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Recenzja

rozprawy doktorskiej Magistra Mateusza Zalewskiego zatytutowanej: ,, Metody wieloskalowego modelowania
oddziatywan biatko-biatko i biatko-peptyd”

Biofizyka oraz biologia strukturalna nalezg obecnie do najdynamiczniej rozwijajacych si¢ dziedzin
wspétczesnej nauki. Zrozumienie mechanizméw dziatania biomolekul, oddziatywan biatko—biatko oraz
biatko—ligand ma fundamentalne znaczenie dla rozwoju nowoczesnej medycyny. Szczegolnie istotne jest
poszukiwanie odpowiedzi na pytania, w jaki sposob dziataja leki, dlaczego wiazg si¢ z okreslonymi celami
molekularnymi oraz jakie mechanizmy odpowiadaja za ich skuteczno$¢ lub brak aktywnosci. Przedstawiona
mi do oceny praca doktorska dotyczy tego wlasnie obszaru badan, ktory jest zwigzany Scisle
z nowoczesnymi zatozeniami modelowania teoretycznego oddziatywan biatko—bialko oraz biatko—peptyd
z wykorzystaniem narzedzi modelowania wieloskalowego oraz metod opartych na sztucznej inteligencji.
Tematyka pracy jest aktualna, bardzo dobrze wpisuje si¢ we wspdtczesne trendy biologii strukturalnej
i chemii obliczeniowej oraz posiada istotny potencjat aplikacyjny w projektowaniu lekow i inzynierii biatek.

Ocena strony redakeyjnej pracy

Niniejsza rozprawa opiera si¢ na imponujacej jak na ten etap kariery naukowej liczbie dziewigciu
oryginalnych, recenzowanych artykutéw badawczych opublikowanych w prestizowych czasopismach
naukowych, z listy JCR (J Chem Theory Comput, Nucleic Acids Res., Prot. Sci., Molecules), w ktérych
otrzymane przez Doktoranta wyniki zostaly szczegdétowo przedyskutowane. Taka forma przedstawienia
rozprawy doktorskiej jest zgodna z ustawa o stopniach naukowych i tytule naukowym, i nie budzi
najmniejszej watpliwosci. Nalezy podkresli¢, ze w czterech w/w artykutach pierwszym autorem jest mgr
Mateusz Zalewski i - jak wynika z deklaracji w rozdziale ,,1.3. Struktura pracy i wykaz publikacji” (str. 15)
dysertacji — jego udziat byt dominujacy.

Catos¢ dysertacji ma charakter tzw. spinki w skiad ktérej poza kopiami artykutéw wchodzi przejrzyscie
napisany komentarz. (Na samym poczatku pracy, jeszcze przed spisem tresci, Doktorant umiescil liste
skrétéw i symboli, co znaczgco ufatwia lekture oraz orientacj¢ w stosowanej terminologii i oznaczeniach).
Praca ma oryginalng budowe pod wzgledem redakcyjnym — odbiega od standardowego uktadu tego typu
opracowan. Autor przyjal autorska koncepcje prezentacji dorobku, w ktérej kolejno omawia dziewig¢ prac,
poprzedzajac ich analize przedstawieniem pelnych tekstow artykutéw pogrupowanych tematycznie. I tak,
cze$¢ pierwsza zatytutowana ,,Wprowadzenie: cel i zakres pracy”, w sposéb jasny dla czytelnika
wprowadza w zakres oraz celowos$¢ opisywanych w dysertacji wynikéw badafi. W kolejnym podrozdziale
Doktorant przekonuje, ze podjety przez niego w badaniach problem, jest juz wykorzystywany w

diagnostyce oraz leczeniu chordb np. neurodegeneracyjnych czy autoimmunologicznych, lecz nie jest on
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doskonaty i stad potrzeba dopracowania narzedzi, ktére nie tylko bedg przewidywaé oddziatywanie PPI ale
rowniez bedg konkretnie okresla¢ rodzaj tego oddziatywania (geometrie systemdéw itp.).  Rozdzial 2
przedstawia teoretyczne podstawy klasycznych podejs¢ do dokowania, modele gruboziarniste, dynamike
molekularng oraz nowoczesne metody oparte na sztucznej inteligenciji, t.j.: AlphaFold i ESMFold. Rozdziat
ten moze stanowi¢ bardzo dobry materiat dydaktyczny dla poczatkujacych badaczy rozpoczynajgcych prace
w obszarze modelowania biomolekularnego, biologii strukturalnej czy bioinformatyki. Autor w sposéb
uporzagdkowany i bardzo przystepny przedstawia zardwno klasyczne, jak i nowoczesne metody stosowane w
biologii strukturalnej i modelowaniu biomolekularnym, zwracajgc uwage nie tylko na ich mozliwosci, ale
rowniez ograniczenia.
Nastepne cztery rozdzialy (rozdzialty 3-6) zostaly poprzedzone krétkim wprowadzeniem, w ktérym Autor
osadza publikacje w szerszym kontekscie badawczym oraz podkresla ich unikalny wkiad w rozwéj danej
tematyki:

e rozdziat 3 — rozwdj i zastosowanie metod dokowania biatek i peptydow,

e rozdziat 4 — modelowanie elastycznosci strukturalnej przy uzyciu CABS-flex,

o rozdzial 5 — analiza i projektowanie podatnos$ci biatek na agregacje (Aggrescan4D),

o rozdzial 6 — dynamika molekularna i jej zastosowania w kontekscie biologii strukturalne;.
W ostatnim rozdziale Doktorant dokonuje podsumowania catej swojej pracy, podkresla najwazniejsze
osiagnigcia oraz wskazuje mozliwe kierunki dalszych badan.
Ponizej przedstawiam wykaz publikacji sktadajacych si¢ na rozprawe wraz z oznaczeniami przyjetymi w
tekscie:
[A1] Kurcinski M, Kmiecik S, Zalewski M, Kolinski A. Protein-Protein Docking with Large- Scale
Backbone Flexibility Using Coarse-Grained Monte-Carlo Simulations. Int J Mol Sci.
2021;22(14):7341.
[A2] Zalewski M, Badaczewska-Dawid AE, Kmiecik S. Flexible docking of cyclic peptides to proteins
using CABS-dock. J Chem Theory Comput. 2025;21(17):8249-8254.
[A3] Zalewski M, Kmiecik S, Koliniski M. Molecular Dynamics Scoring of Protein-Peptide Models
Derived from Coarse-Grained Docking. Molecules. 2021;26(11):3293.
[A4] Zalewski M, Wallner B, Kmiecik S. Protein-peptide docking with ESMFold language model. J] Chem
Theory Comput. 2025;21(6):2817-2821.
[AS] Nithin C, Fornari RP, Pilla SP, Wroblewski K, Zalewski M, Madaj R, et al. Exploring protein
functions from structural flexibility using CABS-flex modeling. Protein Sci. 2024;33(9):e5090.
[A6] Wroblewski K, Zalewski M, Kuriata A, Kmiecik S. CABS-flex 3.0: an online tool forsimulating
protein structural flexibility and peptide modeling. Nucleic Acids Res. 2024;gkaf412.
(K.W. i M.Z. - réwnorzedny wktad w prace)
[A7] Barcenas O, Kuriata A, Zalewski M, Iglesias V, Pintado-Grima C, Firlik G, et al. Aggrescan4D:
structure-informed analysis of pH-dependent protein aggregation. Nucleic Acids Res. 2024;52(W1):W170-
W175.
[A8] Zalewski M, Iglesias V, Barcenas O, Ventura S, Kmiecik S. Aggrescan4D: a comprehensive tool for
pH-dependent analysis and engineering of protein aggregation propensity. Protein Sci. 2024;33(10):¢5180.
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[A9] Filipek K, Blanchet S, Molestak E, Zaciura M, Wu CCC, Zalewski M, et al. Phosphorylation of P-
stalk proteins defines the ribosomal state for interaction with auxiliary protein factors. EMBO Rep.
2025;25(12):5478-5506.

Stwierdzam, ze przedstawione do recenzji wyniki stanowig elementy nowosci naukowej w biofizyce
molekularnej.

Ocena warto$ci merytorycznej pracy

Magister Mateusz Zalewski wykonywal swoja prace doktorska pod kierunkiem specjalisty w
dziedzinie modelowania biomolekularnego prof. dr. hab. Sebastiana Kmiecika (Uniwersytet Warszawski,
Centrum Nauk Biologiczno-Chemicznych, Wydziat Chemii, Laboratorium Biologii Obliczeniowej) oraz
specjalisty w dziedzinie matematyki stosowanej, fizyki oraz biologii obliczeniowej prof. dr hab. Dimy
Kozakova (Stony Brook University, Department of Applied Mathematics and Statistics). Jak zostato
wcze$niej wspomniane, dysertacja zostala przygotowana w formie spdjnego zbioru dziewigciu artykutow
naukowych, pogrupowanych tematycznie i poprzedzonych autorskim komentarzem oraz wprowadzeniem
osadzajgcym poszczegblne publikacje w szerszym kontekscie badan z zakresu biologii strukturalne;
i modelowania biomolekularnego. Prace te dotyczg kolejno: (i) rozwoju i zastosowania metod dokowania
biatek i peptydéw, (ii) modelowania elastyczno$ci strukturalnej przy uzyciu CABS-flex, (iii) analizy i
projektowania podatnosci biatek na agregacje (Aggrescan4D) oraz (iv) zastosowan dynamiki molekularnej
w biologii strukturalne;j.

W artykule [A1] przedstawiona zostata strategia dokowania biatko-biatko z wykorzystaniem
narzedzia CABSdock (pierwotnie przeznaczonego do dokowania biatko-peptyd), pozwalajaca na petng
swobode konformacyjng jednego z partnerow biatkowych oraz ograniczong elastycznos¢ drugiego.
Zaproponowane podejscie wykazato niespotykane dotad mozliwosci probkowania, jednak doktadnos¢ w
wyznaczaniu kompleksow okazata si¢ nadal nizsza niz w przypadku najbardziej zaawansowanych obecnie
narzedzi do dokowania. W artykule [A2] zaprezentowany zostat protokét dokowania cyklicznych peptydow
do bialek, umozliwiajgcy szerokie probkowanie ich konformacji przy jednoczesnym zachowaniu cyklicznej
struktury. Temat ten jest szczeg6lnie interesujacy ze wzgledu na rosnace znaczenie peptydow cyklicznych,
ktére stanowig odpowiedz na gtéwne ograniczenia peptydéw liniowych: czyli ruchliwos¢ konformacyjng
oraz malg odporno$¢ na degradacje proteolityczng. Dane eksperymentalne wskazuja, ze plastycznos¢
konformacyjna odgrywa kluczowg role w funkcji peptydéw cyklicznych, ich przepuszczalnosci oraz
specyficznosci wigzania. Jednoczesnie predyktory takie jak AlphaFold czgsto nadmiernie stabilizujg
uporzagdkowane struktury i nie uwzgledniajg alternatywnych lub przejsciowych stanéw obserwowanych
metodami NMR czy dynamiki molekularnej. Dzigki bezposredniemu probkowaniu takich alternatywnych
konformacji metoda CABS-dock ma potencjat do wypelnienia tej luki. W artykule [A3] zaproponowano
alternatywne wykorzystanie dynamiki molekularnej do oceny interakcji biatko-peptyd, ktére przetestowano
jako metode walidacji wynikéw CABS-dock. Zagadnienie to ma szczegdlne znaczenie, poniewaz etap
oceny modeli jest zazwyczaj najstabszym ogniwem programéw do dokowania ruchliwych peptydow. W
pracy [A4] zaproponowany zostal protokot wykorzystania ESMFold do dokowania peptydéw do biatek.

Pokazano, ze zdolno$¢ ESMFold do wykorzystywania reprezentacji sekwencyjnych (sequence embeddings)
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oraz identyfikacji kluczowych motywoéw wiazacych wykazuje duzy potencjat w dokowaniu biatko—peptyd
generujac zwykle modele o niezbyt doktadnej ale akceptowalnej jakosci. Jednak mozliwos$é bardzo
szybkiego przetwarzania danych stanowi szczegdlng zalete w zastosowaniach wymagajacych szybkiego
uzyskania wynikéw, takich jak np. rozwoj terapii opartych na peptydach. Artykut [A5] stanowi przeglad
poswigcony metodzie CABS-flex oraz jej zastosowaniom w modelowaniu elastycznosci biatek w
kontekscie ich funkcji biologicznych i stanowi wstep do kolejnej publikacji z cyklu. t.j. A6. W nowej wersji
CABS-flex (CABS-flex 3.0) wprowadzono szereg usprawnien, obejmujacych m.in. zwigkszong jakos$¢
odwzorowania lokalnych struktur, nowy interfejs uzytkownika umozliwiajacy tatwg analize¢ réznych
aspektéw dynamiki oraz bezposrednie wykorzystanie danych eksperymentalnych (np. wprowadzenie
ograniczen na odleglosci). Autorzy udowadniaja, ze CABS-flex 3.0 umozliwia wydajne symulacje
dynamiki bialek i peptydow z wykorzystaniem modelu gruboziarnistego potaczonego z rekonstrukcjg
petnoatomowsa.

W artykule [A7] przedstawiona zostata nowa wersja narzgdzia Aggrescan3D (A3D) - Aggrescan4D (A4D).
Narzedzie A3D umozliwia przewidywanie sklonnosci biatek do agregacji w oparciu o ich strukture
tréjwymiarowa oraz gigtkos¢, natomiast A4D rozszerza t¢ koncepcje o mozliwo$¢ analizy wptywu pH.
Cho¢ sktonnos¢ do agregacji jest przede wszystkim zakodowana w sekwencji i strukturze biatka, inne
czynniki — takie jak stezenie biatka, temperatura czy pH — moga w istotny sposob wplywaé na agregacje
polipeptydéw. Autorzy dostrzegajac znaczenie pH w modulowaniu agregacji biatek, poprawili istniejgcy
algorytm A3D tak, aby modelowat rowniez ten efekt. Stanowi to jakosciowa zmiane — wykraczajacg poza
analize¢ samej sekwencji biatkowej (Aggrescan) i struktury biatka (Aggrescan3D) — w kierunku bardziej
kompleksowego opisu agregacji bialek.  Artykut [A8] stanowi publikacje o szerszym zakresie,
podsumowujaca i integrujaca rozwigzania opracowane w ramach powyzej wspomnianych narzedzi A3D i
A4D. Artykul [A9] dotyczy roli fosforylacji biatek szypuly rybosomalnej. Najwazniejszym osiggnigciem
przedstawionej pracy bylo pokazanie, w jaki sposdb wyglada i zachowuje si¢ strukturalnie kompleks biatek
P-stalk po fosforylacji oraz jakie zmiany konformacyjne zachodza w obrgbie domen CTD. Autorzy
wykazali, ze fosforylacja prowadzi do przejscia od zwartej, ,,zapadnigtej” struktury do bardziej rozwinietej i
elastycznej konformacji typu coil, co ma bezposrednie znaczenie funkcjonalne dla oddziatywan rybosomu z
czynnikami pomocniczymi. Szczegélnie istotne jest to, ze tak subtelnych i dynamicznych zmian
strukturalnych nie udato si¢ jednoznacznie wykaza¢ metodami eksperymentalnymi. Dopiero zastosowanie
zaawansowanych metod modelowania i symulacji molekularnych pozwolito opisa¢ mechanizm tych przejs¢
konformacyjnych oraz zrozumie¢ ich biologiczne konsekwencje. Praca ta bardzo dobrze pokazuje, jak
nowoczesne podejscia teoretyczne i obliczeniowe moga dostarczaé informacji niedostepnych klasycznym
technikom eksperymentalnym i pozwalac¢ na opis proceséw zachodzgcych na poziomie molekularnym.

Sktadajace si¢ na rozprawe doktorska w/w publikacje zostaly juz poddane bardzo rygorystycznej ocenie
anonimowych recenzentéw, begdacych specjalistami w dziedzinie rozprawy. Dotgczone opracowanie do
publikacji zaprezentowane przez Doktoranta jest rzetelne. Nie doszukatam sie w rozprawie bledéw
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merytorycznych. Zrecenzowanie przedstawionego przez Mgr. Zalewskiego materiatu budzi we mnie tylko
kilka kwestii natury poznawczej:

) Znane SolupHred (2020) oraz CamSol 3.0 (2023) sa obecnie dostepnymi narzedziami
systematycznie modelujagcymi wptyw pH na rozpuszczalnos¢ i agregacje struktur biatkowych.
Czy Doktorant probowat poréwnaé wyniki jakie daje A4D z w/w podejsciami?

(i) W metodach typu coarse-grained zawsze pojawia si¢ kompromis pomigdzy szybkoscig obliczen a
doktadnoscig opisu fizycznego ukfadu. Gdzie znajduje si¢ obecnie najwigksze ograniczenie
modeli CABS-dock lub CABS-flex i co nalezatoby poprawi¢ w pierwszej kolejnosci?

(iii) W pracy wielokrotnie podkresla Pan ograniczenia metod opartych na Al, takich jak AlphaFold
czy ESMFold, szczegdlnie w kontekscie dynamiki i stanow posrednich. Jak, Pana zdaniem,
bedzie wygladata przyszto$¢ integracji metod Al z klasyczna dynamika molekularng? Czy uwaza
Pan, ze modele Al beda w stanie calkowicie zastgpi¢ podejscia fizykochemiczne?

Do najwazniejszych mocnych stron rozprawy nalezy zaliczy¢: (i) aktualng i interdyscyplinarng
tematyke, (ii) duza liczbe publikacji naukowych stanowigcych podstawe rozprawy, (iii) umiejetne
potaczenie metod klasycznych i nowoczesnych metod Al, (iv) znaczacy wkiad autora w rozwdj
oprogramowania i implementacje nowych narzedzi, (v) wysoki potencjat aplikacyjny opracowanych metod.
Na szczegolne podkreslenie zastuguje rowniez fakt, ze autor nie ogranicza si¢ wyfacznie do wykorzystania
istniejagcych metod, ale aktywnie uczestniczy w ich rozwoju i wdrazaniu nowych rozwigzan
obliczeniowych. Do stabszych stron pracy mozna zaliczyé momentami bardzo rozbudowane fragmenty
teoretyczne, ktére miejscami majg charakter bardziej przegladowy niz syntetyczny. W niektérych czesciach
rozprawy widoczna jest rowniez bardzo duza koncentracja na aspektach metodologicznych i
obliczeniowych kosztem szerszej dyskusji biologicznej uzyskanych wynikéw. Ponadto czgs¢ opisow
dotyczacych metod Al moglaby zosta¢ bardziej krytycznie zestawiona z ograniczeniami praktycznego
wykorzystania tych modeli w biologii eksperymentalnej. Pewien niedosyt budzi takze brak szerszych
informacji dotyczacych pozostatej aktywnosci naukowej Doktoranta, jego calkowitego dorobku
publikacyjnego, udzialu w konferencjach krajowych i miedzynarodowych czy zaangazowania w realizacj¢
projektéw grantowych. Tego typu informacje sa zwykle bardzo pomocne dla recenzenta, poniewaz
pozwalaja lepiej oceni¢ caloksztalt aktywno$ci naukowej kandydata, jego samodzielnos¢ badawczg oraz
miejsce, jakie zajmuje na obecnym etapie kariery naukowej.

Pomimo wskazanych uwag rozprawe oceniam bardzo wysoko. Przedstawiona praca stanowi wartosciowe i
nowoczesne opracowanie z zakresu biofizyki i modelowania molekularnego. Autor wykazat si¢ bardzo
dobra znajomo$cig zaréwno podstaw teoretycznych, jak i praktycznych aspektéw modelowania struktur.
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Podsumowanie

Podsumowujac, moja opinia o rozprawie jest zdecydowanie pozytywna. Przedtozona mi do oceny
rozprawa stanowi oryginalne rozwigzane postawionego problemu i spetnia wszystkie wymagania stawiane
rozprawom doktorskim Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst
Jednolity: Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z pézn. zm.). W zwigzku z tym, wnosze do Rady Naukowej
Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie mgr. Mateusza Zalewskiego do
dalszych etapéw postepowania o nadanie mu stopnia doktora nauk fizycznych w dyscyplinie fizyka.

Joanna Makowska
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