece kulistej w dwéch trybach: ladunkéw poruszajacych sie swobodnie w obrebie
wneki oraz dwoch ladunkéw poruszajacych sie swobodnie i jednego orbitujacego po znanej
trajektorii. Do opisu ruchu stosuje dynamike Langevina z réznymi wartosciami wspétezynnika
lepkosci: réwniez rézne sa wielkodci tadunkéw. Podobnie jak chignolina, uklad jest prosty ale nie
nadmiernie poniewaz wiadomo, ze rozwiazania rownai ruchu trzech cial oddzialujacych sitami
centralnym w przestrzeni tréjwymiarowej wykazuja niestabilno§é Lyapunova, a zatem sa ,,nu-
merycznie” indeterministyczne, nawet w nieobecnosci sit stochastycznych. Kandydat wykazal,
ze wzajemny wplyw ladunkéw na ruchy zmniejsza sie ze zwiekszeniem wspolezynnika lepkosci
i ze najwiekszy jest wplyw ladunku orbitujacego (w przypadku drugiego trybu symulacji). Ta
cze$¢ rozprawy wyglada raczej na badanie wstepne poniewaz, aby w pelni wykorzystaé zalety
uzycia algebry kwaternionéw, nalezaloby go zastosowaé¢ do ukladéw o niesferycznej symetrii od-
dziatywail, np. dipoli albo kwadrupoli, jezeli ograniczyé sie do oddziatywan elektrostatycznych.
Tym niemniej, w tej czesci rozprawy opracowano wymagany aparat matematyczny oraz sto-
sowne algorytmy obliczeniowe, ktére moga by¢ zastosowane do opisu bardziej skomplikowanych
ukladow.

Uzupelieniem rozdzialu czwartego jest dodatek D, w ktérym Kandydat szczegélowo omawia
rozszerzenie analizy Grangera, w szczegélnosei algorytmu autoregresji na zmienne nieskalarne
(wektorowe i kwaterniony).

Mam nastepujace uwagi oraz pytania do rozdzialu czwartego. Kandydat pisze, ze do
rozwigzywania rownan ruchu zastosowal metode Runge-Kutty drugiego rzedu. Dlaczego nie
zastosowat ktoregos z algorytmow typu Verleta, ktére sa symplektyczne, jezeli dzialaja tylko
sity potencjalne? Wprawdzie Kandydat wlaczyl sily niekonserwatywne ale z wlasnych (przy-
krych) doswiadezen wiem, ze niezadbanie o zachowanie energii w symulacjach mikrokanonicz-
nych skutkuje znaczacymi czesto bledami wartosci srednich w symulacjach dynamiki Langevina.
Co gorsza, badacz czesto sobie z tych bledéw nie zdaje w ogdle sprawy, poniewaz termostat
Langevina dziala tak znakomicie, ze rozklad temperatury jest prawie perfekeyjnie zgodny z
uogolnionym na dana liczbe stopni swobody rozkladem Maxwella-Boltzmanna. W nawiazaniu
do tej uwagi, czy Kandydat wyznaczyl rozklad temperatury i poréwnal go z uogélnionym
rozktadem rozkladem Maxwella-Boltzmanna? W jaki sposéb byly traktowane w symulacjach
sily lepkosdci i stochastyczne? Czy dodawano je wprost do prawej strony réwnan ruchu czy sto-
sowano pre-catkowanie jak w algorytmie Ciccottiego (np. Mol. Phys., 2003, 101, 1302; Philos.
Trans. R. Soc. London, Ser. A, 2004, 362, 1583)7

W rozdziale 5 Kandydat podaje perspektywy dalszego rozwoju opracowanych w ramach roz-
prawy zastosowain analizy Grangera do analizy symulacji biomolekularnych na uwzglednienie
kanaléw mieszanych i uczenie maszynowe. Natomiast oprécz rozwoju metodologii wydaje sie,
ze nalezalby wspomnie¢ o mozliwoséi przyszlych zastosowanl opracowanej przez Kandydata



analizy trajektorii do bardziej skomplikowanych hialek, gdzie tworzenie struktury drugo- i trze-
ciorzedowej nie wspétbrzmig ze soba. W pracy grupy Shawa, z ktérej Kanydat korzystal znaj-
duja sie np. dane dla 20-resztowej klatki tryptofanowej, ktéra zawiera dwa elementy spakowane
ze soba: helise a i tzw. helise poliprolinowa. Dla tego bialka réwniez zaobserwowano wielo-
krotne zwijanie i rozwijanie. Nieco wieksze biatka sa réwniez obecne w tym zestawie symulacji.
Do symulacji zwijania bialek 100- i wiecej resztowych konieczne sa metody gruboziarniste i to
racze] nie te oparte na potencjatach typu Ga.

Z obowiazku recenzenta musze wymieni¢ nieliczne niescistosci i bledy jezykowe oraz edytor-
skie, ktore zauwazylem czytajac rozprawe; podaje je w kolejnosci:

str. 50 wiersz 3 pod réwnaniem 3.27: 77 zamiast odnosnika do dodatku; btad TrXologii.

str. 65, drugi akapit (mniej wiecej w potowie strony): Tak zdefiniowany potencjal éredniej sity
jest bezwymiarowym potencjalem Sredniej sily, o czym nalezalo napisaé.

str. 78, linie 3 i 4 od dolu: ,,wzdhiz gradientu energii swobodnej” — chyba ,,wzdluz gradientu
potencjatu sredniej sity”, poniewaz energia swobodna jest funkcja zmiennych stanu, do
ktérych nie naleza wspélrzedne.

str. 87, ostatnie zdanie sekcji 1: ,,we wnetrzu wneki kulistej” (to sformulowanie powtarza sie
Jeszcze w paru miejscach) — brzmi niezrecznie; lepiej by byto ,,we wnece kulistej” albo |,
w obrebie wneki kulistej” jezeli koniecznie trzeba zaznaczyé, ze obiekt nie moze sie poza
nia znalezc.

Rozdziat 4.3, str. 109: zamiast ,zrezygnowano z jednostek fizycznych” nalezaloby napisac
..przyjeto jednostkowe ladunki i staly dielektryczna prézni réwna 17.

Rys. 4.3: Nalezaloby napisa¢, ze kolumna/wiersz odpowiada indeksowi ladunku a nie ladun-
kowi. Sformulowanie ,ladunek” kojarzy sie z wielkoscia tadunku i poczatkowo dziwitem
sie, dlaczego w panelu w lewym dolnym rogu jest zawsze ,,17.

str. 117, 3 linia od koiica drugiego akapitu: ,....ta druga wlasciwoséé jest wygodne...” — blad
gramatyczny.

str. 117-118: ,,Zamiast relacje pomiedzy kontaktéw...” — blad gramatyczny.

str. 127, poczatek drugiego akapitu: ,,Miara transfer entropii...” — blad gramatyczny.

Rozprawe doktorska Pana mgra Marcina Sobieraja oceniam bardzo wysoko. Cel badawczy
zostal w pelni zrealizowany. Wymienione uwagi krytyczne, z ktérych przynajmniej czeéé ma
charakter dyskusyjny, nie umniejszaja w znaczacym stopniu jej wartosci. Kandydat wykonal
ogromna prace, wymagajaca bardzo duzej wiedzy w zakresie matematyki, w tym matema-
tyki numerycznej, fizyki, chemii oraz metod symulacyjnych. Wykazal biegloéé w operowaniu
zaawansowanymi metodami matematycznymi 1 konstrukeji oryginalnych algorytméw analizy
danych. Cala przedstawiona w pracy analiza oraz interpretacja wynikéw sa profesjonalne.
Rozprawa zawiera bardzo duzy tadunek nowodci naukowej. w szcezegdlnosei pod wzgledem za-
stosowania analizy Grangera do analizy trajektorii symulacji biatek. Opracowana metodologia
moze sta¢ sie standardowym narzedziem analizy wynikéw symulacji biomolekularnych. Roz-
prawa spelnia z duza nawiazka wymagania stawiane rozprawom doktorskim przez Ustawe z
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dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity: DzU z 2022 r.
poz. 574 z pézn. zm.), jak réwniez zwyczajowe standardy stawiane rozprawom doktorskim w
dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych. Dlatego z pelnym przekonaniem wnosze do Wysokiej
Rady Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu Warszawskiego dopuszczenie Pana mgra Mar-
cina Sobieraja do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, z uwagi na bardzo
duza warto$¢ naukowa, w szczegélnosci duzy ladunek nowosci naukowej rozprawy, wnosze o jej
wyrdznienie. Uzasadnienie wyréznienia zalaczam.

prof. dr hab. Jozef Adamn Liwo
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Uzasadnienie wyréznienia rozprawy doktorskiej
Pana mgra Marcina Sobieraja
pt. ,,Nowe metody analizy mechanizméw funckcjonowania ukladow
biomolekularnych w oparciu o symulacje dynamiki molekularnej”

Rozprawa doktorska pana mgra Marcina Sobieraja dotyczy opracowania zaawansowanych
metod analizy symulowanych trajektorii zwijania oraz innych rozleglych zmian konformacyjnych
bialek i innych makromolekul biologicznych. Z uwagi na to, ze istotne informacje o ukladzie,
ktére mozna uzyskaé¢ z symulacji ging w szumach, jest to ,,gorace” zagadnienie i mimo ponad
30 lat intensywnych badail (poczawszy od pierwszych zastosowaii metody czynnikéw giéwnych)
nie opracowano jeszcze zadowalajacego algorytmu. Kandydat stworzyl oryginalng implemen-
tacje algorytmu Grangera, ktory umozliwia uwzgledninie wzajemnego wplywu poszczegdlnych
zdarzen tak wiasnie jak to sie dzieje w symulacjach dynamiki. 7 powodzeniem zastosowal opra-
cowang metodologie do analizy trajektorii zwijania/rozwijania minibialka o strukturze spinki /3
(chignoliny). Ponadto rozszerzyl analiz¢ na zmienne wektorowe, stosujac zaawansowany mate-
matycznie formalizm kwaterionéw i przeprowadzil pierwsza probe jej zastosowania do prostego
ukiadu ladunkéw dodatnich we wnece kulistej. Opracowal tez obiektywna metode, oparta na
teorii informacji, okreslania odleglosci obciecia dla kontaktéw miedzyresztowych w biatkach.
Opracowana metodologia moze sta¢ sie standardem analizy trajektorii dynamiki molekularne;.
Ze spisu literatury wynika, ze cze$¢ materialu rozprawy zostala opublikowana w renomowanych
czasopismach miedzynarodowych. W mojej opinii rozprawa p. mgra Marcina Sobieraja w pelni
zashuguje na wyrdznienie.
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- prof. dr hab. Jézef Adam Liwo



