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Przedmiotem badan rozprawy jest rozwiniecie i przetestowanie wybranych teoretycznych
modeli obliczeniowych przewidywania czaséw przebywania ligandow w miejscach wigzacych
wybranych rodzin biatek, ich bimolekularnych targetéw oraz analiza mozliwosci sprawdzenia
czy mogg one by¢ stosowane w sposéb uniwersalny, niezaleznie od wielkosci ligandéw i
rodziny badanych biatek. W wielu przypadkach, takie czasy dobrze korelujg sie ze
skutecznoscig molekut lekow in vivo, lepiej niz powinowactwa wigzania. Im bowiem dtuzszy
czas leku w jego miejscu wigzacym, tym wieksze prawdopodobienstwo jego skutecznego
dziatania. Inaczej méwiagc, molekuty lekéw sa farmakologicznie aktywne tak dtugo jak dtugo
pozostaja zwigzane z receptorem. Dlatego wyznaczanie, lub przynajmniej szacowanie
czasow przebywania ligandéw w miejscach docelowych, tzw. residence times - typowo
oznaczanych jako T, stato sie popularnymi procedurami, zarébwno eksperymentalnymi jak i
teoretycznymi, oceny skutecznosci potencjalnych lekéw. Czas przebywania zwigzany jest z
statg szybkosci dysocjacji relacjg odwrotnosci, T = 1/dgss. Czasy takie wraz z innymi
parametrami kinetycznymi reakcji brane sg pod uwage w badaniach nad selekcjg molekut,
kandydatéw na potencjalne leki.

Jezeli chodzi o badania eksperymentalne, bezposrednie lub wspomagajgce, istniejg rézne

metody pomiaru czasu przebywania kompleksu receptor-ligand, takie jak:



* rdznicowanie spektroskopowe - polegajace na wykrywaniu zmian we wilasciwosciach
spektroskopowych ligandu lub receptora po zwigzaniu, takich jak fluorescencja,
absorpcja lub jgdrowy rezonans magnetyczny, oraz monitorowaniu zaniku tych
sygnatéw w czasie,

* odzyskiwanie aktywnosci biologicznej - wykorzystujagce test funkcjonalny
przywrécenia aktywnosci receptora po usunieciu ligandu,

* metody separacji - obejmujgce rozdzielanie zwigzanych i wolnych ligandéw Srodkami
fizycznymi.

Jezeli chodzi natomiast o badania teoretyczne problem jest trudniejszy, bowiem takie metody
jak molekularna dynamika wymagajg bardzo diugich czaséw symulacji, czesto technicznie
nieosiggalnych, zeby zaobserwowaé zdarzenie wejscia i wyjscia ligandu do jego centrum
wigzacego. Przedmiotem rozprawy doktorskiej byta w zwigzku z tym analiza i zastosowania
dostepnych metod obliczeniowych, ktdre pozwalajg na zrozumienie i analize kinetyki
wigzania lub niewigzania ligandéw, a takze udoskonalenie wczesniejszych metod w celu
wyznaczania czasow przebywania ligandéw w celu. Sg to metody dynamiki molekularnej
(MD), wykorzystanie modeli Markowa i uczenia maszynowego (ML) oraz ich taczenie.
Autorka rozprawy opracowata w zwigzku z tym wariant metody dynamiki molekularnej o
nazwie TRAMD (r-Random Acceleration Molecular Dynamics), ktéra z wykorzystaniem
heurystycznej stochastycznej procedury Znaczaco przyspiesza proces wyjscia
zadokowanego liganda z miejsca wigzgcego, a moment wyjscia moze by¢ skorelowany z
fizycznym czasem przebywania leku (residence time) w miejscu wigzacym.

Rozprawa o konwencjonalnej strukturze zawiera 107 stron, napisana jest poprawnie w
jezyku angielskim. Wyniki rozprawy zostaty w czesci opublikowane (lub sg w druku) w
nastepujgcych pracach:

* M. tugowska, M. Pacholczyk, Revealing ligand unbinding kinetics using advanced
computational methods: a review; Current Protocols in Molecular Biology; 2023
(under review); IF 2.74

* M. Lugowska, M. Pacholczyk, PDBrt: A free database of complexes with measured
drug-target residence time [version 2; peer review: 1 approved, 1 approved with
reservations]. F1000Research 2022, 10 (Chem Inf Sci):1236
(https://doi.org/10.12688/f1 00Oresearch.73420.2)

* T. Magdziarz, et.al., AQUA-DUCT: a ligands tracking tool, Bioinformatics, vol. 33, nr
13,2017, s. 2045-2046, DOI:10.1093/bioinformatics/btx125, IF=5.481

oraz prezentowane w postaci 6-ciu konferencyjnych doniesien.



Metoda tRAMD zostata zastosowana do 5-ciu roznych systemow biatkowych do

oszacowania wzglednego czasu przebywania. W szczegélnosci zastosowanie t-RAMD dia
70 réznych ligandéw HSP90 pokazato, ze dla 55 z nich istnieje silna korelacja pomiedzy
srednig diugoscig trajektorii dysocjacji a zmierzonym eksperymentalnie czasem
przebywania. Ponadto w celu walidacji metody przeprowadzono badania dla 11 inhibitorow
biatka InhA, a takze 3 ligandéw biatek ENR, EGFR i HIV-1.
Wyniki TRAMD wykazujg dobrg lub silng korelacje z doswiadczainie wyznaczonym czasem
przebywania dla ligandéw o podobnej strukturze, natomiast dla zroznicowanego strukturainie
zestawu ligandéw metoda okazata sie mie¢ jednak dosé niskg skutecznos¢ - zatem jej
zastosowanie w procesie identyfikacji potencjainych lekéw bedzie raczej ograniczone.
Analiza gtéwnych sktadowych (PCA) pozwolita zidentyfikowaé¢ czynniki odpowiedzialne za
zroznicowanie czaséw przebywania ligandow. Autorka rozprawy zidentyfikowata niektére
szczegolne oddziatywania van der Waalsa oraz niektére oddziatywania hydrofobowe.

Bez watpienia warto$ciowym elementem pracy doktorskiej jest stworzenie bazy
danych  kinetycznych PDBrt dostepnej ogéinie pod adresem internetowym
https:/pdbrt.polsl.pl/ .

Jezeli chodzi o uwagi krytyczne to metoda tRAMD stanowi raczej niewielkie
udoskonalenie, analogicznych, poprzednio referowanych w literaturze metod (patrz np. R. C.
Wade et al., JCTC, 14,7, 2018; A,.Cavalli et al., J. Med. Chem., 59, 15, 7167-7176, 2016: M.
Vanmeert et al., Processes, 9, 71, 2021).

Jezeli chodzi o bazy danych kinetycznych, to w literaturze istnieje kilka innych baz, np.
BindingDB (!]_t_tps://www,bindingdb.org/rwd/bind/index.Lsgl), PLBD (https://plbd.org/db/) czy
PLAS-5k (https:/lwww.nature.comlarticies/s41597-022-01631-9_/), ktére zawierajg jezeli nie
bezposrednio czasy rezydencii to niektére z nich zawierajg np. state szybkosci dysocjaciji.

Warto bytoby wymienié te bazy danych w pracy doktorskiej, ewentualnie réwniez poréwnac
ich zawartosci i/lub funkcjonalnosci z nowo stworzong.

Patrzac szerzej na tematyke doktoratu, wydaje mi sig ze istotniejszy postep w uzgodnieniu
wynikéw teoretycznych symulacji tego typu jak prezentowanych w pracy doktorskiej oraz
badar eksperymentalnych moze nastapi¢ przez uwzglednienie spektroskopowych danych
monitorowania dynamik pojedynczych enzyméw (patrz np. H. Peter Lu et al. Science 282,
1877, 1998 i pozniejsze prac), jak rowniez np. danych spektroskopowych z wykorzystaniem
technik relaksacyjnych (np. S. E. Halford, Biochem. J. 149, 411-422, 1975, J.M. Antosiewicz
and M. Diugosz, J. Phys. Chem., B 2018 122 (50), 11817-11826 i inne réwnolegte lub
pézniejsze prace). Wtedy mozna bytoby dokonaé walidaciji teoretycznych metod nie tylko
szacujgc $rednie czasy rezydenciji ale réwniez czasowe rozktady prawdopodobieristw tych
wielkosci, co znacznie wzbogacitoby wiedze o fizyce tych procesow.
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Zaktadam, ze Doktorantka bedzie mogta ustosunkowac sie do moich uwag w czasie obrony

doktoratu.

Na zakonczenie chciatbym podkresli¢, ze wiekszo$¢ wynikdw rozprawy zostata
opublikowana w recenzowanych czasopismach i/lub prezentowana na konferencjach, forma
doktoratu jest poprawna a Doktorantka posiada doswiadczenie w realizacji do$¢ ztozonych
procesow symulacyjnych i analizy wynikow, co wymaga réwniez dobrych umiejetnosci

programistycznych.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska mgr inz.
Magdaleny tugowskiej stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego zwigzanego z
naukami inzynieryjno-technicznymi. Zaréwno rozprawa jak i dorobek publikacyjny dowodza,
ze Doktorantka ma ogoélng wiedze teoretyczng w dyscyplinie informatyka techniczna i
telekomunikacja i potrafi samodzielnie prowadzi¢ badania naukowe w wykorzystaniem metod
informatycznych. Recenzowane dzieto spetnia ustawowe (tj. ustawa — ustawa z dnia 20 lipca
2018 roku — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 z pozn. zm.) oraz
zwyczajowe wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Wnosze o dopuszczenie mgr inz.
Magdaleny tugowskiej do dalszych etapow postepowania prowadzgacego do uzyskania
stopnia naukowego doktora w dyscyplinie informatyka techniczna i telekomunikacja.

Prof. dr hab. Bogdan Lesyng



