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RECENZJA

rozprawy doktorskiej pani mgr Natalii Ostrowskiej pt. Effects of macromolecular
crowding on the activity and dynamics of the NS3/4A protease from the hepatitis C virus. The
synergy between experiments and molecular dynamics simulations

Przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska autorstwa pani mgr Natalii Ostrowskiej powstata
w Centrum Nowych Technologii i na Wydziale Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego pod
opiekg naukowa dwojga promotoréw — prof. Joanny Trylskiej oraz prof. Bogdana Lesynga.
Dotyczy ona wpltywu zattoczenia molekularnego na wihasciwosci strukturalne 1 dynamiczne
oraz aktywnos$¢ katalityczng proteazy NS3/4A z wirusa zapalenia watroby typu C (HCV).
W przyjetym celu autorka wykorzystata multidyscyplinarne podejscie integrujace symulacje
molekularne i pomiary spektroskopowe.

Podjeta w pracy problematyka bardzo dobrze wpisuje sie w catoksztalt intensywnych badan
nad wplywem zatloczenia molekularnego na procesy komorkowe. Utamek objetosciowy
makroczasteczek, gléwnie biatek 1 RNA, w cytoplazmie komorek siega 40 %, co ma istotny
wplyw na wiele procesow komérkowych, takich jak homeostaza biatek, rozpoznanie
molekularne, kataliza enzymatyczna, transport metabolitéw, tworzenie kondensatow
biomolekularnych, etc. Szczegdlnie istotny jest wplyw zattaczenia na stabilnos¢ sfatdowanych
bialek 1 kompleksow biomakromolekut. Poprzez zmniejszenie dostepnej objetosci, obecne
w roztworze makroczasteczki obiizaja entropie stanu rozwinietego lub zdysocjowanego,
w konsekwencji przesuwajac rownowage w kierunku formy zwinietej badz kompleksu
(relatywnie do roztworu rozcienczonego). Z drugiej strony, niespecyficzne oddziatywania
z makroczasteczkami moga albo potegowac stabilizujacy wptyw wykluczonej objetosci, wtedy
gdy sa srednio odpychajgce, albo destabilizowa¢ forme zwinieta lub kompleks, gdy sa
przyciagajace. Ten entalpowy wktad do wypadkowego wpltywu zatloczonego srodowiska jest
silnie zalezny od chemicznej natury czynnikow zattaczajacych i w niektérych przypadkach
moze nawet dominowac nad uniwersalnym efektem entropowym, prowadzac do zaskakujacych
obserwacji. Stad wazne jest doglebne zrozumienie wiasciwosci chemicznych polimerow
wykorzystywanych w doswiadczeniach in vitro do wywolywania efektu zattoczenia. Z tej
perspektywy wyniki uzyskane przez autorke stanowia wazne uzupehlnienie stanu wiedzy na
temat mechanizméw dziatania czynnikow wywolujacych zatloczenie, dostarczajac
mikroskopowych informacji na temat dwdch najczesciej stosowanych polimeréw tego typu:
glikolu polietylenowego (PEG) oraz polisacharozy. Wyniki te sa tym bardziej wartosciowe, ze



stanowig efekt dobrze zaprojektowanych badan taczacych pomiary spektroskopowe i symulacje
wykonane dla tego samego modelowego systemu. Warto tutaj podkresli¢, ze autorka, mimo iz
specjalizuje sie w symulacjach molekularnych, wzieta takze aktywny udzial w czesci
doswiadczalnej, dokonujac , pomiaréw widm dichroizmu kotowego oraz projektujac
1 syntetyzujac peptydowe substraty proteazy.

Ocena merytoryczna

Pierwszy rozdzial rozprawy zawiera wprowadzenia do podejmowanej tematyki badawczej
a takze prezentuje szczegotowo cele pracy.

W czesci wprowadzeniowej autorka wyjasnia znaczenie zatloczenia molekularnego dla
procesow komérkowych, opisuje wybrane metody jego badania oraz przedstawia teoretyczne
podtoze dziatania czynnikéw powodujacych zatlaczenie (dalej: ,,crowder6w™). W mojej opinii
prezentacja efektu wykluczonej objetosci mogtaby by¢ nieco precyzyjniejsza, zwlaszcza ze od
czasu przetomowych pracy Asakury i Oosawy z lat 50-tych efekt ten jest dobrze poznany i byt
wielokrotnie opisywany matematycznie. Zdanie: ,,In an effort to maximize entropy, the system
will seek to minimize the excluded volume, both in terms of volume and surface to volume ratio
— as a result compact, globular protein conformations would be promoted” mogloby sugerowac,
ze entropia wukladu rosnie wraz z przyjmowaniem konformacji bardziej kompaktowe;.
W rzeczywistosci na ogot tak nie bedzie, bo stan kompaktowy czesto bedzie sie
charakteryzowal nizsza entropia, nawet biorgc pod uwage entropie rozpuszczalnika. Obecnos¢
crowderow obniza entropie konformacyjng stanu rozwinigtego (lub translacyjng stanu
zdysocjowanego), co mozna intepretowac jako pojawienie si¢ dodatkowej sity entropowej
stabilizujacej stan bardziej kompaktowy relatywnie do stanu mniej kompaktowego. Z kolei w
spos6b bardzo klarowny i zrozumialy scharakteryzowany zostal w pracy wktad entalpowy
zwiazany z niespecyficznym oddziatywaniem biomolekul z crowderami. Zadnych zastrzezen
nie budzi takze prezentacja mechanizmu dziatania badanego modelowego biatka — proteazy
NS3/A4, whasciwie wprowadzajaca w kontekst biologiczny zrealizowanych prac.

Cele, ktére postawita sobie doktorantka, opisane sa w sposob jasny i precyzyjny. Dobér
proteazy NS3/A4 jako modelowggo biatka autorka przekonujaco uzasadnia obecnoscia w niej
regionow inherentnie nieuporzadkowanych (IDPr), ktére sg szczegolnie wrazliwe na poziom
zattoczenia i rodzaj makroczasteczek to zatloczenie wywotujacych. W szczegdlnosei analizie
poddany zostal wpltyw zatloczenia na aktywnos¢ katalityczna proteazy NS3/A4, strukture
i dynamike rejonéw nieuporzadkowanych oraz dyfuzje proteazy i jej substratow. Wobec
potrzeby uzyskania wysokorozdzielczego wgladu w nature badanych zjawisk, gtéwna technika
symulacyjna wykorzystang przez autorke byla dynamika molekularna w wariancie
petnoatomowym. W celu zdekomponowania efektu zattoczenia na wspomniane powyzej
wktady entropowy i entalpowy, doktorantka dodatkowo zaprojektowata gruboziarnisty (CG)
model crowdera charakteryzujacego sie brakiem korzystnych niespecyficznych oddziatywan
z czasteczkami biatek.

Rozdziat drugi i, w duzym stopniu, trzeci poswiecone sa prezentacji wykorzystanych przez
autorke metod, przede wszystkim symulacyjnych ale takze doswiadczalnych, w proporcji



odzwierciedlajacej ich udziat w pracy. W sposéb typowy dla prac z dziedziny dynamiki
molekularnej, autorka prezentuje podwaliny teoretyczne tej metody, poczawszy od klasycznych
réwnan ruchu i algorytmow ich catkowania, po opis empirycznych pol sitowych stosowanych
do opisu energetyki oddziatywan wewnatrz- i miedzyczasteczkowych. Szczegdlny nacisk
polozony jest na pole sitowe CHARMM wykorzystane w pracy. Czytelnik moze tez zapoznac
si¢ z wieloma technicznymi aspektami symulacji biomolekularnych oraz podstawowymi
metrykami stosowanymi do analizy trajektorii dynamicznych pod katem dynamiki i struktury
biomakroczasteczek, ich dyfuzji oraz oddzialywan. Troche szkoda, ze autorka zupetnie pomija
w swojej prezentacji algorytmy utrzymania statej temperatury i statego cisnienia oraz metode
Particle Mesh Ewald, z ktérych szeroko korzystata.

Mimo ze opis metodyki symulacyjnej wskazuje na dobre opanowanie warsztatu badawczego,
znalazto sie w nim kilka niescistosci lub niezbyt fortunnych sformulowan. Dla przyktadu,
autorka pisze, ze funkcje bazy gaussowskiej ,,spetniaja” rownanie Schrodingera i pozwalaja na
catkowanie Hamiltonianu (,,integration of the Hamiltonian operator”). W rzeczywistosci, jako
przyblizenia orbitali atomowych, funkcje te nie moga spetnia¢ wieloelektronowego rownania
Schrodingera a catkowane (rozwigzywane) w sposob przyblizony jest samo réwnanie a nie
wystepujacy w nim operator. Niezbyt precyzyjne sa takze frazy: ,energy landscape of its
[atom’s] surroundings™ 1 ,,potential energy of each atom.” W rzeczywistosci energia potencjalna
nie jest addytywna a jej warto$é charakteryzuje pelna konfiguracje ukladu i nawet
w uproszczonym opisie pola sitowego nie da sie jej zdekomponowaé na wkiady atomowe.
Sformutowanie ,,In this way the most energetically favourable starting structure of the system
is obtained.” mogloby sugerowac, ze prosta optymalizacja metoda sprzezonych gradientow,
ktora zastosowala doktorantka, skutkuje uzyskaniem globalnego minimum energii
potencjalne;j.

Rozdziatl trzeci w catosci dotyczy opracowania i testowania modeli crowder6w, zaréwno
petnoatomowych, PEG i polisacharozy, jak i gruboziarnistego. W mojej ocenie najbardziej
wartosciowa czescig obu rozdzialdéw poswieconych metodyce symulacyjnej jest wlasnie
skrupulatny, chronologiczny opis procesu projektowania modelu gruboziarnistego wraz
z motywacja tworzenia jego kolejnych wariantéw. To inzynierskie w swoim charakterze
sprawozdanie dowodzi dobrej, znajomosci warsztatu symulacyjnego oraz technicznych
ograniczen symulacji i moze shluzy¢ pomoca innym badaczom przy podobnych
przedsigwzieciach. Podobal mi sie takze uzyty przez doktorantke sposéb obejscia problemu
przeszacowanych oddziatywan hydrofobowych w przypadku modelu PEG. Moje watpliwosci
wzbudzity natomiast zaskakujaco niskie ladunki czastkowe polarnych atoméw wodoru
w terminalnych grupach hydroksylowych PEG (+0.08). Czy jest jakis powdd dla ktérego te
tadunki sa ok. 5 razy mniejsze niz w typowych alifatycznych grupach hydroksylowych, np.
w lancuchach bocznych seryny i treoniny?

Rezultaty badan dotyczacych wpltywu zattoczenia na aktywnos$¢ proteazowa oraz whasciwosci
strukturalne i dynamiczne biatka NS3/4A przedstawione sa w rozdziale 4. Autorka omawia
w nim idee oraz wyniki pomiarow aktywnosci NS3/4A z wykorzystaniem techniki FRET
(samo oznaczenie zostalo przeprowadzone przez jej wspotpracowniczki). Doswiadczenia te
wykazaty, ze obecne w podobnej proporcji objetosciowej PEG i polisacharoza (Ficoll)
wywieraja przeciwny wplyw na aktywnos¢ (mierzona np. jako szybkos¢ maksymalna): PEG



obniza ja, zas polisacharoza zwieksza. W celu przeprowadzenia molekularnej interpretacji tych
obserwacji doktorantka wykorzystata symulacje dynamiki molekularnej proteazy NS3/4A,
zarOwno w roztworze rozcienczonym jak i w obecnosci trzech badanych rodzajow crowderéw
a takze w obecnosci PEG i peptydowego substratu. Stwierdzita, ze wszystkie crowdery
ograniczaja szybkosc¢ dyfuzji translacyjnej i rotacyjnej biatka, przy czym efekt ten jest wyraznie
silniejszy w przypadku PEG niz dla polisacharozy i czastki CG. Analiza kontaktow biatko-
crowder i poréwnanie wpltywu crowderéw na dyfuzje translacyjng i rotacyjna pozwolilo na
ustalenie, ze PEG oddzialuje z powierzchnig biatka korzystniej niz dwa pozostate crowdery.
Doktorantka zbadata tez preferencje PEG i polisacharozy do oddzialywania z réznymi
rodzajami reszt aminokwasowych wystepujacych na powierzchni biatka. Poniewaz nie
stwierdzita wigkszego wptywu obu tych crowderéw na strukture i dynamike miejsca aktywnego
proteazy, postawita hipoteze, ze duza roznica w aktywnosci proteazy NS3/4A w zaleznosci od
ich rodzaju wynika z roznego wplywu na szybkos¢ dyfuzji substratu. W mojej opinii, jesli
zatlozymy, ze spetnione sg zatozenia modelu Michaelisa-Menten, to hipoteza ta moze miec
jednak trudnosci z wyjasnieniem ok. 10-krotnego wzrostu maksymalnej liczby obrotow
enzymu, Kca, poniewaz parametr ten odpowiada maksymalnemu wysyceniu miejsca aktywnego
a proteaza nie dziala pod kontrolg dyfuzyjna.

Osobny podrozdziat doktorantka przeznaczyta na prezentacje wynikéw dotyczacych wplywu
zattoczenia na strukture regionow nieuporzadkowanych kofaktora NS4A. Stwierdzita, ze
w obecnosci czastek CG oraz polisacharozy, a zatem crowderow nie oddziatujacych
z powierzchnig biatka lub oddziatujacych z nia stabo, regiony IDPr przyjmuja konformacje
bardziej kompaktowe niz w obecnosci PEG. Zattoczenie wywotane obecnoscia wszystkich
badanych crowderow stymulowalo natomiast formowanie krétkiej helisy (4-10 reszt)
w obrebie N-terminalnego ogona NS4A. Biorac pod uwage, ze wedle obowiazujacej hipotezy,
rejon ten zaangazowany jest w kotwiczenie biatka do btony ER, autorka proponuje, ze
zatloczenie molekularne moze wspomagac ten proces.

Rozdziat 5 stanowi podsumowanie wynikéw obejmujace tez perspektywy przysztych badan.
Ocena formalna

Rozprawa liczy 147 stron, w tym 11.stron wykazu literatury, napisana jest po angielsku, °
jezykiem poprawnym pod Wzgle;dem gramatycznym i obejmuje wprowadzenie do
podejmowanego problemu, cele badawcze, metodyke, wyniki oraz podsumowanie. Takie
klasycznie dla prac doktorskich uszeregowanie tresci bez watpienia utatwia ich przyswojenie.
Na duza pochwate zastuguje klarowny styl tekstu, ktory sprawia, ze w zadnym momencie nie
miatem problemdéw z podazaniem za narracjg i argumentami. Uzyte stownictwo i terminologia
sa w zdecydowanej wigkszosci poprawne a rysunki i grafiki zostaly przygotowane starannie,
z dbaloscia o sp6jna konwencje. Konstrukcja niektorych rozdziatow robi niestety wrazenie nie
do konca przemyslanej — tresci czesto powtarzaja sie, wlaczajac dlugi skopiowany fragment
dotyczacy korekty modelu wody oraz powtdrzone rysunki (Figure 1.3 i Figure 2.3 oraz Figure
2.7 1 Figure 4.5). Liczne odwotania do rozdzialdéw poprzedzajacych lub nastepujacych takze
sugeruja, ze niektére fragmenty tekstu wymagatyby przearanzowania. Taka repetytywna i nieco
chaotyczna kompozycja sprawia, ze lektura bywa miejscami nuzaca i mniej przyjemna niz
mogtaby by¢, biorac pod uwage wysoka wartos¢ merytoryczna. Jak to bywa w przypadku



dtugich opracowan, autorka nie ustrzegta si¢ pojedynczych pomytek typograficznych i innych
drobnych btedow, ktére wymieniam ponizej:

s.11,,400,000 different proteins in the human body, each performing an unique specific task.”
— liczba wydaje mi sie przeszacowana, nawet jesli uwzglednimy rézne izoformy biatek, tym
bardziej ze mowa jest o biatkach petniacych unikalne funkcje

s.13 “with over 100,000 productive collisions per Mole per second” — formalnie podana liczba
jest typowa stalg szybkosci dla asocjacji dwéch biatek a nie liczba produktywnych zderzen

Figure 1.3 — podpisy paneli gérnego i dolnego sa zamienione
Formuta 1.2 — j powinno by¢ w indeksie

s.18 “Protein stability is an example of a property that is inversely affected by individual
crowding components.” — niejasne sformutowanie

Formula 2.7 — brak drugiej potegi przy At w wyrazeniu na aktualizacje polozenia
Formuta 2.8 — w wyjasnieniach zamiast a(t + 1/2At) powinno by¢ a(t + At)

s.33 “Due to the potential values, electrostatic interactions are critical” — niejasne
sformutowanie

Formuta 2.15 — definicja promienia zyracji moze by¢ nieco konfundujaca: indeks i dla centrum
geometrycznej wybranego zbioru atoméw jest zbedny, za$ nawiasy katowe sugerujg
usrednianie po zespole a nie po atomach

Table 2.1 — obok liczby niezaleznych trajektorii pomocna bytaby takze ich catkowita dlugos¢

s.52 “The Forster distance depends on Qc” — we wzorze 2.30 wydajnos¢ kwantowa
fluorescencji oznaczona jest jako Qd

p.56 “even in solutes such as toluene” — powinno by¢ “solvents”

Figure 3.4 — legenda i dyskusja sugeruja ze rysunek przedstawia radialna funkcje rozktadu
crowderow wzgledem powierzchni biatka, podpis méwi jednak o rozktadzie atoméw tlenu
z czasteczek wody

9 1 8G

p-82 “maximal angle of 140 deg” — ZapeWne chodzito o kat nie mniejszy niz 140 deg, wzglednie
o odchylenie od linearnosci nie wigksze niz 40 deg

p. 86 masa molowa Ficoll 400 to 400 kDa a nie Da

Table 4.3 — przedstawione w tabeli wspotczynniki dyfuzji rotacyjnej zostaly najwyrazniej
omytkowo obliczone przez podzielenie czaséw relaksacji przez wspdtczynnik 6; poprawnie
podzielone przez 6 powinny zosta¢ odwrotnosci tych czasow

Figure 4.11 — pomocna w interpretacji rysunku bylaby legenda przypisujaca kolory
poszczegdlnym strukturom drugorzedowym

Konkluzja

Podsumowujac, uwazam ze rozprawa doktorska autorstwa pani mgr Natalii Ostrowskiej
stanowi przyktad wiasciwie zaprojektowanych i zreazlizowanych oryginalnych badan



naukowych taczacych symulacje molekularne z podejsciem doswiadczalnym. Cele, ktére
postawita sobie doktorantka, zostaly osiagniete, znaczaco poszerzajac catoksztalt wiedzy na
temat wptywu zattoczenia molekularnego na procesy komérkowe. Wyniki uzyskane w ramach
pracy zostaly juz opublikowane w trzech artykutach i byly cytowane ponad 30 razy, co
swiadczy, ze spotkaly sie z pozytywnym odbiorem spolecznosci naukowej. Nie mam tez
zadnych watpliwosci ze wykonane badania wskazuja na wysoki poziom ogoélnej wiedzy
teoretycznej kandydatki a takze jej dobrg znajomos¢ metodologii badawczej i umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia pracy.

Jestem zatem przekonany, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa speinia wymagania
okreslone przez Senat Uniwersytetu Warszawskiego w uchwale nr 157 z 29 czerwca 2022 i

wnosze o przyjecie rozprawy oraz dopuszczenie pani mgr Natalii Ostrowskiej do dalszych
etapdéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.



