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Praca doktorska mgr Macieja Dziubinskiego zostata wykonana pod kierunkiem prof. Bogdana
Lesynga i dr Pawla Daniluka w Zakladzie Biofizyki na Wydziale Fizyki Uniwersytetu
Warszawskiego. Jest to praca z pogranicza biofizyki teoretycznej i bioinformatyki i dotyczy
takiego dostosowania metod uczenia maszynowego bez nadzoru by z ich pomocg skuteczniej
prowadzi¢ analizy struktufalne i dynamiczne bialek. Rozprawa oparta jest na dwdch
opublikowanych artykutach, w obu mgr Dziubinski jest pierwszym autorem, w drugiej jest tez
autorem korespondencyjnym. Napisana jest poprawnie w jezyku angielskim, zawiera
streszczenie w jezyku angielskim, ale nie w polskim i sktada si¢ z trzech gtéwnych czesci:
rozdziatu 1, stanowigcego wstep, w ktorym doktorant omawia istotne elementy uczenia
maszynowego oraz symulacji dynamiki molekularnej (MD), ale niestety niewystarczajaco
uwypukla biomolekularne aspekty zagadnien omawianych dalej; rozdziatu 2, opartego na
pierwszej publikacji i opisujagcego opracowana przez autoréw metodologie identyfikacji
dynamicznych domen (sztywnych obszar6w) bialka, nazwana Residue Contacts analysis
(ResiCon); oraz rozdziatu 3, opartego na drugiej publikacji i opisujacego nowe podejscie do
analizy wewnetrznej mechaniki czasteczki, tj. tendencji do zmian konformacyjnych w
czgsteczee. Na koficu zamieszczone sg dwa zatgczniki stanowiace Supplementary Material do

artykutéw z rozdziatu 2 i 3 oraz spis literatury.

Rozprawa napisana jest starannie, ale w stylu typowym dla teoretyka, co nie ulatwia
niespecjaliscie czytania i szybkiego zrozumienia. Trudno byloby ja wykorzysta¢ jako material
dydaktyczny dla studentéw z nizszych lat, czy material wprowadzajacy dla ewentualnego
kontynuatora badan. Ilustracje w pracy stanowig znakomite dopetnienie tekstu i sg bardzo

starannie wykonane.

Cele pracy:

Autor podzielif cele pracy na (1) cel podstawowy (primary aim) i (2) cel ogolny (overall aim).
Celem podstawowym autora byto opracowanie metod umozliwiajacych wydobycie istotnych

informacji z wielowymiarowych danych opisujacych strukturalne i dynamiczne wiasnosci
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ukladu bioczasteczkowego. Cel ogélny, opisany na stronie 14, nie jest do konca jasny, ale
robi wrazenie nieosigganego, gdyz tym celem jest uproszczenie zlozonych dynamicznych
wiasnosci  ukladu molekularnego. Prawdopodobnie chodzi o opisanie zlozonych

dynamicznych whasnosci uktadu w sposéb uproszczony.

W tej pracy zaadaptowano i uzyto metode uczenia maszynowego bez nadzoru do
przewidywania wlasnosci dynamicznych bioczgsteczek i wskazania mechanizméw za nie
odpowiedzialnych w oparciu o dane z pomiaréw do$wiadczalnych lub tez wygenerowane w

symulacjach MD.
Metoda ResiCon

Celem badan opisanych w rozdziale drugim, opartym na publikacji: Dziubinski M.,
Daniluk P., Lesyng B. ResiCon: a method for the identification of dynamic domains, hinges
and interfacial regions in proteins, Bioinformatics 32, 25-34, 2016, jest opracowanie metody
ResiCon do identyfikacji dynamicznych domen w biatku. Metoda ocenia, w oparciu
o rozwazania geometryczne, wielkos$¢ oddziatywan migdzy resztami aminokwasowymi
w biatku dla zbioru wielu struktur tego samego biatka, otrzymanych metodg MNR lub
symulacji MD i tworzy macierz kontaktéw. Kontakty miedzy resztami i ich wielkosé,
zachowane we wszystkich strukturach ze zbioru struktur, wskazuja, ze dana grupa reszt
aminokwasowych tworzy domeng¢ dynamiczng. Podzial biatka na domeny dynamiczne
przeprowadzany jest z pomoca algorytmu klastrujagcego wykorzystujagcego wartosci wiasne

macierzy kontaktow (klastrowanie spektralne).

Wsréd biochemikoéw, biologow strukturalnych, farmakologéw, bioinformatykéw i biofizykow
obliczeniowych jest ciagle zapotrzebowanie na nowe sposoby analizy struktury i dynamiki
wewngetrznej makroczasteczek, a przede wszystkim biatek. Kazde nowe opracowanie otwiera
nowe mozliwosci poznawania ich wlasnosci. Opracowana w ramach tej czesci doktoratu
metoda dedykowana jest rygorystycznej identyfikacji domen dynamicznych bialka. Przez
dynamiczng domeng rozumie si¢ grupe reszt aminokwasowych, ktére podlegaja uzgodnionym
ruchom, w czasie ktérych odleglosci migdzy tymi resztami w zasadzie nie ulegaja zmianom.
Ruchy kazdej z domen sg stabo sprzezone z ruchami pozostatych. Ruchy domen w biatku sg
czgsto zwigzane z jego funkcjami takimi jak kataliza, transport, sygnalizacja, odpowiedz
immunologiczna i inne. Zidentyfikowanie dynamicznych domen oraz wskazanie miejsc
zawiasowych i ,,powierzchni styku” umozliwia przewidywanie funkcji biatka i wskazanie
podstawowych mechanizméw za nie odpowiedzialnych. Metoda ResiCon niewatpliwie

wzbudzi zainteresowanie i bedzie wykorzystana innych badaczy, gdyz, jak pokazuja testy



przeprowadzone przez doktoranta, w poréwnaniu z pozostatymi dwiema dostepnymi

metodami jest skuteczniejsza.
Uwagi do rozdziatu 2:

Metoda ResiCon zostata zastosowana m. in. do zbioru struktur otrzymanych metoda NMR
(struktury NMR) i symulacji MD (struktury MD). Kazda ze struktur NMR spetnia warunek
wigzow wyznaczonych z wynikéw pomiaréw (nie s3 to jednak struktury dynamiczne, jak
czgsciowo sugeruje doktorant). Nasuwa si¢ wiec pytanie:

czy macierzy kontaktéw nie'mozna zbudowac na podstawie zbioru wiezéw? lub przynajmniej

wykorzysta¢ wigzy w celach szacunkowych?

Symulacje MD generuja wiele zbiorow konfiguracyjnych i umozliwiaja przesledzenie zmian
czasowych w strukturze czgsteczki. W opisanych analizach z trajektorii wybrano 200 repre-
zentatywnych struktur symulowanego biatka. W przypadku struktur MD proteazy HIV-1,
ktora jest stosunkowo niev(zielkim biatkiem, do stworzenia macierzy kontaktéw mozna by
wykorzysta¢ wszystkie wygenerowane struktury lub przynajmniej wyniki dla nich otrzymane
moglyby postuzy¢ do oceny wartosci otrzymanych dla wybranego podzbioru struktur
reprezentatywnych — czy w ocenie doktoranta wykorzystanie calej roboczej trajektorii
mialoby wplyw na poprawg otrzymanych wynikow? W programach symulacyjnych oblicza
si¢ oddziatujace pary i co ile§ krokéw czasowych tworzy »list¢ par”; te obliczenia mozna by
praktycznie bez straty czasu wykorzystaé¢ do tworzenia macierzy kontaktow — czy tak?
Brakuje mi tez ogolniejszej dyskusji nad zwiazkiem miedzy zidentyfikowanymi domenami
dynamicznymi w badanych biatkach a funkcjami biologicznymi tych bialek.

Tryby molekularne

Rozdziat trzeci bazuje na publikacji: Dziubinski M., Lesyng B. Towards the identification of
molecular cogs, J. Comput. Chem. 37, 848-860, 2016. Celem tej czgsci pracy jest
identyfikacja w czasteczce takich grup atoméw, ktére sg odpowiedzialne za przeprowadzenie
w niej zmian konformacyjnych; te grupy nazwane zostaly ,.trybami molekularnymi”. W celu
identyfikacji trybow molekularnych opracowana zostala metoda analizujaca kooperatywne
oddziatywania mogace indukowa¢ przejscia konformacyjne. Przejscia zachodza wzdhuz
wspotrzednej reakcji i odpowiada im zmiana energii swobodnej uktadu. Poniewaz w pracy
proponuje si¢ zupelnie nowe podejscie, a w zasadzie opracowanie unikalnej analizy,
testowanym uktadem jest mata czasteczka, dla ktorej czton entropowy energii swobodnej
mozna zaniedbaé. Tak wigc problem ogranicza si¢ do czlonu energetycznego energii
swobodnej. Upraszczajac zagadnienie, dla kazdej pary atoméw czlon energetyczny jest

wyrazony poprzez oddziatywania dwucialowe miedzy atomami; z niego wylicza si¢ wage
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krawedzi w nieskierowanym grafie, ktérego wierzcholkami s te atomy; wagi dla
poszczegdlnych krawedzi sa miarg kooperatywnosci atomow. Grupy kooperujacych atoméw

identyfikowano genetycznym algorytmem klastrujgcym.

Opracowang metodologi¢ doktorant sprawdzil — z pozytywnym wynikiem — na 11-atomowej
czasteczce oraz na czasteczkach pochodnych. Przeprowadzona analiza pokazala udziat
poszczegblnych oddzialywan w przejsciach konformacyjnych i wskazata, ze najwickszy
przyczynek pochodzi od oddziatywan niewigzacych.

Podj¢cie badan nad trybami molekularnymi (stosujac skrot uzywany przez doktoranta)
uwazam za niezwykle uzasadnione. Spontanicznie zachodzace zmiany konformacyjne
w czasteczce nierozerwalnie zwiazane sg z bardzo elementarnymi ruchami termicznymi
atoméw tworzacych czasteczke. Jednakze przejscie miedzy tymi elementarnymi ruchami
a fluktuacjami strukturalnymi jest niejasne i trudne do formalnego opisania. Uwazam, ze
doktorant podjat bardzo trudne wyzwanie, wymagajace wiedzy z roznych dziedzin nauki oraz
sprawnosci w postugiwaniu si¢ nig a takze narzedziami uzywanymi w tych dziedzinach.
Realizujgc je, wykazal si¢ nie tylko wiedzg, zrozumieniem i sprawnos$cig, ale tez
samodzielnos$cia. Jego praca data obiecujgce poczatki, i sadze, ze bedzie kontynuowana i
rozszerzona na wigksze uklady wymagajgce bardziej zlozonego opisu. Jednak nawet dla
niewielkiej czasteczki, aparat zaangazowany w opis spontanicznych zmian strukturalnych w
czasteczce jest trudny zarowno koncepcyjnie jak i algorytmicznie. W swojej pracy doktorskie;j
mgr Dziubinski skupit si¢ przede wszystkim na stronie teoretycznej i algorytmicznej
badanych zagadnien, co naturalnie wynika z problematyki badawczej grupy prof. Bogdana
Lesynga, promotora rozprawy, oraz z wiedzy i zainteresowan doktoranta. Mnie bardziej
interesuje, jakg nowa/dodatkowa wiedzg o bioczasteczkach mozemy zdoby¢ stosujagc metody
komputerowe, wigc chcialam podsumowac istotno$¢ metodyki opracowanej przez doktoranta

w badaniach bioczasteczek.

A wiec uwazam, ze wyniki osiagnigte metoda ResiCon sg istotne dla bionauk, gdyz
informacje o dynamice wewnatrzczasteczkowej, takie jak zidentyfikowane domeny
dynamiczne, odgrywajg zasadnicza role w przewidywaniu funkcji biatka, o ile jej nie znamy,
czy w zrozumieniu sposobu jego funkcjonowania, jesli znamy jego funkcje.

Analiza 1 opis procesu ,,globalnych” przej$¢ konformacyjnych w czgsteczce, przedstawione
w rozdziale 3, satysfakcjonuja nasza naturalng ciekawos¢ poznawczg i umozliwiajg nowe
spojrzenie na to bardzo powszechne zjawisko, jednakze nie jestem w stanie stwierdzié, czy

majg bezposrednie przetozenie praktyczne.



Ustawa o stopniach naukowych i tytule naukowym wymaga, aby rozprawa doktorska
stanowita oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, wykazywata og6lng wiedze
teoretyczng kandydata w danej dyscyplinie naukowej oraz umiejetnos¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej przez doktoranta. Mgr Maciej Dziubifski wykazat si¢ wymaga-
nymi umiejetnosciami i zdolnosciami w stopniu ponadstandardowym. Wnosz¢ wigc do Rady

Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie go do dalszych etapow

przewodu doktorskiego. &M/V WM (Af b &m[a



