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RECENZJA rozprawy doktorskiej
Mgr Natalii Ostrowskiej pt.

“Effects of macromolecular crowding on the activity and dynamics of the NS3/4A protease from
hepatitis C virus. The synergy between experiments and molecular dynamics simulations.”

Fizyczny opis $wiata, w zasadzie w kazdym aspekcie, zawiera modele. Dazenie do ,,abstrakcyjnego”
odrzucenia nieistotnych elementow opisu uktadu czy zjawiska pozwala na uog6lnienie oraz stanowi o sile
1 znaczeniu fizyki. W numerycznym modelowaniu ukladéw biologicznych, zwtaszcza na poziomie
molekularnym, prostota modelu jest wielka zaletg. Dlatego ogromna wigkszo$¢ publikacji poswigconych
modelowaniu biatek zaktada, Ze otoczeniem badanej czasteczki jest po prostu woda, czasem w dodatkiem
odpowiednich jonow gwarantujacych neutralno$¢ elektryczng ukladu. W naturze biatka petlnig swoja
funkcje glownie w komorkach. Sg to elastyczne, ograniczone przestrzenie, dominuje w nich woda (na
mase¢ ciala ludzkiego sktada sie ok. 70 % wody), ale odlegtosci migdzy biatkami nie sg duze. Czgsto
mozna obserwowaé tzw. zattoczenie (crowding). Struktury i funkcje biatek doswiadczajacych takiego
zatloczenia mogg by¢ inne, niz te obserwowane dla izolowanych w duzej objetosci pojedynczych
molekut. Modelowanie biatek ,,samotnych” i osadzonych w realistycznym, zattoczonym otoczeniu moze
da¢ rozne wyniki. Co wigcej, mozna przypuszczaé, ze niektore biatka wymagajg ograniczenia swobody
konformacyjnej do prawidtowego wykonywania funkcji fizjologicznych.

Rozprawa doktorska p. mgr Natalii Ostrowskiej poswigcona jest badaniu tych waznych i aktualnych
problemoéw zwigzanych w wptywem zattoczenia na biatka. W rozprawie trafnie wybrano ciekawy uktad
modelowy — stosunkowo niewielki, ale wazny enzym proteaz¢ NS3/4A z wirusa wywolujagcego wirusowe
zapalenie watroby. Jako czynniki wprowadzajace zatloczenie wykorzystano 3 rdézne substancje
modelowe. Zastosowano gtownie metody symulacji komputerowej wlasciwe tzw. biofizyce
obliczeniowej, ale prezentowane sg rowniez wyniki badan kinetycznych i spektroskopowych tego uktadu.
Pomyst na projekt, sprawdzajacy w jakiej relacji beda wyniki doswiadczen i wyniki modelowania,
uwazam za bardzo cenny. Wg mojej wiedzy nie byto w literaturze badan tego typu, zatem jest on tez
oryginalny.

Praca doktorska, napisana pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Joanny Trylskiej (CENT) i Pana prof. dr
hab. Bogdana Lesynga (Wydziat Fizyki UW), ma form¢ monografii. Napisana jest w bardzo poprawnym
jezyku angielskim. Sktada si¢ ze streszczen (PL i ANG), 4 zasadniczych rozdziatow, krotkiego
podsumowania zawierajgcego tez opis przysztych mozliwych badan oraz Bibliografii. Tutaj pojawia si¢
zagadka: Bibliografia zaczyna si¢ na stronie 137 i obejmuje 137 pozycji, czyli odwrotno$¢ stalej
struktury subtelnej — czy to przypadek czy zamierzone dziatanie doktorantki © ??. W rozprawie
zamieszczono tez Spis publikacji autorki (3 prace z doktoratu i jedna z innej tematyki - wszystkie w
dobrych czasopismach z tzw. listy ISI).
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Rozdzial 1 stanowi zwigzle, ale ,,informatywne” wprowadzenie w tematyke doktoratu. Autorka podkresla
czgsto pomijany w modelowaniu fakt, ze biatka w komorce znajduja si¢ w $rodowisku dalekim od
rozcienczonego roztworu wodnego. Wprowadza dwa podstawowe dla rozprawy pojecia zwigzane z
zattoczeniem: efekt ograniczenia objetosci (excluded volume effect) i oddziatywan niespecyficznych z
molekutami sgsiadow (non-specific interactions with crowders). Wazna w dalszej czesci jest sekcja 1.2,
gdzie opisane sg mozliwe konsekwencje zattoczenia, m.in., wzrost szybkosci asocjacji biatek 0 kilka
rzedoéw wielkos$ci, zmiany w szybkosci dyfuzji czy zmiany konformacyjne biatek. Autorka zapowiada tez
we Wstepie jakie uktady modelowe bedg uzywane w badaniach do§wiadczalnych (tzw. Ficoll i PEG) oraz
w modelowaniu (oligosacharoza udajaca Ficoll, model glikolu polietylenowego, czyli PEGu, oraz wtasny
model quasi-sferyczny ,,inertnej” molekuly imitujacej molekule ,.crowdera”). We wstepie metody
badawcze sg tylko wymienione z nazwy (spektroskopia fluorescencyjna FRET, CD, NMR), zas metody
obliczeniowe opisywane sg w dalszej czgsci dysertacji. Wazne informacje nt. biatka zawiera podrozdziat
1.4, w ktorym prosto i jasno opisano badang proteaze (NS3 i jej peptydowy ,,kofaktor” NS4A). Rozdziat
zamyka opis celow projektu doktorskiego. Przy wykorzystaniu zarowno wilasnych (lub uzyskanych w
laboratorium CENT) wynikow pomiaréw oraz wynikow doswiadczen komputerowych pani mgr Natalia
Ostrowska chciata pozna¢ efekty zattoczenia na proteze NS3/4A analizujac (i) tempo reakcji
enzymatycznej] w dwoéch srodowiskach (ii) dynamike badanego kompleksu (iii) proces dyfuzji samego
enzymu i jego substratu wraz z mozliwymi oddziatywaniami z molekutami §rodowiska. W mojej ocenie
wszystkie cele postawione w tym podrozdziale zostaty osiagnigte.

Rozdziat wstepny liczy sobie tylko ok. 14 stron, wigc wiele informacji nie mozna byto w nim zamiescic.
Selekcja byta moim zdaniem do$¢ poprawna, materiat ilustracyjny wlasciwy 1 gldwne prace z tej coraz
popularniejszej dziedziny sg przytoczone w Bibliografii. Mam tutaj kilka drobnych uwag krytycznych

(1) Narysunku 1.2 przedstawione sa trzy reprezentacje biatek, jak rozumiem po to, by wyttumaczy¢
czytelnikowi co to jest struktura pierwszo-, drugo- i czwartorzedowa. W podpisie wspomniana
jest jeszcze struktura trzeciorzgdowa. Mimo pewnego wysitku za strony autorki, moim zdaniem
rysunek ten nie spetnia swojego zadania, nie jest t0 do konca dobrze przemyslane (sg liczne
ksiagzki z lepszymi przyktadami) i kto nie wie o co chodzi, z podpisu si¢ nie dowie w czym rzecz.
Zaletg Rys. 1.2¢ jest pokazanie schematyczne badanego kompleksu. Szkoda, ze poza Rys. 1.2C i
Rys. 1.7 nigdzie w rozprawie nie znalaztem porzadnego opisu struktury i duzego rysunku tego
jedynego badanego w rozprawie bialtka.

(2) Na stronie 13 podano promienie bialek w ztych jednostkach (Ang?).

(3) Na str. 13 jest zapewne ,,przejezyczenie”: ,,while the distance is exceeded, the atoms are strongly
repelled as they start to overlap”. Atomy si¢ zaczynaja odpycha¢ wowczas kiedy sg coraz blizej i
wg mnie stabo tutaj pasuje stowo “exceeded” (przekroczony (??)).

(4) Mam wrazenie, ze Panele na rysunku 1.3 sg zamienione, w stosunku do opisu (gora/dot). Ten sam
rysunek jest skopiowany na Rys. 2.3 (i raczej tez z blgdnym podpisem).

(5) Opis zmian termodynamicznych w roztworze wywotanych zatloczeniem moglby by¢ lepszy.

Np. Znam pojecie chemiczne “activity”, nie znam pojecia “thermodynamic activity”; nie za bardzo
wida¢ z opisu dlaczego rozwijamy (wzor 1.2) wyraz In(yi), a nie np. In(ciyi), opis wspotczynnika
a;j podany w tym wzorze ma chyba jaki$ btad typograficzny (--) bo nie jest zrozumialy.

(6) State rownowagi opisane w roéwnaniu (1.3) odnoszg si¢ tylko do jednego (z posréd wielu
mozliwych) typow reakcji (reakcje drugiego rzedu) i to ograniczenie nie jest jawnie opisane;
ponadto, $cisle rzecz biorgc opisane w tym fragmencie dyskusji zatloczenie moze przesuwac



rownowage hie tylko w kierunku produktow (ale czasem w kierunku substratow — zaleznie od
stosunku wspotczynnikow gamma).

(7) Ciekaw jestem, co Autorka rozumie pod terminem ,.chemical interactions, called soft
interactions..” str. 17?

(8) Nicktore zadania sg nieprecyzyjne, np. “Crowder-protein repulsion interacts with entropic

effects...” (7).

Rozdzial 2 jest znacznie wazniejszy, bowiem opisane s3 w nim metody badawcze stosowane w
rozprawie. Wida¢ wysitek doktorantki by opis ten byt wyczerpujacy, zwlaszcza w czesci techniczne;.
Podbudowa teoretyczna podana w b. krotkim podrozdziale 2.1. jest na elementarnym poziomie, sg tam
pewne nieistotne niescistosci (np. we wzorze 2.2 podana jest gesto§¢ prawdopodobienstwa, a nie
prawdopodobienstwo, w opisie rdwnania 2.4 mozna odnie$¢ wrazenie, ze funkcje Gaussa spelniaja
réwnanie Schroedingera, itp.). W omawianym Rozdziale 2 podano opis budowy modelu, co jest samo w
sobie waznym osiggnigciem doktorantki, pewng dyskusje przyjetych uproszczen i zalozen, wybor
parametrow pola sitowego CHARMM uzywanego w badaniach oraz wazng dyskusje modeli wody.
Nowoscig dla mnie byta poprawka na PBC wprowadzona w czesci poswigconej sposobowi obliczania
parametru dyfuzji translacyjnej. To dowodzi, iz doktorantka (i zesp6t) dotozyta staran, by wazny aspekt
uzyskanych trajektorii MD analizowac¢ jak najrzetelniej. Fragment poswigcony dyfuzji rotacyjnej (str. 46)
powinien by¢ uzupetiony o informacje¢ jaki ksztatt zaktada si¢ dla modelowego uktadu, by mozna byto
stosowac przytoczone wzory (sferyczny). Pewne zastrzezenie budzi brak podania uzasadnienia, dlaczego
przy analizie liczby wigzan wodorowych rozszerzono wartos¢ kryterium katowego ze standardowego
(140 stopni) do 120 stopni. Kolejne sekcje Rozdzialu 2 zawierajg opis metod eksperymentalnych, m.in.,
syntezy substratu peptydowego przeprowadzonej przez doktorantke, pomiaréw dichroizmu kotowego
peptydu (wykonani: NO) oraz pomiaréw aktywnos$ci enzymu metodga FRET (wykonanie: M.
Wojciechowska i A. Popielec). Dla mnie Rozdziat 2 jest pisesmnym potwierdzeniem faktu, iz doktorantka
rozumie metody badawcze, ktorymi si¢ postugiwala.

Nowy material, ktory nalezy zaliczy¢ do waznych efektow osiggnietych w rozprawie jest zawarty w
Rozdziale 3. Opisane sg w nim szczegdétowo przyjete modele molekut opracowane po to, by imitowaé
srodowisko zatloczone, tak jak np. w komorce. Zalozenia przyjete sa logiczne i akceptowalne. Opis
konstrukcji ma charakter techniczny, ale daje to podstawe do kolejnych ulepszen zaproponowanych
trzech modeli. Moja uwage zwrocit model gruboziarnisty CG. Jest on bardzo zawily, mysle, Zze sa
prostsze technicznie sposoby ominigcia trudnosci obliczeniowych o jakich pisze doktorantka w
rozprawie, jednak to co powstato po wielu testach 1 probach tez zasluguje na pewne uznanie 1 uwagg.
Okazato si¢, ze pewien Kklaster specyficznie oddziatujgcych sfer, moze zapewni¢ imitacje czystego
(niemal) efektu ograniczonej objetosci. Taki uktad testowy na pewno jest potrzebny biofizykom
teoretycznym, i sadze, ze jest kwestig czasu by inne grupy badawcze zaadoptowaty ten czy podobny
model do swoich potrzeb. Wazne jest w tym rozdziale tez to, ze Autorka zdaje sobie sprawg ograniczen
stosowanych modeli. Sam tez jestem zdania, ze model Ficollu (polisacharoza) jest nie za dobry. Brakuje
w nim porzadnego linkera, uklad jest mocno roézny pod wzgledem masy czasteczkowej i
homogenicznosci od realnej substancji komercyjnej. Jednak, mimo tych ograniczen, warto bylo
realizowa¢ kosztowne obliczenia wiasnie z tym modelem, w literaturze nie ma wiele danych nt. dynamiki
tak mocno ostodzonych biatek (biatko w syropie).

Kiedy czytatem ten rozdziat, od razu nasuneto mi si¢ pytanie, czy nie mozna by zastosowac¢ jako modelu
CG po prostu fullerenéw? Moze na etapie obrony doktorantka da nam wyjasnienie czy ,, buckyballs” Sa
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dobrym czy ztym modelem ukladow zatloczonych? Druga mys$l jaka mialem, to kwestia parametrow
nowych uktadow. W rozprawie nie znalaztem informacji, ze modele, opracowane na pewno z wielkim
naktadem pracy i pomystowosci, sa udostepnione spolecznosci naukowej. Drogag ,,prywatng”
dowiedziatem sig¢, ze te cenne informacje pojawig si¢ wkrotce na stronie www grupy badawcze;.

Rozdziat 3 to nie tylko prezentacja nowatorskich wynikow dla ,,crowderé6w” — jest tez tam obszerna i
cickawa dyskusja uzyskanych wynikow. Podane analizy sa krytyczne i dobrze osadzone w literaturze.
Najbardziej intrygujacym dla mnie wynikiem jest spostrzezenie, ze model Ficollu (polisacharoza)
przyspiesza dyfuzj¢ translacyjng (Table 3.3) 1 to znaczaco w stosunku do innych uktadow. Doktorantka
probuje dyskutowac ten efekt, srednio przekonywujaco, jako$ nie moge znalez¢ prostego molekularnego
wyjasnienia tego zjawiska, ktore rzutuje oczywisScie na zachowanie si¢ biatka wirusowego w tym
otoczeniu. Temat na pewno jest wart dalszych studiow. Od strony technicznej chce pochwali¢ b.
klarowne rysunki ze str. 83 (Figure 3.16) przestawiajace w pomystowy sposob dystrybucje molekut
»crowderow” wokot biatka NS3 oraz Fig. 3.20, zgrabnie podsumowujacy wyniki uzyskane nt. dynamiki
r6znych modeli.

Glowne i najbardziej warto$ciowe rezultaty przedstawione sa w obszernym Rozdziale 4 (Effects of
crowders on the NS3/4A protease). Rozpoczyna si¢ on od opisu wynikow doswiadczen nad aktywnoscia
enzymu. Zastosowano ciekawy system — odpowiednio dobrany peptyd reprezentujacy naturalny substrat
tj. biatko wirusowe wymagajace cigCia proteaza. Peptyd zaopatrzono w dwa fluorofory na obu koncach —
donor i akceptor. W normalnych warunkach, gdy sa one blisko siebie, fluorescencja jest wygaszana, po
przecigciu peptydu Konce si¢ oddalaja i transfer energii wzbudzenia do akceptora ustaje, nie ma
wygaszania via FRET i pojawia si¢ fluorescencja donora, ktorg mozna zarejestrowa¢ w funkcji czasu.
Zespot wspotpracownikow dokonat pomiarow aktywno$ci proteazy natywnej oraz w PEGu o réznych
stezeniach i w Ficollu. Pani mgr Natalia Ostrowska z powodzeniem podjeta probe interpretacji wynikow
tych pomiarow przy pomocy szeregu obszernych testow komputerowych. Zadanie to bylo ambitne i
trudne. W sekcji 4.1.4 zgromadzono unikatowe dane teoretyczne (z analizy trajektorii MD) nt.
wspotezynnikow dyfuzji translacyjnej proteazy oraz dyfuzji rotacyjnej. Wida¢ wyrazne roéznice i wpltyw
zatloczenia na te parametry. Wyniki zalezg tez od przyjetego modelu zattoczenia. Wartosci podane sa
wraz z oszacowaniem btedow. Szacunek oparty jest na zaledwie kilku trajektoriach, stosunkowo krotkich
(ale to jest duzy uktad, wiec ograniczone z konieczno$ci dane sg akceptowalne) i wg moich intuicji
podane biedy sa zbyt ,,optymistyczne” (niekiedy ponizej 1 %) zatem do danych obliczeniowych trzeba
podejs¢ z duzg ostroznoscig. Jednak uzyskane wyniki sa wybitnie nowatorskie, daja do myslenia i beda
inspirowaly kolejne badania biatek w zattoczonym otoczeniu.

Nie ma tutaj miejsca na omawianie szczegotowe analiz strukturalnych podanych w Rozdziale 4, czyli
opisu tego, co zmienia umieszczenie biatka w dziwnym, ale naturalnym otoczeniu. Analizy prowadzone
sg starannie, wyniki prezentowane na niekiedy b. pomystowych diagramach (Fig. 4.9, pomyst Fig. 4.13)
dyskusje sa raczej wyczerpujace dany temat i szczegdtowe. Dla biologii moze by¢ istotne spostrzezenie
zjawiska, ktorego nie udatoby si¢ zauwazy¢ bez symulacji: zatloczenie indukuje stabilizacje helisy na N-
koncu NS4A. Moze fizykow to specjalnie nie obchodzi, ale rejony IDR przybierajace struktury
drugorzgdowe w S$rodowisku zatloczonym to moze by¢ nowy mechanizm regulacji procesow
biochemicznych w komorkach. Jezeli proces ten faktycznie zachodzi przy infekcji wirusem HPC, to
mozna rozwazac, jak to wykorzysta¢, np. do zaburzenia tego zjawiska i zahamowania przez to replikacji
groznego patogenu. Wyniki zaprezentowane w Rozdziale 4 (4.5.5) wskazujg tez na to, ze zattoczenie
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moze wptywac na zdolnos$¢ proteazy do zakotwiczania si¢ w blonie komorkowej. To jest tez niebanalny
wniosek wyptywajacy z prowadzonych przez p. mgr Natali¢ Ostrowska prac.

Chcialbym si¢ tez jako$ odnies¢ do postulatu synergii miedzy podejsciem doswiadczalnym i
teoretycznym przedstawionym w tej rozprawie. Godna pochwaly jest proba dyskusji wynikow
doswiadczen w $wietle rezultatow MD (4.5.2, 4.5.3). Szczegélowe tezy tam zawarte mogg byc
krytykowane, jednak sama filozofia dgzenia do dogl¢bnego wyjasnienia zjawisk na poziomie
oddziatywan mi¢dzymolekularnych jest bardzo dobra i cieszy kazdego (bio)fizyka.

Rozdzial 5 to dwustronicowe podsumowanie rozprawy i podanie kilku pomystow na dalsze badania,
glownie obliczeniowe, np. polegajace na zastosowaniu lepszego modelu polisacharozy (Ficollu).

Od strony redakcyjnej recenzowana rozprawa robi b. dobre wrazenie. Nie ma w zasadzie literowek,
wykrylem ich ok. 10 i moge udostgpni¢ na zyczenie wykaz (np. str. 87, nie ,,polumer”, a polymer,
nawiasy we wzorze 2.18 sg btedne, itp.). Jako$¢ rysunkéw jest dobra lub bardzo dobra. Na rysunkach z
peptydem dobrze byloby oznacza¢ N-koniec i C-koniec. Uwazam, ze przydatby si¢ osobny wykaz
skrotow. Spis literatury jest poprawny, jednak szereg nazw w tytutach publikacji powinno by¢ podanych
wielka literg (np. cd, charmm, peg,..) zgodnie z zasadami pisowni.

KONKLUZJA jest POZYTYWNA

Pani mgr Natalia Ostrowska przedstawila bardzo dobra rozprawe doktorska, zawierajaca nie tylko
obszerne wyniki badan obliczeniowych (symulacji MD) waznego biatka wirusowego, ale takze pewne
rezultaty osobiscie wykonanych doswiadczen. Praca ma wyrazny charakter interdyscyplinarny, taczy
fizyk¢ z chemia i biologia, wykorzystuje liczne metody numeryczne. Doktorantka opracowata w ramach
swojego projektu doktorskiego nowe i pozyteczne modele uktadéw imitujacych zattoczone $rodowisko
komorki. Jestem przekonany, ze p. mgr N. Ostrowska ma duzg sprawnos$¢ w realizacji obliczen MD dla
bardzo ztozonych wukladow biologicznych, dobrze opanowalta warsztat teoretycznej biofizyki
obliczeniowej. Wyniki zostaty opublikowane w trzech artykutach o zasiggu migedzynarodowym oraz byty
prezentowane na kilku powaznych konferencjach.

Stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Natalii Ostrowskiej stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego zwigzanego z naukami fizycznymi i biologig. Zaréwno
rozprawa jak i dorobek publikacyjny dowodza, ze doktorantka ma ogélng wiedz¢ teoretyczng w
dyscyplinie nauki fizyczne i potrafi samodzielnie prowadzi¢ badania naukowe w wykorzystaniem metod
biofizycznych. Recenzowane dzielo spelnia ustawowe (tj. ustawa — ustawa z dnia 20 lipca 2018 roku —
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 z pdzn. zm.) Oraz zwyczajowe
wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Wnosze 0 dopuszczenie pani magister Natalii
Ostrowskiej do dalszych etapow postepowania prowadzacego do uzyskania stopnia naukowego
doktora w dyscyplinie nauki fizyczne.

Wiestaw Nowak, prof. zw.



