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“Applications of homology modeling to study the function of proteins
and their interactions with ligands”

Fizyka oparta jest na modelach. Modelowanie ukladéw ztozonych, w szczegélnosci biopolimeréw, jest
trudne. Przyczyng jest wielka liczba stopni swobody, indukujaca, m.in., bogactwo konformacji
przestrzennych. Funkcje biologiczne bialek w krytycznym stopniu zalezg od ich struktury przestrzenne;.
Pewna wiedza o konformacjach pozwala zrozumie¢ zjawiska biologiczne. Byloby pieknie znaé struktury
3D form funkcjonalnych wszystkich rodzajow biatek obecnych w organizmach zywych. Niestety, chociaz
sekwencji bialek poznano jak dotad ponad 10%, to struktur przestrzennych 3D okreslonych doswiadczalnie
znamy ok. 100 000, tj. mniej niz 1 promil. Dlatego duze znaczenie w naukach biologicznych maja
metody modelowania, ktére pozwalajg z dobrym prawdopodobieristwem przewidywaé nieznane struktury
przestrzenne w oparciu o podobienstwo sekwencyjne (czyli kolejno$é aminokwaséw w lancuchu
polipeptydowym) do bialek pokrewnych o znanych strukturach. Modelowanie to korzysta z aparatu
formalnego chemii i fizyki oraz algorytméw komputerowych. Metody takiego wiasnie modelowania
homologicznego, wykorzystywane w recenzowanym doktoracie, sa uprawiane i rozwijane w grupach
biologii obliczeniowej, chemii obliczeniowej, bioinformatyki, a takze biofizyki, poniewaz majg one
charakter interdyscyplinarny. Przedlozona mi do recenzji rozprawa, zlozona z 4 wieloautorskich
publikacji opatrzonych wstepem, chociaz skupiajaca si¢ na badaniu whasciwosci kilku rodzin bialek, ma
wsp6lny mianownik biofizyczny. W kazdej z prac zastosowano komputerowe modelowanie
homologiczne do starannej analizy nieznanych struktur przestrzennych oraz szczegélowych oddziatywan
fizycznych ligandéw i pewnych krytycznych obszaréw bialek: czynnikéw inicjacji translacji i pewnych
polimeraz (poly-A). Rozprawa ta lokuje sig zatem w szeroko rozumianym obszarze nauk fizycznych.

Zwykle w tym miejscu recenzji opisuje cel doktoratu i oceniam czy zostat on zrealizowany. Niestety, p.
mgr Krzysztof Kuchta we wprowadzeniu do swego dziela w zasadzie takiego celu nie sformutowat.
jedyne co znalazlem to zdanie: ,, In my studies I used homology modeling to investigate the function of
proteins and their interactions with ligands”. Po uwaznej lekturze publikacji moge zaproponowaé stabo
zwerbalizowana, ale w praktyce udowodniong tez¢: metody modelowania homologicznego moga byé
bardzo uzytecznym narzedziem pomocniczym w interpretacji wynikéw do§wiadczen biochemicznych,
ulepszaniu specyficznosei enzyméw i ocenie prawdopodobnych funkcji biologicznych bialek o znanej

sekwencji, a nieznanej roli w organizmach zywych. W swoich publikacjach doktorant pokazal, ze
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umigjetnie zastosowane modelowanie homologiczne dziata, wiec uznaje, ze cel doktoratu zostal
osiagniety. Podkreslam przy tym, ze nowoscia nie jest rozwdj nowych metod modelowania
homologicznego, a raczej ich tworcze zastosowanie do badania nowych klas biatek, nigdy wezesniej w
ten sposob nie badanych. Drobne zastrzezenie mam do tytutu rozprawy — jest on wg mnie zbyt ogélny:
nie precyzuje ani o jakie biatka chodzi, ani nawet o jakie typy ligandéw.

Praca doktorska powstala na Wydziale Fizyki i w Centrum Nowych Technologii Uniwersytetu
Warszawskiego, pod kierunkiem Panéw dr hab. Krzysztofa Ginalskiego i prof. dr hab. Edwarda
Darzynkiewicza. Napisana jest w jezyku angielskim (poprawnym), sklada si¢ z Wprowadzenia
(Introduction - 22 strony), czterech prac opublikowanych w renomowanych czasopismach
miedzynarodowych w latach 2015-2019:

1. BBRC: Five elF4E isoforms from Arabidopsis thaliana are characterized by distinct features of
cap analogs binding;
A Kropiwnicka, K Kuchta, M Lukaszewicz, J Kowalska, J Jemielity, ...
Biochemical and biophysical research communications 456 (1), 47-52.
2. BBA: Diverse cap-binding properties of Drosophila e/F4E isoforms;
J.Zuberek , K. Kuchta , Greco Hernandez, Nahum Sonenberg, K. Ginalski
Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Proteins and Proteomics 1864(10), 1292-1303.

3. RNA: Biochemical and structural bioinformatics studies of fungal CutA nucleotidyltransferases
explain their unusual specificity toward CTP and increased tendency for cytidine incorporation at
the 3'-terminal positions of synthesized tails;

K.Kobytecki, K. Kuchta, A. Dziembowski, K. Ginalski, and R. Tomecki
RNA. 23(12) (2017 ) 1902-1926.

4. NAR: FAMA46 proteins are novel eukaryotic non-canonical poly(A) polymerases;

K. Kuchta, A. Muszewska, L. Knizewski, K. Steczkiewicz, L. S. Wyrwicz, K. Pawlowski, L.
Rychlewski, K. Ginalski;
Nucleic Acids Research, Volume 44, Issue 8. 5 May 2016, Pages 3534-3548,

Licza one odpowiednio BBRC - 5 stron, BBA 11 stron, RNA — 24 strony, NAR- 14 stron drobnego
druku. Kazda publikacja ma suplement, niekiedy b. obszerny (np. RNA ok. 25 str.). Zalgczone sa tez
wymagane prawem oswiadczenia wspélautoréw nt. ich udziatlu we wspélnych publikacjach. Nie budza
one moich zastrzezen. Pan K. Kuchta jest 3 razy drugim autorem i raz pierwszym (NAR), Jego wkiad jest
jasno opisany.

Introduction zawiera zwigzle i bardzo technicznie opisane streszczenia poszczegdlnych publikacji oraz
podkresla role doktoranta w uzyskaniu poszczegélnych wynikow czastkowych. Spetnia bardzo dobrze
swojg rolg, chociaz dla niespecjalisty moze to byé trudna lektura.

Przedstawig kolejno poszezegdlne publikacje i ich oméwienie w czg$ci zwigzane] z tematyka rozprawy.

1. BBRC
W tej publikacji badanych bylo pie¢ postaci (izoform) biatka elF4E z rzodkiewnika
pospolitego (Arabidospis thaliana). Biatko to jest eukariotycznym czynnikiem inicjujacym
translacj¢ 4E, stuzy do rozpoznawania kapu (czapeczki) znajdujacego si¢ na koncu 5°-mRNA.
Laczenie si¢ tego biatka z mRNA jest pierwszym etapem konstrukeji kompleksu stuzacego do
produkcji nowych biatek — rybosomu. W publikacji poszukiwano szczegotow molekularnych



wigzania sie¢ réznych form elF4E do ok. 10 analogéw czapeczki (kapu), np. do m’GpppG,
gdzie pewne atomy tlenu grup fosforanowych zastapiono siarka. Zwiazki te maja zdolnosé
hamowania translacji, co moze mie¢ duze znaczenie w projektowaniu nowych lekéw.
Doktorant wnidst tutaj wklad w postaci przeprowadzenia przeszukiwania (program Psi-
BLAST) sekwencji bialek podobnych do badanych izoform, okreslenia na czym te
podobienstwa i roznice polegaja (program PCMA) oraz skonstruowal wiarygodne i dobrze
uzasadnione modele 3D badanych biatek. Wykorzystat program PsiPRED do przewidywania
struktury drugorzedowej oraz serwer MODELLER do struktury 3D. Dysponujac
wiarygodnymi (w ramach doktadnosci metod homologicznych) modelami, autorzy publikacji,
przy wiodacej roli K. Kuchty okreslili specyficzne oddziatywania analogéw kapu z
konkretnymi aminokwasami modelowanych bialek. Znaczenie tej publikacji polega na
uzyskaniu wgladu w molekularne szczegdly wigzania waznej klasy bialek do zwigzkéw o
duzym potencjale wykorzystania w sterowaniu synteza biatek. Analizowane bialka w réznym
stopniu wigzg si¢ z analogami (s obszerne wyniki do$wiadczen, obserwowano réznice na
poziomie statych wigzania do 10 razy). Doktorant sporzadzit tez bardzo dobrej jakosci rysunki
przedstawiajgce modelowane struktury (Rys.1). Nie doszukatem si¢ informacji jaki program
graficzny byl wykorzystany (?PYMOL). Podczas obrony bylbym ciekaw ustysze¢, jak
kandydat do stopnia doktora wyjasnilby precyzje podanych w Tabeli 2 tej publikacji zmian w
energii swobodnej Gibsa AAG podanych niekiedy z dokladnoscia do 0.001 keal/mol
(M7GDP->m7GTP). Czy te wartosci i ich oszacowania bledéw majg wartos¢ naukows i sa
“fizyczne”, czy tez jest to po prostu matematyczny wyraz ekstrapolacji pewnych statych
wigzania mierzonych spektroskopowo i poddanych standardowej obrobee biochemiczne;j?

W publikacji tej podobato mi si¢ zgrabne wykorzystanie metod modelowania do wyjasnienia
pewnych ciekawych obserwacji nt. niby podobnych, a jednak mocno biochemicznie réznych
bialek petnigcych nie do konca wyjasnione funkcje w komérkach roslinnych. Z pewnoscia
praca ta dowodzi bieglosci doktoranta w metodyce badan modelowych oraz umiejetnosci
wspolpracy z eksperymentatorami.

. BBA

Publikacja ta ma pewne podobienstwo tematyczne w stosunku do pracy BBRC — dotyczy
badania wigzania analogéw kapu do izoform biatka eIF4E — jest jednak bardziej rozbudowana.
Badanych jest siedem spokrewnionych biatek z tej rodziny pochodzacych z Drosophila
melanogaster (muszki owocéwki). Znane byly funkcje biologiczne tylko trzech z nich.
Doktorant ponownie wykorzystat t¢ samg ,,linie produkceyjng” modelowania homologicznego
podanego powyzej (nb. ¥z opisu paragrafu metodologicznego 2.4 jest w relacji niemal 1:1 do
opisu z pracy wezesniejszej). Zbudowano wiecej modeli biatek i mgr K. Kuchta przygotowat
tez 12 rysunkéw modeli biatkowych z analogami czapeczki. Fig. 2. z tej publikacji jest jasny i
czytelnie ilustruje podobienstwo (i pewng istotng réznice) modelu Dm elF4E-1 i Hs elF 4E, ale
dalsze rysunki, zwtaszcza Fig. 4 (gdzie jest magenta?) i Fig.5 s3 zdecydowanie mniej czytelne.
Nie jest to wina doktoranta, tylko redakcji, w ktdrej pomniejszono, wg mnie zbyt mocno,
istotne szczegoly by ztozyé artykut do druku. Réwniez w tej pracy tylko dzieki modelowaniu
molekularnemu, a wiec zmudnej pracy doktoranta, bylo mozliwe szczegotowe
przedyskutowanie roli poszczegélnych aminokwaséw czy elementéw struktury biatek i
wytlumaczenie nawet kilkunastokrotnej réznicy we wigzaniu jednych form w stosunku do
innych. Warto$é publikacji podnosi dosé obszerna i szczegbtowa analiza réznic pomiedzy
biatkami owada (Dm), a czlowieka (Hs). W opisie metod jakos nie zauwazytem jak lokowano



w strukturach poszczegélnych bialek pozycje analogéw kapu — czy program MODELER
»Sam” to podawal, czy wymagalo to ,.recznej” adjustacji, a moze osobnego dokowania
liganda? (N.B.W publikacji BBA bardzo pogladowy jest rysunek 6, zatem chetnie bym
pochwalil tutaj doktoranta, jednak, jak wynika z dokumentacji, przygotowata go dr .
Zuberek.)

. RNA

Publikacja ta jest znacznie obszerniejsza od omawianych wezesniej, wkiad doktoranta w jej
powstanie jest znaczny. Przedmiotem badan sa biatka enzymatyczne zmieniajagce mRNA., W
szczego6lnosci badana jest jedna z nukleotydylotransferaz (NTazy) nazwana CutA, pochodzaca
z grzybow chorobotwéreych  Asperigillus nidulans. CutA rozpoznaje konce 3° réznych
transkryptéw (mRNA) i dodaje szereg (1-7 nt) nowych nukleotydéw bogatych w C lub U.
Modyfikacje postranskrypcyjne shiza do kontroli stezenia tych mRNA w komoérkach. Celem
badan bylo (m.in.) poznanie mechanizméw decydujacych o specyficznosci CutA. Krytycznie
waznym elementem bylo modelowanie struktury przestrzennej tego enzymu przeprowadzone
przez doktoranta. Badana NTPaza jest niestandardowa, ale udato si¢ uzyskaé, na drodze
przyréwnania sekwencji, kilka struktur homologicznych, dla ktérych struktury 3D okreslono
wezesniej (CiD1, Trf4, TtCutA). Doktorant przeanalizowal szczegétowo struktury miejsc
wigzacych nukleotydy (Fig.7) i wskazal jakie obszary odpowiadaja za obserwowana
doswiadczalnie specyficzno$é enzymu. Modelowanie bylo inspiracjg do bardzo ciekawego
badania mutantéw (np. R557Q w PAP1, PAP2-4 oraz serii mutantéw PUP, ale w biatku
tITCutA). Analizy mRNA wykonano nowatorskg w tym kontekscie technika szybkiej
amplifikacji koficow cDNA 3’- RACE PCR (od ang. rapid amplification of cDNA ends PCR).
Pan mgr K. Kuchta uczestniczyt w analizie i interpretacji wynikéw wysokoprzepustowego
3’RACE dla badanych wariantéw NTaz. Przebadano sklady wielu nowo dodawanych koficow
do RNA. Analiza homologiczna pozwolila wysungc przypuszczenie, ze sekwencja ExxNxxR
w strukturze CutA (motyw NRM) jest odpowiedzialna za nietypowa preferencje tego enzymu
do dodawania cytozyny (lub cytydyny jesli moéwimy nie o zasadach a nukleotydach
dofgczanych do mRNA). Autorzy publikacji zauwazaja, moim zdaniem stusznie, ze jest to
wazny slad pozwalajacy lepiej okreslaé specyficznoséé innych znanych (lub jeszcze nie
odkrytych) enzyméw z klasy NTaz. Wyniki prezentowane w tej publikacji sg bardzo
specjalistyczne i obszerne, ale badania modelowania homologicznego byly znéw wazne dla
uzyskania rozsadnej interpretacji wynikéw na poziomie molekularnym. Warto$¢ poznawcza
tych badan jest znaczna.

. NAR

Szpiczak mnogi w Europie pojawia sie z czestoscig 40 nowych przypadkéw na 1 min
mieszkancow na rok. Mozna powiedzieé, ze to nic w stosunku do koronawirusa, ale choroby
nowotworowe w normalnych warunkach sg jedng z gltéwnych plag trapigcych ludzkodé.
Bialko kodowane przez geny FAM46 mogg mie¢ mutacje skutkujace wicksza ekspresjg tych
biatek w szpiczaku i innych nowotworach. Funkcje biologiczne biatek z rodziny FAM46 do
niedawana byly nieznane. W omawianej publikacji autorzy postuluja, w oparciu o obszerne
analizy bioinformatyczne i studia literaturowe, iz FAM46 sa (niekanonicznymi) poli(A)
polimerazami. Analizy sekwencji obejmujg rézne organizmy eukariotyczne. Dyskutowane sa
mozliwe domeny bialkowe w tych ukladach. Doktorant zbudowat w oparciu 0 modelowanie



homologiczne troche niepemy, ale wartosciowy model ludzkiego biatka FAM46C. Za
proponowat potozenia nowych motywéw (s3 to trzy wezesniej nieznane aminokwasy, np.
Ser238 w FAM46C) waznych dla wiazania nukleotydéw i odziatywan z innymi biatkami.
Cenny moze by¢ dla innych badaczy rysunek »Fig. 5, gdzie dzigki zmudnej pracy doktoranta
zaznaczono polozenia na strukturze 3D mutacji punktowych taczonych z roznymi
nowotworami. Podziwiam naklad pracy, jaki byt potrzebny do przygotowania rysunku S3 z
domenami biatek z rodziny FAM46 oraz Tabeli S3, gdzie mgr K. Kuchta zebrat informacje o
innych biatkach oddziatujacych z biatkami z rodziny FAM46. Sa to dane referencyjne jakich
nie bylo w literaturze i sadzg, ze praca ta bedzie jeszcze wielokrotnie cytowana przez inne
grupy, zwlaszcza, ze ukazata si¢ w chyba najlepszym czasopiSmie specjalistycznym
poswigconym kawasom nukleinowym.

Bledow formalnych, poza brakiem streszczenia w jezyku polskim (wymaganym w poprzedniej ustawie i
zwyczajowo), czy edytorskich w recenzowanych publikacjach nie zauwazytem.

KONKLUZJA

Pan mgr Krzysztof Kuchta, w okresie ostatnich kilku lat wykonat bardzo powazng prace obliczeniowa.
Dziatajac w bardzo dobrych i kompetentnych zespolach twoérczo i pomystowo zastosowat istniejace
metody modelowania homologicznego struktury biatek i serwery Swiatowe, krytycznie ocenit uzyskiwane
wyniki, wnidst istotny wkiad albo w zrozumienie dzialania waznych klas bialek albo wrecz przyczynil si¢
do identyfikacji nieznanej weczesniej roli szeregu bialek o znanych sekwencjach. Pokazal, ze biofizyk
moze by¢ kluczowa postacig w interdyscyplinarnych zespolach badawczych realizujacych projekty o
duzym potencjale poznawczym i komercyjnym. Wyniki zespoléw opublikowano w najlepszych
dostepnych czasopismach specjalistycznych, niekiedy o wysokim IF.

Stwierdzam, zatem, ze przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska mgr. Krzysztof Kuchty stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Demonstruje ona wiedze i umiejetnosci doktoranta w
pewnym dziale nauk fizycznych (biofizyka i modelowanie bialek). Dowodzi, ze doktorant posiadi
umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Rozprawa spelnia wymagania ustawowe
oraz zwyczajowe stawiane rozprawom doktorskim. Wnosz¢ o dopuszczenie Pana magistra

Krzysztofa Kuchty do dalszych etapéw postepowania zwigzanego z uzyskaniem stopnia naukowego
doktora.

Lo . Nowug’k



Wniosek o wyréznienie

Ze wzgledu na wielki nakfad pracy obliczeniowej i analitycznej nad doktoratem, oryginalnoéé
wynikéw pozwalajgcych na zrozumienie nieznanej wczeéniej roli biatek z rodziny FAM46, wzorowy
przykiad badan o charakterze aplikacyjnym i interdyscyplinarnym, opublikowanie wynikéw rozprawy
w swiatowych czasopismach naukowych (w tym NAR) whnioskuje o przedstawienie rozprawy do
wyréinienia, zgodnie z panujgcymi na Wydziale zasadami. Wniosek moéj bytby pewnie znacznie silniej
sformutowany, gdyby nie wspdtautorski charakter wszystkich publikacji. O celowosci postawienia
tego wniosku przekonata mnie analiza publikacji NAR. Sadze, ze Rada Naukowa Dyscypliny Nauki
Fizyczne UW lub jej odpowiednie komisje znajq lepiej sylwetke doktoranta i wiasciwie odniosg sie do
mojej wyréiniajacej opinii.
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Wiestaw Nowak, prof. zw.



