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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Magdaleny tugowskiej

Rozprawa doktorska mgr inz. Magdaleny tugowskiej o tytule w jezyku polskim ,Algorytmy analizy
struktur biatkowych i ligandéw lekopodobnych w celu modelowania i symulacji czasu przebywania
leku w miejscu docelowym” (ang. Algorithms for the analysis of molecular protein structures and
drug-like ligands for modeling and simulation of residence time drug-molecular target) zostata
wykonana na Wydziale Automatyki, Elektroniki i Informatyki Politechniki Slaskiej. Promotorami tej
rozprawy sg prof. dr hab. inz. Marek Kimmel oraz dr inz. Marcin Pacholczyk (jako promotor
pomocniczy).

Dla zachodzenia wielu procesow w komorkach konieczne jest, aby czasteczki bioragce w nich udziat
stworzyty odpowiedni kompleks bimolekularny. Czesto tworzone sa kompleksy mniejszych ligandow
jako substratow reakcji, z wiekszymi biatkami (enzymami), czy kwasami nukleinowymi.
Oddziatywanie ligand-receptor rozpoczyna sie zwykle od asocjacji komponentdw w zattoczonym
srodowisku komorki, gdzie ostatecznie dochodzi do stworzenia charakterystycznego i czesto
unikalnego kompleksu. Utworzenie specyficznego kompleksu ligand-receptor mozna zablokowa¢
poprzez zaprojektowanie czasteczki (inhibitora), ktéra oddziatuje z wiekszym powinowactwem z
receptorem niz naturalny ligand. Na takiej podstawie dziata wiele lekow celujacych w biatka. Jednak
nie tylko powinowactwo, czyli sita oddziatywania inhibitor-receptor ma znaczenie, ale takze czas
przebywania inhibitora w miejscu wigzacym receptora. Temat badawczy poruszony w rozprawie
dotyczyt wiasnie obliczania czasow przebywania (rezydencji) réznych ligandéw w ich miejscach
wigzacych w receptorach.

Zwykle oddziatywania ligand-receptor okresla sie poprzez statg rownowagowa dysocjacji (Kq) lub
asocjacji (K,). Stata Ky jest natomiast ilorazem statej szybkosci dysocjacji (kos) i asocjacji (kon)
komponentow kompleksu. Dla doktadniejszego opisu oddziatywania ligand-receptor uzywa sie tez
czasu rezydencji liganda w miejscu wigzacym. Co wazine, zauwaziono, ze czas rezydencji moze
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korelowac ze skutecznoscia leku in vivo. Ten wiasnie istotny parametr autorka badata dla serii biatek i
ich ligandéw uzywajagc metod dynamiki molekularnej oraz jej analizy. Tematyka poruszona w
rozprawie mgr Magdaleny tugowskiej jest wiec istotna z punktu widzenia metod obliczeniowych
dotyczacych projektowania lekoéw oraz pordwnywania ich wynikow z badaniami doswiadczalnymi.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Magdaleny tugowskiej jest oparta o wyniki
badan opublikowanych w trzech artykutach, ale zawiera tei wyniki jeszcze nieopublikowane,
zwlaszcza te dotyczace reduktazy InhA. W dwdch artykutach pani tugowska jest pierwszym z dwach
autorow (drugim autorem jest promotor pomocniczy), co zwyczajowo oznacza, ze jej wkiad w
powstanie tych artykutéw byt dominujgcy. Jeden z artykutow to praca przegladowa w Curr. Prot. Mol.
Biol., ktora podczas sktadania przez kandydatke rozprawy byfa w recenzji. Drugi artykut zostat
juz opublikowany w F1000Research. Sg to czasopisma o raczej niskim wspotczynniku oddziatywania
jak na te dyscypline. Trzeci artykut, w ktérym kandydatka jest széstym z siedmiu autorow zostat
opublikowany w Bioinformatics, wysoko notowanym czasopismie, i dotyczy programu AQUA-DUCT,
ktory utatwia wyszukiwanie kanatéw w biatkach. Dorobek publikacyjny kandydatki nie jest wigc
imponujacy, jednak zaznaczam, ze przedmiotem mojej oceny jest przedstawiona mi rozprawa
doktorska, a nie zbidr artykutow. Wyniki rozprawy pani tugowska prezentowafa na szesciu
konferencjach, co jest dobrym osiggnieciem.

Rozprawa zostata napisana w jezyku angielskim, ale zawiera takie dwa streszczenia, jedno i
kilkustronicowe, w jezyku polskim. Rozprawa wraz z bibliografig liczy okoto 100 stron i jest napisana
poprawnie jezykowo, jesli chodzi o wersje anglojezyczng. Podzielona jest na szes¢ rozdziatdow, po
ktorych umieszczono wykaz odnosnikéw oraz skroty. Rozprawa ma ukfad standardowy. Po stronie
tytutowej nastepuja kolejno spis tresci, wykaz rysunkow oraz tabel, lista publikacji autorki rozprawy i
konferencji oraz streszczenie. Nastepnie autorka przedstawia gtdwne rozdziaty.

W pierwszym rozdziale zatytutowanym Wstep (Introduction) autorka wprowadza czytelnika w
tematyke kinetyki oddziatywania bimolekularnego. Podkresla, ze czas rezydencji leku w miejscu
wigzgcym receptora jest wazng miarg, ktora czesto koreluje z aktywnoscia leku in vivo. Nastepnie
opisuje w skrocie podstawy symulacji klasycznej dynamiki molekularnej, uwzgledniajagc metody
wzmocnionego probkowania, ktére zostaty wykorzystane do obliczer czaséw rezydencji. Opis ten jest
raczej praktyczno-techniczny a nie teoretyczny, brakuje chocby rdwnania ruchu czy rownania
opisujgcego tzw. pole sitowe. Na pochwalenie zastuguje Tabela 1.1, w ktorej autorka przedstawia
kompleksy molekularne, dla ktorych wyznaczono metodami obliczeniowymi czasy rezydenc;ji
ligandow i poréwnuje je z danymi doswiadczalnymi (wraz z odnosnikami). Dziwi mnie jednak fakt, ze
autorka nie cytuje oryginalnej pracy z grupy R. Wade, gdzie wprowadzono technike RAMD (J Mol
Biol. Elsevier; 2000; 303: 797-811).

W podrozdziale 1.4 autorka rozprawy przedstawia jej cele, ktore s3 jasno okreslone. Z powodu
potrzeby przeanalizowania i opracowania metod stuzacych do obliczania czaséw rezydencji liganddw
w miejscach wigzacych receptorow, autorka postawita sobie nastepujgce cele:

- sprawdzenie wiarygodnosci i uniwersalnosci metody TRAMD dla wczesniej testowanych i nowych
kompleksow ligand-receptor,

- sprawdzenie jak wyznaczone relatywne czasy rezydencji korelujg z czasami wyznaczonymi
doswiadczalnie,



- wyznaczenie najistotniejszych oddzialywan ligand-receptor, ktore przyczyniaja sie do dfugosci
przebywania czasteczki w miejscu wigzgcym receptora.

Do realizacji celéw postawiono jeszcze dwa cele szczegotowe:

- stworzenie ogdlnodostepnej bazy danych kinetycznych dla biatek, dla ktorych wyznaczono
do$wiadczalnie czasy rezydencji i dla ktorych struktury kompleksow zostaty wyznaczone metodami
doéwiadczalnymi i znajduja sie w bazie danych Protein Data Bank,

- stworzenie narzedzia do automatycznej analizy oddziatywan ligand-receptor z symulacji dynamiki
molekularnej.

Cele pracy zostaly przez panig tugowska w catosci zrealizowane.

Drugi rozdziat to Metody (Methods). W tym rozdziale kandydatka opisuje w skrdcie uzyte metody
badawcze oraz oprogramowanie. Z metod najwazniejsza jest TRAMD, ktora zostata rozwinigta w
grupie prof. R. Wade w Heidelbergu. Pani tugowska przedstawia schemat obliczeniowy stosowany w
tej metodzie. Opisuje tez oddziatywania, ktore brata pod uwage jako najistotniej przyczyniajace sie do
okreslonych czasow rezydencji. Szkoda, 7e nie podano jakie kryteria zostaty zastosowane w
przypadku wigzan wodorowych (np. odlegtoé¢ donor-akceptor, kat) czy jak obliczano stacking. Czasy
rezydencji zalezg od bliskozasiegowych oddziatywan, takich jak stacking czy wigzania wodorowe,
wiec ich ocena moze zalezec od przyjetych kryteriéw geometrycznych czy energetycznych.

W rozdziale 3 przedstawione sg juz wyniki uzyskane przez autorke rozprawy. W pierwszej czesci tego
rozdziatu pani tugowska opisuje stworzong przez siebie baze PDBrt zawierajaca struktury
komplekséw z Protein Data Bank (PDB), dla ktorych zostaty wyznaczone dane kinetyczne, typu czasy
rezydencji, wraz z mozliwoécig ogladania tych struktur oraz odnosnikiem do publikacji. Baza zawiera
okoto 60 komplekséw, gdyz tylko tyle odpowiednich rekordéw autorka znalazta w PDB. W rozdziale 3
autorka wymienia tei biatka i ich ligandy, dla ktérych przeprowadzata symulacje dynamiki
molekularnej typu TRAMD. Pani tugowska badata kompleksy 10 inhibitorow z reduktazg InhA,
bioraca udziat w szlaku syntezy kwasow tluszczowych. Badata tez 15 ligandow oddziatujacych z
biatkiem szoku cieplnego (heat-shock protein) Hsp90 oraz kilka innych komplekséw m. in., inhibitora
proteazy wirusa HIV-1 oraz receptora czynnika wzrostu naskorka (epidermal growth factor receptor)
EGFR. Wszystkie biatka maja znaczenie medyczne, gdyz sg istotne z punktu widzenia projektowania
lekow, zwtaszcza przeciwnowotworowych.

W rozdziale 4 autorka najpierw sprawdza podobienstwo badanych ligandéw uzywajac wspotczynnika
Tanimoto jako miary tego podobienstwa. Wyniki podsumowuje w tabeli, na histogramach i tzw. heat
maps i stwierdza, ze zestaw ligandow jest réznorodny. Nastepnie w rozdziale 4.2 przechodzi do
analizy najwiekszego zestawu ligandéw wigzacych sig z Hsp90. Porownuje otrzymane przez siebie
czasy rezydencji z tymi uzyskanymi w roku 2018 przez Darie Kokh i wsp6tpracownikéw oraz ich
wzgledne wartoséci z danymi doswiadczalnymi. W pracy referencyjnej D. Kokh et al. przeanalizowano
70 ligandéw tego biatka, a autorka pracuje na mniejszym zestawie - 15 ligandow. Ciekawa jestem
jakie byty kryteria doboru tych ligandow, dlaczego wybrano akurat te?

Nie jest dla mnie jasne, czy symulacje autorki byty powtérzone doktadnie takim samym protokotem
jak w pracy D. Kokh et al., do ktorej autorka sie poréwnuje. Przyktadowo, czy byto stosowane takie
samo pole sitowe, czy ten sam program do symulacji TRAMD?



Niektére otrzymane przez autorkg czasy rezydencji odbiegajg od tych wczesniejszych, a takze od
doéwiadczalnych. Jako mozliwe uzasadnienie autorka podaje zbyt mata liczbe symulacji TRAMD. Czy
nie mogta ich zwiekszy¢ chociaz dla tych kontrowersyjnych przypadkow? Jednak ostatecznie autorka
uznaje, ze odtwarza poprzednie wyniki z wystarczajaca doktadnoscia, aby moc zastosowac metode
TRAMD do nietestowanych jeszcze przypadkéw ligand-receptor. Nastepnie pani tugowska
przedstawia wyniki dla kolejnego enzymu - InhA. Czasy rezydencji uzyskane przez autorke korelujg z
danymi doswiadczalnymi na poziomie R2=0,68 i taki wynik autorka uznaje za zadowalajacy.

Kazdy zestaw otrzymanych danych jest poréwnywany z zestawem doéwiadczalnym i podlega
doktadnej analizie statystycznej. Mimo, iz zestawy danych zawieraja maksymalnie 15 liczb, nalezy tg
dbatoé¢ o analize statystyczng wynikow doceni¢. Cho¢ taka analiza tylko dla 3 punktow
przedstawiona w podrozdziale 4.4 nie jest wiarygodna.

W sumie symulacje TRAMD zostaty przeprowadzone dla zestawu 28 komplekséw ligand-biatko.
Kandydatka stwierdza, ze dla podobnych ligandéw metoda ta sig sprawdza w obliczaniu wzglednych
czaséw rezydencji, ale dla zestawu ligandow réznorodnych metoda okazata sig mato przydatna.

W rozdziale 5 autorka rozprawy przedstawia wtasciwosci ligandéw biatka InhA, ktore wptywaja na ich
czasy rezydencji w kompleksach, czyli analizuje mechanizmy dysocjacji uzyskane w trajektoriach
TRAMD. Wskazanie tych kluczowych oddziatywan moze by¢ przydatne w projektowaniu lekow.
Autorka identyfikuje kontakty, oblicza ich czestoé¢ wystepowania i ostatecznie wybiera 24 istotne
cechy, ktore dalej analizuje, migdzy innymi wykorzystujgc analizg PCA (principal component analysis).
Wyniki sg przedstawione w formie tabel i wykresow, oddziatlywania s3 pogrupowane i
sklasyfikowane. Wymienione s3 czynniki, ktére s3 odpowiedzialne za zréznicowanie czasow
rezydencji tych ligandéw. Jednak szkoda, ze kontakty i aminokwasy, ktore autorka wymienia jako
najistotniejsze (np. na stronie 89) nie zostaly przedstawione w formie tréjwymiarowej bazujac na
strukturach kompleksow. Utatwitoby to zrozumienie oddzialywan prowadzacych do utworzenia i
utrzymania kompleksu, ktére odpowiadajq tez za dysocjacje ligandéw (czyli czasy rezydencji).

Rozdziat 6 jest zatytutowany Dyskusja i Whioski i jest dosy¢ krotki. Wynika to z tego, ze wczesniej na
koncu kazdego rozdziatu autorka umiescita krotki podrozdziat zatytutowany Podsumowanie i
Konkluzja.

Ponizej wymieniam moje uwagi do rozprawy. Ciekawa jestem zdania autorki dotyczacego kilku
ponizszych zagadnien.

Opis metody dynamiki molekularnej zawiera protokot symulacji, ale brakuje informacji o teorii.
Przydataby sie jaka§ wzmianka o rownaniu ruchu, trajektorii czy polu sitowym, skoro jest to gidwna
technika uzywana przez autorke.

Jakoéé wykreséw pozostawia wiele do zyczenia, gdyz sa nieczytelne. Rozumiem, ze chodzito o
przedstawienie ogélnego trendu, ale chociaz podpisy na osiach powinny byc¢ czytelne.



Czasem sformutowania nie sg jasne lub btedne. Np. str. 18 Cellular pathway originates outside the
cell with the ligand (a molecule that is the initial stimulus) approaching a specific protein. Proces
asocjacji ligandu odbywa sig raczej wewnatrz komorki.

Str. 18 Binding of the ligand to the receptor changes receptor’s shape or activity, allowing it to
transmit the signal or directly induce a change in the cell. Jest to zbyt ogdlnikowe zdanie, w ktorym
nie rozumiem jak wigzanie liganda ma zmieniaé¢ aktywnos¢ receptora.

Str. 39 pierwszy paragraf, jest powtdrzone to samo zdanie zaczynajace sie od , The only pa rameter...”

Str. 40 Dlaczego stosowano starsza wersjg Ambera, czyli Amberl14. Czy wynikafo to z tego, ze
taka stosowano w pract Kokh et al. 2018, dla celéw poréwnania?

Str. 41 Wskazany krok czasowy to 2 fs. Nie widze jednak informacji o tym, aby stosowany byt
algorytm Shake czy Rattle dla wigzan z atomami wodoru. Ten krok czasowy wydaje sie wigc zbyt
dtugi, jesli nie zastosowano odpowiednich rozwigzan.

Str. 52, rys. 3.1 nie sg zdefiniowane skroty M3R oraz DPPA4.

Str. 68 i 68, rysunek 4.4 nie ma rysunku 4.4a, 4.4b, 4.4c i 4.4d, do ktorych autorka odwotuje sig na
stronie 68

Str. 73 Tabela 4.3 Liczby w tabeli powinny mie¢ kropki (np. 0.09) a nie przecinki (0,09), gdyz rozprawa
jest napisana w jezyku angielskim a nie polskim.

Autorka wymienia i w skrdcie opisuje obliczeniowe metody wzmocnionego probkowania stuzace do
wyznaczania statych szybkosci asocjacji czy dysocjacji, ale nie wspomina o dynamice Brownowskiej.
Czy ta technika nie nadaje sie do badania czasow rezydencji?

Brakuje mi chociazby krdtkiego opisu metod doéwiadczalnych stosowanych do wyznaczania czasow
rezydencji. Skoro autorka sprawdza korelacje wynikow symulacji z wynikami doswiadczen,
przydatoby sie zna¢ takze ograniczenia metod doéwiadczalnych i chociazby wspomniec jak te czasy
rezydencji zostaly zmierzone. Czgscig rozprawy byto tez stworzenie bazy danych czasow rezydencji
uzyskanych doswiadczalnie, wigc informacje o technikach doswiadczalnych wyznaczania T czy kon
wzbogacityby te rozprawe.

Pomimo powyzszych uwag uwazam, ze badania mgr inz. Magdaleny tugowskiej dotycza waznego
obszaru dotyczacego oddziatywania ligand-receptor, ktory jest czesto pomijany przy projektowaniu
lekéw. To jak dtugo dany ligand przebywa w miejscu wigzania moze korelowac z jego skutecznoscig
blokowania tego miejsca. Metoda symulacji zostata dobrze dobrana do realizacji celu pracy. Metoda
ta pozwala na wyznaczanie wzglednych czasow rezydencji dla roznych ligandow. Uzytecznym i
praktycznym efektem badar kandydatki jest baza danych zawierajaca doswiadczalne czasy rezydencji
oraz inne wartoéci kinetyczne wyznaczone doswiadczalnie. Baza danych zmierzonych czasow
rezydencji ligandéw wraz z podstawowymi wartoéciami i odnos$nikami, ktora stworzyta autorka



zawiera czasy rezydencji dla 60 kompleksow. Baza ta bedzie uzyteczna dla innych badaczy i mam
nadzieje, ze uzupetniana o nowe dane doswiadczalne, jesli sie pojawia.

Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Magdaleny tugowskiej stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, potwierdza jej wiedze teoretyczng w dziedzinie nauk
inzynieryjno-technicznych, dyscyplinie informatyka techniczna i telekomunikacja oraz umiejetnos¢
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska
spetnia warunki ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, w
szczegolnosci art. 187 tej Ustawy. W zwigzku z tym wnosze o dopuszczenie mgr Magdaleny
tugowskiej do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.



