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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Natali 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.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr Natalii Ostrowskiej zostala wykonana pod
kierunkiem Profesor Joanny Trylskiej z Centrum Nowych Technologii Uniwersytetu
Warszawskiego i Profesora Bogdana Lesynga z Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego.
Praca jest napisana w jezyku angielskim i jest oparta na trzech publikacjach, w ktorych mgr
Ostrowska jest wspotautorka. Prace te (P1, P2, P3) ukazaly si¢ w obiegu miedzynarodowym w
czasopismach o wysokim wskazniku IF:

« P1: N. Ostrowska, M. Feig and J. Trylska, Modeling crowded environment in molecular simula-
tions. Frontiers in Molecular Biosciences 6:86, 2019. (IF = 6.11).

« P2: A. Popielec, N. Ostrowska, M. Wojciechowska, M. Feig and J. Trylska, Crowded
environment affects the activity and inhibition of the NS3/4A protease. Biochimie 176:169-180,
2020. (IF = 4.37).

« P3: N. Ostrowska, M. Feig and J. Trylska, Crowding affects structural dynamics and contributes
to membrane association of the NS3/4A complex. Biophysical Journal 120(17):3795-3806,

2021. (IF = 4.03).

Publikacje P1-3 stanowig zwarty tematycznie cykl publikacji koncentrujgcych sig na wplywie
obecnosci w roztworze makroczasteczek na aktywnos¢ enzymatyczng i dynamike konformacyjng
enzyméw. Czasteczki takie, nazwane przez Autorke crowderami (ang. crowders), wywierajg wplyw
na enzym poprzez zattoczenie srodowiska wokét enzymu: zmniejszenie objetoSci dostepne] dla
substratu i ograniczenie swobody konformacyjnej enzymu. Publikacja P1 jest pracg przegladowa,
w ktérej Autorka omawia modele crowderéw stosowane w symulacjach dynamiki molekularnej.
Publikacja P2 przedstawia wyniki eksperymentalne dotyczace wptywu m.in. glikolu
polietylenowego (PEG) i polisachardu (Ficoll) na aktywno$¢ enzymatyczng i inhibicje aktywnosci
enzymatycznej proteazy NS3/4A. Wyniki eksperymentalne uzupetnione sg o symulacje uktadéw
NS3/4A, NS3/4A/PEG, NS3/4A/substrat i NS3/4A/substrat/PEG. W publikacji P3 przedstawiono
analize dyanmiki konformacyjnej uktadu NS3/4A/PEG stosujac modele o réznej rozdzielczosci.

Rozprawa doktorska mgr Natalii Ostrowskiej omawia wyniki juz opublikowane w pracach P1-3,
uzupelnione o wstepne wyniki i analizy symulacji z wykorzystanie polisacharydu Ficoll. Rozprawa
podzielona jest na sze$¢ czesci: 1. Wstep, 2. Metody, 3. Crowdery, 4. Wptyw crowderéw na
proteaze NS3/4A, 5. Podsumowanie i dalsze perspektywy, Bibliografia (137 pozycji). Rozprawa
jest obszerna (147 stron). Biorac pod uwage, Ze rozprawa prezentuje gtownie wyniki juz
opublikowane (publikacje P1, P2, P3) mogtaby by¢ z powodzeniem krétsza.

Cze$¢ pierwsza rozprawy (Wstep) wprowadza przedmiot, cele i zakres pracy. Przedmiotem
rozprawy jest analiza efektéw zattoczenia $rodowiska w cytoplazmie, tj. efektow obecnosci
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makromolekut takich jak RNA i biatka, na dyfuzje substratu i enzymu oraz dynamike
konformacyjna enzymu, co moze wplywa¢ na aktywnos¢ enzymoéw a takze na oddziatywanie
enzymu z membranami biologicznymi. Jako uktad badany wybrano proteaze NS3/4A wirusa
zapalenia watroby typu C (HCV). Praca poréwnuje eksperymentalnie wyznaczone efekty réznych
crowderéw (gtownie glikolu polietylenowego i polisachardu Ficoll) na zachowanie proteazy
NS3/4A w zattoczonych uktadach z wynikami symulacji komputerowych. Temat pracy jest wazny
dla zrozumienia zachowania enzyméw w komérkach biologicznych. Dynamika molekularna
pozwala uzyskanie informacji o rozdzielczosci molekularnej, ktére bylyby trudno dostgpne w
eksperymencie.

Cze$¢ druga rozprawy (Metody) opisuje aspekty metodologiczne pracy zarowno odnos$nie
symulacji komputerowych jaki i syntezy substratu i oznaczania aktywnosci enzymu. Autorka
wskazuje, ze wiekszo$¢ danych eksperymentalnych zostato uzyskane przez Jej wspotpracowniczki.
Sugeruje to, ze informacje techniczne odno$nie eksperymentow moglyby by¢ ograniczone do
niezbednego minimum.

Opis metodologii symulacji i analizy danych jest obszerny i pozwala na odtworzenie wynikéw. W
symulacjach z rozdzielczoscig atomowa Autorka korzystata z modelu wody TIP3P i
modyfikowanego pola sitowego CHARMM 36m. Opis uproszczonych modeli crowderéw i ich
parametryzacji zostal przeniesiony do czeéci trzecie]. Trajektorie byly analizowane przez wiele
deskryptoréw, m.in. przesunigcie Sredniokwadratowe RMSD, fluktuacje $redniokwadratowe RMSEF,
promiefi bezwladnosci Ry, wspétczynnik dyfuzji translacyjnej, czas korelacji rotacji, liczba
kontaktéw miedzyczasteczkowych, liczba wigzan wodorowych. Analizowane byly takze struktura
drugorzedowa i grupowanie konformacji.

Opis zastosowanej modyfikacji parametréw pola sitowego CHARMM 36m zostal zawarty w sekcji
2.2.5 Optymalizacja [parametréw] wody. Autorka przedstawiono tam zaréwno motywacje
skalowania parametréw jak i sposéb jej przeprowadzenia. Taka ad hoc procedura skalowania, ktéra
zapobiega jednym artefaktom (niefizyczna agregacja), moze jednoczesnie kreowaé nowe artefakty.
Wskazuje to, ze aktualnie dostepne pelno-atomowe pola sitowe nie sa w pelni zoptymalizowane do
badania proceséw agregacji i dynamiki biopolimer6w i sugeruje ostrozno$¢ w interpretacji
wynikéw dla pola CHARMM 36m.

Cze$¢ trzecia (Crowdery) opisuje modele crowderow zastosowane w pracy. Symulacje
komputerowe byly prowadzone metoda dynamiki molekularnej z rozdzielczoscig atomowa lub
mieszana, tj. rozdzielczoécig atomowg dla enzymu i wody oraz rozdzielczo$¢ gruboziarnista dla
crowderéw. Parametryzacja modeli czasteczek wymaga znajomosci dynamiki molekularnej na
wysokim poziomie. Autorka poradzita sobie z tym problemem bardzo dobrze, a opis metody jest
wystarczajacy do odtworzenia wynikéw. Czesci druga i trzecia wskazuja, ze Autorka dysponuje
zaawansowanym warsztatem badawczym i jest dobrze przygotowana do planowania, prowadzenia i
analizowania symulacji komputerowych.

Czes¢ czwarta (Wplyw crowderéw na proteaz¢ NS3/4A) przedstawia i dyskutuje wyniki uzyskane
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w rozprawie. Autorka opisuje i dyskutuje zarowno wplyw zattoczenia srodowiska zar6wno na
aktywno$¢ enzymatyczng proteazy NS3/4A jaki i na dynamike strukturalng na NS3/4A. Jest to
obok czes¢ trzeciej najwazniejszy rozdziat rozprawy. Omawiane tam wyniki zostaly w wigkszosci
opublikowane w pracach P2 i P3. Nowym elementem jest odniesienie si¢ do symulacji z
polisacharydem Ficoll.

Czes¢ piata (Podsumowanie i dalsze perspektyw) krotko streszcza uzyskane wyniki w zwraca
uwage na najwazniejsze osiggniecia.

Czes¢ szo6sta (Bibliografia) podaje literature cytowang w pracy. Dobér pozycji literatury $wiadczy o
znajomosci przedmiotu i dobrze ilustruje motywacje do podjecia tematu rozprawy. Bibliografia w
kompetentny sposéb odsyta czytelnika do prac niezbednych dla zrozumienie zastosowanych metod
i umieszcza uzyskane wyniki w kontekscie innych prac analizuj gcych efekty zattoczenia
$rodowiska.

Za gléwne osiggniecia rozprawy uwazam:

1) probe wyttumaczenia przeciwstawnych efektéw PEG i Ficoll na podstawie wynikéw symulacji
komputerowych (praca P2 i czeé¢ 4 rozprawy) oraz

2) parametryzacje modeli crowderéw oraz analize dynamiki strukturalnej enzymu w zaleznosci od
zattoczenie §rodowiska (praca P3 i czesci 3 i 4).

Na szczegdlng uwage zastuguja wyniki eksperymentalne wptywu crowderéw na aktywno$¢
enzymatyczng NS3/4A (Tabela 1 w pracy P21 Tabela 4.1 w rozprawie doktorskiej). Wraz ze
wzrostem stezenia crowderéw PEG 6000 i Ficoll 400 mozna zauwazy¢ wyrazne trendy: malenie
statej Michaelisa-Menten Ky i szybkosci maksymalnej Vmas= KialElo dla PEG 6000 i wzrost Ku i
Vee dla Ficoll 400. Te przeciwstawne efekty sg bardzo interesujace, gdyz wskazujg na ztozony
wplyw oddziatywaii miedzyczasteczkowych na efekty crowderdéw, ktére czesto sg uwazane za
neutralne (stabo oddziatywajace). Autorka wysuwa hipotezg, Ze przyczyna réznych efektow PEG i
Ficoll na aktywno$¢ enzymatyczng NS3/4A jest przeciwstawny wplyw crowderéw na szybkosci
dyfuzji substratu. Autorka stusznie postuluje, ze symulacje efektu Ficoll odpowiadajace
symulacjom PEG bytyby bardzo pomocne w zrozumieniu efektu zmian dyfuzji.

Jesli hipoteza Autorki jest prawdziwa, to dalsze symulacje powinny wykaza¢ zmiane szybkosci
dyfuzji substratu korelujaca si¢ ze zmianami aktywnoéci enzymatycznej. Korelacja taka moze
jednak nie wystarczy¢ do wyjasnienia iloSciowego trend6w K i Vmaks W symulacjach nie
obserwowano wigzania sie substratu z enzymem i rozpadu kompleksu enzym/substrat (ani tym
bardziej etapu chemicznego i uwolnienia produktéw), co nie pozwala jednoznacznie wnioskowac w
mechanizmie wpltywu crowderéw na Vmaks. Zmiany Vmaks mogg by¢ zwiazane ze zmianami energii
aktywacji etapu chemicznego wywolanymi wptywem sttoczonego $rodowiska na dynamike
konformacyjng kompleksu enzym/substrat. Zmiany dynamiki konformacji enzymu Autorka
odnotowuje w rozprawie.

Rozprawa doktorska mgr Natalii Ostrowskiej napisana jest w klarowny i logiczny sposéb i dobrze
przedstawia wktad Autorki uzyskane wyniki. Kilka punktéw w rozprawie wymagaty komentarza
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dla zainteresowanych wykorzystaniem wynikéw przedstawionych w rozprawie do zrozumienia
efekiéw sttoczenia srodowiska. W pracy P2 (str 174) autorzy stwierdzaja, ze liczba obrotéw ki jest
dobrym parametrem aktywno$¢ enzymu, ale nie przywiazujg znaczenia do informacji zawartych w
Ky wskazujac, ze wartosci Ky pozostajg tego samego rzedu dla réznych stezen crowdera. Jaka
zmiennos¢ Ky mialaby znaczenie dla interpretacji wynikow?

Dla PEG 6000 i Ficoll 400 zmiana stezenia crowdera wywoluje monotoniczng zmiang Ku i Vs, zas
dla PEG 600 zmiany te s niemonotoniczne. Czy tego typu réznice w zachowaniu PEG 6000 i 600

sg dostatecznie duze zeby mie¢ znaczenie? Jesli tak, to zachowanie PEG 600 w poréwnaniu z PEG

6000 niesie informacje o zaleznosci wptywu crowdera od jego wielkosci.

Wyniki symulacji sg jakosciowo korelowane z eksperymentalng aktywnoécig enzymu wyrazong
przez wzrost lub malenie szybkosci reakcji enzymatycznej. W kontekécie planowanych dalszych
symulacji, czy mozliwe jest, przy aktualnie dostgpnych mocach obliczeniowych, przeprowadzenie
symulacji, ktére pozwolityby na racjonalizacjg trendow K1 Venaks. Podobne pytanie odnosi si¢ do
wyjasnienia statej inhibicji Ki.

Nie znalaztem odno$nika do postaci réwnania Morrisona stosowanego do wyznaczenia K; (praca P2
str. 175). Réwnanie to jest stosowane w wielu postaciach. Czy zastosowano posta¢ wystepujacg w
programie GraphPad Prism? Czy dopasowane wartosci Ku, Vimaks i Kizalezg znaczaco od
zastosowanej metody dopasowania modelu? Jakie byto uzasadnienie wyboru modelu mocnego
wigzania (tight binding)? Nie znalaztem takze Dodatku, w ktérym Autorka przedstawita program
par_generator.py do generowania parametréw (str. 69 rozprawy).

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska wskazuje na obszerng wiedze i umiejetnosci
Kandydatki w zastosowaniach dynamiki molekularnej do badania procesow zachodzacych w
komérkach biologicznych. Przedmiotem pracy doktorskie] jest analiza wplywu srodowiska
molekularnego na dynamike i aktywno$¢ wybranego enzymu. Temat ten jest wazny dla zrozumienia
aktywnosci enzymatycznej w komérkach biologicznych. Kandydatka zastosowata oryginalne
metody, osiagnela interesujgce wyniki i wykazata, ze potrafi samodzielnie prowadzi¢ prace
naukowa. Jestem przekonany, ze rozprawa spelnia wszystkie formalne i zwyczajowe warunki
stawiane rozprawom doktorskim i zwracam sie o dopuszczenie jej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Prof. dr hab. Andrzej Molski
Zaktad Chemii Fizycznej
Wydziat Chemii UAM
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