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1. Wprowadzenie

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska autorstwa pana mgr Mateusza
Zalewskiego powstata na Wydziale Chemii w Centrum Nauk Biologiczno-Chemicznych
Uniwersytetu Warszawskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Sebastiana Kmiecika oraz prof. dr
hab. Dimy Kozakova z Uniwersytetu Stony Brook (USA).

Rozprawa doktorska poswigcona jest badaniu struktur bialkowych, modelowaniu ich
dynamiki konformacyjnej oraz oddziatywan mig¢dzyczasteczkowych. Praca koncentruje sie
silnie na rozwoju nowatorskich metod obliczeniowych opartych na metodologii CABS i ich
wszechstronnej walidacji w kontekscie kluczowych probleméw biologii strukturalne;
i projektowania lekéw. Rozwijane przez mgr Mateusza Zalewskiego narzedzia (CABS-dock,
AggrescandD, CABS-flex 3.0) stanowia wszechstronny zestaw metod stuzacych do badania
oddzialywan struktur biatkowych (bialko-biatko i bialko-peptyd), agregacji biatek oraz
przewidywania ich dynamiki konformacyjnej. Narzgdzia te, oparte na wydajnej metodologii
gruboziarnistej CABS, oferujg szerokie mozliwosci modelowania strukturalnego, ktére sa
stosowane przez naukowcdw na calym $wiecie. Tematyka ta — oddziatywania
miedzyczasteczkowe oraz identyfikacja konformacji biatkowych — jest aktualna i bardzo
dynamicznie rozwijana i wykorzystywana m.in. w biofizyce oraz w biologii i bioinformatyce
strukturalnej, zwlaszcza po przelomie jaki mial miejsce po wprowadzeniu metod opartych
o sztuczng inteligencje (szczegodlnie po 2021 roku). Badania tego typu maja zastosowanie m.in.
przy projektowaniu lekéw, badaniu mechanizméw chorobotwoérczych czy przy tworzeniu
wydajnych enzymoéw biotechnologicznych, gdzie znajomo$é konformacji i dynamiki biatka ma
kluczowe znacznie.
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2. Zawartos$¢ pracy

Przedlozona praca doktorska mgr Mateusza Zalewskiego jest napisana w jezyku polskim
i obejmuje 9 publikacji naukowych w jezyku angielskim. Ma ona charakter teoretyczno-
obliczeniowy, a jej istotnym walorem jest fakt, ze cykl publikacyjny zawarty w pracy byt
realizowany przy wspolpracy z grupami eksperymentalnymi lub tez walidowany w oparciu
o niezalezne doniesienia empiryczne, co znaczaco podnosi wiarygodnos¢ uzyskanych wynikow
1 opracowanych narzgdzi.

Praca obejmuje 196 stron i sktada si¢ z trzech gtéwnych czesci. Jej uktad jest whasciwy
i odpowiada przyjetym standardom prac doktorskich w formie zbioru artykuléw. Ma ona
dobrze przemyslang strukture, odpowiedni stopien szczegdtowosci, napisana jest w sposéb
przystepny dla czytelnika. Zawarte w pracy rysunki sg dobrej jakosci. Cato$¢ prezentuje sie tez
dobrze od strony typograficznej. Czytajac rozprawe znalaztam stosunkowo niewiele bledow
edytorskich.

Czg$¢ pierwsza pracy zawiera Podstawy teoretyczne i metodyczne pozwalajace na lepsze
wdrozenie si¢ w tematyke pracy. W tej czesci Autor opisal cel i zakres pracy oraz podstawy
teoretyczne uzywanych (tj. dynamika molekularna) i rozwijanych przez niego metod
obliczeniowych (bazujacych na modelu CABS), ktore zostaly wykorzystane do uzyskania
wynikoéw zawartych w kolejnej czesci pracy. Pierwsza czg$¢ pracy jest dobrze opisana, jest
rzeczowa, 1 zgrabnie przybliza aktualny stan wiedzy w zglebianej tematyce, jej rozwoju
1 ograniczeniach. Zawiera ona nieliczne btedy interpunkcyjne (np. str. 19, rozdziat 2.2.1, drugi
paragraf) oraz pewne zargonowe sformutowania (np. oddziatywania n-stackingowe (str. 13),
trajektoria asocjacji (str. 13)), ktére mozna by bylo ujaé w nieco inny sposdb. W niektérych
miejscach — jak np. Rozdzial 1.1., ostatni akapit — Autor méglby uwzgledni¢ odno$niki
literaturowe odnoszace si¢ do wymienianych przez niego przyktadéw. Tak samo w przypadku
opisu metod — tam tez w powodzeniem mozna by doda¢ wiecej odnosnikow literaturowych. To
jednak nie zmienia mojego pozytywnego odbioru tej czgsci pracy. Referencje do tej czesci
znajduja si¢ na koncu rozprawy i jest ich tacznie 145. Sg one aktualne, odpowiednio przypisane
1 zdecydowana wigkszos¢ to odnosniki do artykutéw naukowych z ostatniej dekady. Widaé, ze
Autor ma dobre rozeznanie w aktualnym stanie wiedzy dotyczacej jego tematyki pracy.

Cze$¢ druga pracy zawiera 9 publikacji Autora (nazwanych A1-A9), ktoére sg podstawg
rozprawy doktorskiej. Kazda z publikacji jest poprzedzona wstepem do publikacji, gdzie Autor
opisuje co zostato zrobione w ramach publikacji, jakie to miato znaczenie dla dziedziny oraz
jaki byt jego wktad w jej powstanie. Publikacje sa opublikowane w dobrych i bardzo dobrych
czasopismach z listy filadelfijskiej — Impact Factor czasopism plasuje si¢ miedzy 4-15 — a pan
Mateusz Zalewski w pigciu z nich jest pierwszym lub pierwszym réwnorzednym autorem.
Podkresla to jego znaczny wktad i dominujaca rol¢ w sukcesie opublikowanych doniesien
publikacyjnych. Dodatkowo warto podkresli¢, ze publikacje te sg cytowane przez innych
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badaczy. Dla przyktadu publikacje [A4] i [A6] sg cytowane odpowiednio 20 i ponad 30 razy
(wg Google Scholar), a zostaly opublikowane w zesztym roku. Pokazuje to uzytecznosé
opracowanych metod i narzedzi oraz cheé uzywania ich przez innych badaczy.

Druga czes$¢ pracy Autor podzielit dodatkowo na tematycznie spdjne podrozdziaty.
Pierwszy z nich, Rozwdj nowych metod dokowania biatek i peptydow, obejmuje cztery pierwsze
publikacje [A1]-[A4] z prezentowanego cyklu. Prace te tworzg spojny blok tematyczny
dotyczacy rozwoju, testowania i porownywania metod obliczeniowych do modelowania
kompleksow typu bialko-bialko oraz biatko-peptyd. W pracy [A1] przedstawiono podejscie,
oparte na modelu gruboziarnistym CABS i symulacjach Monte Carlo. Autor odszed} tu od
klasycznego traktowania struktur jako obiektow sztywnych na rzecz uwzglednienia
elastycznosci szkieletu aminokwasowego jednego z partneréw bialkowych. Praca ta ma
charakter metodologiczny i pokazuje potencjal podejscia gruboziarnistego w przypadkach,
w ktorych klasyczne dokowanie sztywnych struktur jest niewystarczajgce. Artykut [A2]
rozszerza zastosowanie CABS-dock na peptydy cykliczne. Unikalnym i nowym osiggnieciem
Autora jest tutaj opracowanie protokotu do globalnego dokowania peptydow cyklicznych bez
uprzedniej wiedzy o miejscu wigzania, co zrealizowano dzieki systemowi wiezow
dystansowych zachowujacych topologi¢ pierscienia podczas probkowania. Opublikowane
wyniki pokazaly, ze rozwijana przez Autora metoda moze efektywnie generowaé¢ modele
bliskie natywnym, cho¢ jej istotnym ograniczeniem pozostaje kwestia selekcji najlepszych
modeli przez funkcje oceniajaca. Ten problem zostat podjety w kolejnej pracy, [A3], w ktorej
wykorzystano kroétkie symulacje pelno-atomowej dynamiki molekularnej do ponownej oceny
modeli CABS, co pozwolilo na identyfikacj¢ struktur blizszych natywnym. Praca ta zatem
zidentyfikowala jedno z kluczowych ograniczefi rozwijanej przez Autora metodologii czyli
rozrdznienie modeli natywnych zgodnych z obserwacjami krystalograficznymi od modeli
ocenionych korzystnie przez funkcje oceniajaca. Ostatnia praca, [A4], wpisuje sie w aktualny
trend wykorzystania metod sztucznej inteligencji (AI) w modelowaniu strukturalnym. Autor
dokonal walidacji modelu jezykowego AI ESMFold w dokowaniu typu biatko-peptyd,
poréwnujagc jego skuteczno$¢ z metodami opartymi na AlphaFold oraz z klasycznymi
narzgdziami dokowania, w tym CABS-dock. Wykazat, ze ESMFold, cho¢ ogélnie mniej
doktadny niz najlepsze metody bazujace na AlphaFold, oferuje istotng przewage pod wzgledem
szybkosci i niskiego kosztu obliczeniowego. W pojedynczych przypadkach metoda ta
pozwalala réwniez uzyska¢ wyniki lepsze niz podejscia oparte na AlphaFold. Jednak gléwna
wartos¢ tej metody polega na mozliwosci szybkiego generowania modeli w analizach
przesiewowych oraz jako narzgdzie pomocnicze w strategiach opartych na poréwnaniu
wynikéw kilku niezaleznych metod, niz na samodzielnym dostarczaniu najbardziej
wiarygodnych predykcji.

Drugi rozdziat, Modelowanie elastycznosci struktur biatkowych: CABS-flex, zawiera
publikacje [A5]1[A6]. Dotyczy on ewolucji narzedzia CABS-flex, ktore zostalo wykorzystane
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do stworzenia platformy integrujacej dane eksperymentalne i sztuczng inteligencje¢, oferujace;j
wydajnos¢ o 3-4 rzedy wielkosci wigkszg niz pelno-atomowe symulacje dynamiki
molekularnej. Przelomowa kwestiag w wersji 3.0 tego serwera jest bezposrednia integracja ze
wskaznikami ufno$ci pLDDT z modeli AlphaFold, co pozwala na inteligentne sterowanie
wigzami w symulacji — regiony, ktére Al uznaje za niepewne, sg traktowane przez algorytm
CABS jako bardziej elastyczne, co znaczgco urealnia uzyskiwane zespoly konformacyjne.
Kolejna nowoscia podnoszaca jako$¢ modeli bylo wdrozenie nowoczesnej metody
rekonstrukcji cg2all opartej na grafowych sieciach neuronowych, ktéra zastgpila tradycyjne
podejscie oparte na programie Modeller. To pozwolito na uzyskiwanie znacznie lepszej
geometrii struktur biatkowych po ich odtworzeniu do struktur pelno-atomowych. Autor
wspominal we wezesniejszych publikacjach, ze niedoskonatosci rekonstrukcji byty jednym
z czynnikéw ograniczajgcych doktadnos¢ funkcji oceniajgcej (scoringu).

Trzeci rozdzial, Agregacjia bialek zalezna od pH: Aggrescan4D, obejmuje publikacje [A7]
1 [A8]. Koncentruje si¢ on na problemie agregacji bialek, wprowadzajgc pH srodowiska jako
kluczowy, ,,czwarty wymiar” analizy w narzedziu AggrescandD (A4D). System ten wyrdznia
si¢ wykorzystaniem uczenia glg¢bokiego (algorytm pKa-ANI) do przewidywania specyficznych
dla danej struktury przestrzennej wartosci pKa, co pozwala na precyzyjne modelowanie zmian
tadunku i lipofilowosci aminokwaséw w zaleznosci od $rodowiska. Autor opracowal tu
rowniez unikalny protok6l automatycznego projektowania mutacji zwiekszajgcych
rozpuszczalnosé, ktory sugeruje zmiany neutralne ewolucyjnie, chronige tym samym stabilno$é
i funkcj¢ biologiczng leku bialkowego. Za szczegblnie uzyteczne w A4D uwazam
wprowadzenie dwoch funkcjonalnosci: analizy pH-zaleznej sktonnosci biatek do agregacji oraz
trybu dynamicznego, pozwalajacego uwzgledni¢ fluktuacje strukturalne modelowane
z wykorzystaniem CABS-flex. Obie funkcjonalnosci znaczaco zwiekszajg uzytecznosé
biologiczng narzedzia, poniewaz agregacja bialek moze zaleze¢ zar6wno od warunkow
srodowiskowych, jak i od chwilowego odstaniania si¢ regionow sktonnych do agregacji.
W obecnej implementacji funkcjonalnosci te sg jednak rozdzielone i nie mogg by¢ stosowane
jednoczesnie. Polgczenie analizy pH z trybem dynamicznym jest, w mojej opinii, naturalnym
1 warto$ciowym kierunkiem dalszego rozwoju A4D. Z tego wzgledu interesujgce bytoby zatem
wyjasnienie, czy ograniczenie to wynika z przyczyn metodologicznych, braku odpowiedniej
walidacji, kosztu obliczeniowego czy raczej z obecnych ograniczen implementacyjnych
narzedzia.

Czwarty 1 ostatni rozdzial tej czgéci pracy to Dynamika molekularna (MD) w biologii
strukturalnej. Obejmuje on jedna publikacje [A9], w ktorej Autor wykonat symulacje dynamiki
molekularnej dla biatka P-stalk, aby wyjasni¢, jak fosforylacja steruje funkcjg rybosomu.
Dzigki symulacjom pelno-atomowym wykonanym przez pana Mateusza Zalewskiego udato si¢
pokaza¢ unikalny motyw strukturalny stabilizowany przez mostki solne miedzy fosfoserynami
a resztami lizyny (,,U-bent”), ktéry nadaje biatku swobode¢ konformacyjng niezbedng do
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interakcji z czynnikami pomocniczymi translacji. W moim odczuciu rozdziat ten nieco odbiega
od pozostatych, glownie dlatego, ze nie bazuje on na rozwijanej przez Autora metodologii
CABS, a na powszechnie stosowanych symulacjach petno-atomowych dynamiki molekularne;.
Nie mniej jednak tematycznie jest on powigzany z tematem pracy doktorskiej. Warto w tym
momencie podkresli¢, ze nawet bez publikacji [A9] doktorant mgr Mateusza Zalewskiego
prezentowaltby si¢ bardzo dobrze.

Ostatnia, trzecia czes$¢ rozprawy to pieciostronicowe podsumowanie i wnioski dotyczace
badan zawartych w pracy doktorskiej. Cze$¢ ta dobrze domyka rozprawe i stanowi czytelne
zestawienie najwazniejszych wnioskow plynacych z przeprowadzonych badan. Zostala ona
przygotowana starannie porzadkujac najwazniejsze rezultaty pracy Autora. Autor jasno
wskazuje znaczenie rozwijanych metod, ich zastosowania oraz ograniczenia, co utatwia ocene
spojnosci catego osiagnigcia. Praca zawiera rowniez rozwiniecie wykorzystywanych skrotow,
ktore znajduje si¢ na poczatku rozprawy.

3. Warto$¢ naukowa prezentowanych rezultatow

Przedstawiona praca doktorska ma istotng warto$¢ naukows, szczegOlnie w obszarze
bioinformatyki strukturalnej i modelowania molekularnego. Glownym osiggnieciem Autora
jest jego znaczny wklad w rozwoj i testowanie metod obliczeniowych stuzacych do analizy
elastycznodci bialek, dokowania biatko-biatko oraz biatko-peptyd, a takze przewidywania
wlasciwosci agregacyjnych struktur biatkowych. Prace te wpisujg si¢ w aktualne potrzeby
biologii strukturalnej, w ktorej coraz wigksze znaczenie ma nie tylko przewidywanie
statycznych struktur biomolekul, lecz takze opis ich dynamiki i zmiennosci konformacyjne;j.

Na szczegélne podkreSlenie zastuguje fakt, ze Autor dostrzega zaréwno atuty, jak
i ograniczenia rozwijanych metod, co $wiadczy o duzej dojrzatosci naukowej. Z jednej strony
zauwaza rosngce znaczenie narzedzi opartych na sztucznej inteligencji, ktore czgsto pozwalaja
uzyska¢ bardzo dokladne modele kompleksow biatkowych. Z drugiej strony jasno wskazuje
miejsce metod CABS jako podej$¢ umozliwiajacych szybkie i tanie probkowanie przestrzeni
konformacyjnej, stanowigcych alternatywe lub uzupelnienie zbyt kosztownych symulacji
petno-atomowych. Jest to szczegdlnie wazne w analizie ukladéw charakteryzujacych sie duza
elastycznoscig, ktore moga przyjmowac rozne stany konformacyjne lub przejsciowe, trudne do
uchwycenia na podstawie pojedynczej predykeji strukturalnej uzyskiwanej metodami Al

Istotng wartoscig cyklu jest rowniez krytyczne podejscie do ograniczen rozwijanych metod
i konsekwentne dgzenie do ich ulepszania m.in. poprzez wlgczanie nowoczesnych rozwigzan.
Jest to widoczne m.in. w integracji symulacji CABS z metrykami ufnosci modeli Al oraz
w wykorzystaniu metod glebokiego uczenia do rekonstrukcji struktur atomowych. Ponadto
Autor nie ogranicza si¢ tylko do prezentowania nowych narzedzi, ale réwniez poréwnuje
metody klasyczne (gruboziarniste, petno-atomowe) z narzedziami opartymi na sztucznej
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inteligencji. Dzigki temu przedstawione prace majg nie tylko charakter aplikacyjny, ale rOwniez
metodologiczny, wskazujac kierunki dalszego rozwoju narzedzi do modelowania biomolekut.

Calos¢ cyklu pokazuje konsekwentny rozwoéj tematyki badawczej, obejmujacej zaréwno
tworzenie 1 walidacj¢ metod, jak i ich zastosowanie do istotnych probleméw biologii
molekularnej. W mojej ocenie prezentowane rezultaty stanowig bardzo warto$ciowy wklad
w rozw0j wspodtczesnych metod modelowania strukturalnego biatek.

4. Uwagi do pracy

Praca doktorska mgr Mateusza Zalewskiego jest starannie zredagowana. Od strony
merytorycznej jest bardzo dobra i trudno w niej znalez¢ stabe punkty. Niemniej jednak w czasie
czytania lektury pojawilo si¢ kilka kwestii, ktore wzbudzity moje zainteresowanie, do ktérych
chciatabym, aby Doktorant si¢ odnidst. Oto one:

* Narzedzie i samo podejscie CABS jest niezwykle uzyteczne m.in. dla 0os6b chegeych
generowac rozne konformacje biatka do dokowania ligandow/partnerow biatkowych,
jako struktury startowe do symulacji MD, czy po prostu do badania ich dynamiki. Biorgce
pod uwage jak wiele bialek zawiera jednak nie tylko naturalne/standardowe
aminokwasy oraz niestandardowe elementy strukturalne (np. modyfikacje
postranslacyjne (PTMs), kofaktory), to bez watpienia porzagdnym kierunkiem bylo by
uwzglednienie w rozwijanych narzedziach chociaz czesci z nich. Zwlaszcza, ze dla
wielu uktadéw biatkowych nie sa one ,,dodatkiem”, tylko elementem determinujgcym
geometri¢ miejsca aktywnego, elementem stabilizujgcym badz inicjujgcym zdolnos¢ do
wigzania partnera. Spektrum uzytkownikéw i zastosowan mogtyby si¢ wtedy znaczaco
zwigkszy¢ dajac mozliwos¢ do eksplorowania coraz to nowszych kierunkéw
badawczych. Stad tez moje pytania: (i) Czy w rozwijanych metodach/narzedziach
planowane jest uwzglednienie chociazby najczesciej wystepujgcych PTMs? (ii) Czy
rozwijane przez Autora narzedzia w wersji stand-alone dajg mozliwos$¢ zalgczenia
samodzielnie sparametryzowanych niestandardowych elementéw strukturalnych
symulowanego ukladu? Jesli nie to czy w przysztosci jest to planowane? (iii) Czy jest
jakis$ sposéb by uwzgledni¢ w symulacjach jony? Sg bialka, ktore bez jondw nie moga
przybra¢ odpowiedniej konformacji do oddziatywania z partnerem np. kalmodulina.

* Ciekawi mnie, dlaczego narzgdzia typu CABS-dock i CABS-flex nie uwzgledniajg
protonacji aminokwaséw. Czy na etapie rozwoju metodologii CABS rozwazano
traktowanie takich stanéw jako odrgbnych typéw reszt albo jako modyfikacji
potencjatéw kontaktowych lub elektrostatycznych? Czy metodologia CABS byla
testowana pod katem wrazliwosci na rdzne stany protonacyjne aminokwasow?

= Autorzy w swoich publikacjach dot. narz¢dzi opartych o metodologic CABS, w tym
sam Autor rozprawy, rekomendujg by w przypadku fosforylowanej seryny zastgpi¢ jg
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kwasem asparaginowym. Ciekawa jestem dlaczego tego typu podejscie nie zostato
zastosowane w publikacji [A9].

= (Czy tryb globalny i lokalny CABS-dock r6znig si¢ jedynie zakresem przeszukiwanej
przestrzeni, czy rdwniez efektywna rozdzielczoscig probkowania?

= Ciekawig mnie réwniez techniczne aspekty przygotowania struktur wejSciowych do
metod opartych na metodologii CABS. W szczegdlnosci, w jaki sposob narzedzia te
trakturg struktury odbiegajace od ,,czystych” plikow PDB np. zawierajace alternatywne
konformacje grup bocznych aminokwaséw (np. ALYS, BLYS) czy nickompletne
lancuchy boczne.

* W odniesieniu do publikacji [A7]: W jaki sposob w metodzie A4D definiowane sg
regiony sktonne do agregacji oraz czy algorytm pozwala odr6zni¢ je od funkcjonalnych
powierzchni wigzacych partneréw biatkowych lub peptydowych?

= Na czym polegala strategia losowego maskowania zastosowana w pracy [A4] i jak
dobrano poziom maskowania 0.25?

Kilka drobnych spostrzezen (poza wczesniej wspomnianymi):

= W jezyku polskim zwykle nowy akapit tekstu powinien zaczyna¢ sie od weciecia
akapitowego.

» W pracy [Al] autorzy pomineli jednostki przy wykresach i tabelach (m.in. A przy
RMSF i RMSD).

* Przy wprowadzeniach do poszczegdlnych artykutldw dobrze by byto by Autor wyjasnit
znaczenie poszczegélnych parametrow (np. LRMSD, Top 10k, Fnat) dla oséb, ktdre
moga nie mie¢ doswiadczenia z tego typu badaniami.

5. Podsumowanie

Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Mateusza Zalewskiego pt. Metody
wielkoskalowego modelowania oddzialywan biatko-biatko i biatko-peptyd spelnia wymogi
prawne stawiane pracom doktorskim zgodnie z Art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. (z pdzn.
zm.) Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce i wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny Nauki Fizyczne
o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego. Wskazane w recenzji
uwagi, poczynione z obowiazku recenzenta, w najmniejszym stopniu nie umniejszajg wartosci
rozprawy, ktorg oceniam bardzo pozytywnie. Moge $mialo stwierdzi¢, ze zatozone cele pracy
zostaly zrealizowane, a stwierdzenia i wnioski sformutowane prawidtowo i w pelni wynikaja
z uzyskanych wynikéw badan. Praca stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego,
dowodzi gruntownej wiedzy Autora w zakresie Dyscypliny Nauki Fizyczne, a takze
umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Uzyskane wyniki badan wnosza
istotny wktad w rozwoj nowoczesnej biofizyki i bioinformatyki strukturalnej, dostarczajac
innowacyjnych narzedzi do modelowania dynamiki oraz oddziatywan biatek i peptydéow (w
tym réwniez peptydow cyklicznych) przy uwzglednieniu elastycznosci szkieletu biatkowego.
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Opracowane metodologie stanowig cenne wsparcie w obszarze inzynierii bialek
i projektowania bioterapeutdw, co potwierdzaja udane walidacje przy uzyciu danych
eksperymentalnych. Z tego wzgledu wnosze¢ o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr Mateusza
Zalewskiego.
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