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Recenzja rozprawy doktorskiej Mgr Marcina Augustyniaka pod tytulem:
“Molecular modeling of complexes of PrkC protein kinase with possible
endogenous targets of phosphorylation activity”.

Kinazy bialkowe to grupa kinaz, ktérych substratami s3 biatka. Enzymy te przeprowadzajg
reakcje fosforylacji czasteczki specyficznego dla danej kinazy biatka. Fosforylacja zwykle
prowadzi do zmiany konformacji czasteczki bialka i w konsekwencji do zmiany jego
aktywnosci, zdolnosci do wigzania si¢ z innymi biatkami albo przemieszczenia czasteczki w
obrebie komorki. Do 30% bialek podlega regulacji na tej drodze; w tym wigkszos¢ szlakow
metabolicznych komorki, zwlaszcza sygnalizacyjnych, angazuje enzymy z grupy Kinaz
bialkowych. W ludzkim genomie zidentyfikowano kilkaset genow kodujacych sekwencje
aminokwasowe kinaz bialkowych stanowig one okolo 2% wszystkich genéw. Funkcja kinaz
biatkowych podlega wielostopniowej regulacji, rOwniez angazujacej kinazy i fosfatazy
biatkowe; fosforylacja biatka kinazy moze zwigksza¢ albo zmniejszac jej aktywnos¢. Biatka
aktywatorowe lub inhibitorowe przez przylaczanie si¢ do domen regulatorowych kinaz
réwniez wplywaja na ich aktywnos¢. Niektore kinazy posiadaja domene regulatorows, ktérg
same moga fosforylowaé, jest to tzw. autofosforylacja albo cis-fosforylacja.

W zaleznosci od rodzaju reszty aminokwasowej, na ktdrg przenoszona jest grupa
fosforanowa, kinazy bialkowe dzielimy na dwie rodziny: kinaz serynowo-treoninowych,
fosforylujgcych reszty treoninowe albo serynowe oraz kinaz tyrozynowych, fosforylujgcych
reszty tyrozynowe bialek. Pewna liczba kinaz nalezy do obu tych grup tzw. dual specificity
kinases.

Dys-regulacja aktywnosci kinaz jest czgsta przyczyna chordb, zwlaszcza nowotworowych.
Dzieki postepowi wiedzy o roli kinaz w wewngtrzkomérkowym przekazywaniu sygnalow w
warunkach zdrowia i patologii opracowano nowe terapie; kilka lekéw bedacych inhibitorami
kinaz bialkowych jest juz dopuszczonych do lecznictwa, inne leki s3 w stadium préb
klinicznych.

Wszystko to o czym wspomnialem powyzej wskazuje na duze teoretyczne i praktyczne
znaczenie podjetej przez mgr Marcina Augustyniaka tematyki.

Promotorem przedlozonej do recenzji rozprawy doktorskiej jest Profesor UG dr hab.
Rajmund Kazmierkiewicz z Pracowni Symulacji Ukladéw Biomolekularnych MWB, znawca
biochemii kinazy PrkC a promotorem pomocniczym Profesor dr hab. Michal Obuchowski z
Zakladu Bakteriologii Molekularnej MWB, specjalizujacy si¢ w badaniach substratow tej
kinazy oraz ich roli w regulacji proceséw komoérkowych. Praca zostala wykonana w Pracowni
Symulacji Uktadow Bio-molekularnych MWB.



Przeslana do recenzji rozprawa przedstawia wyniki badan poswigconych modelom
komplekséw PrkCe - Mg”” . ATP . CpgA. W badanych modelach PrkCc jest fragmentem
katalitycznym enzymu PrkC pochodzacym z B. subtilis ktéry byl w latach ubieglych
modelowany przez Mgr Pawla Gruszczyniskiego w ramach jego rozprawy doktorskiej ktorej
miatem przyjemnos¢ by¢ recenzentem. Struktura i funkcja PrkC wykazuje homologie do
receptora TGF-B. Drugi skladnik biatkowy modelowanego kompleksu CpgA lub YolQ
wedlug starszej symboliki to cyklicznie permutowana GTPaza o znanej strukturze
krystalograficznej (kod PDB: 1T9H) ktéra jest endogennym substratem kinazy PrkC u B.
subtilis.

Recenzowana rozprawa doktorska jest bardzo dobrze napisana w jezyku angielskim na 123
stronach i ma klasyczny uklad. Rozwazania autora poparte s3 239-oma swietnie dobranymi
pozycjami bibliograficznymi, 50-cioma rysunkami (czgsciowo w zbyt malej skali!) oraz 20-
toma tabelami. Niestety korekta koncowego manuskryptu jest nie staranna, gdyz jako
dyslektyk znalazlem w nim 118 bledéw!

Zanim przystapi¢ do oméwienia metod oraz wynikéw modelowania zastosowanych przez
doktoranta chcialbym w tym miejscu scharakteryzowaé problemy przed ktérymi stal autor
TOZprawy.

1. Wielkos¢ badanego ukladu.

Badany kompleks skiada si¢ z dwu czasteczek biatka czgli 562 reszt aminokwasowych
(PrkCc 264 reszty i CpgA 298 reszt), kompleksu Mg”* . ATP, 19 kationéw Mg”",
anionu CI', oraz 30470 modelowych czasteczek wody typu TIP3P. Daje to uklad
ztozony z ~ 100000 atomdéw lub pseudo-atomow! Energia tego uktadu zalezy od okolo
300000 zmiennych.

2. Wymagany czas symulacji.

Bialka sg czgsteczkami elastycznymi znajdujacymi si¢ w stanie ciaglego ruchu ich
fragment6w. Najszybsze ruchy w biatkach to wibracje atomdéw i rotacje grup
metylowych zachodzace w czasie od 10" do 10™ s (ruchy te s3 prawie zupehnie nie
interesujgce z punktu widzenia studiow nad dzialaniem enzymu ale istotnie
zuzywajgce czas procesorOw w trakcie symulacji). Fluktuacje konformacyjne w
strukturze domen zachodza jedynie lokalnie w czasie 1072 do 10? s (ligandy moga
powodowac lokalne uporzadkowanie lub zwiniecie si¢ fragmentu biatka). Dozwolone
prz;:jécia gomu;dzy réznymi rodzajami zwinigcia zachodzg niezwykle rzadko w czasie
107 do 10" s.

Zatem zastosowanie klasycznej dynamiki molekularnej c-MD z czasami symulacji ~ 102 sdo
badania komplekséw PrkCc - Mg®* . ATP . CpgA wymagaly by poshuzenia si¢ komputerem
opartym na kwantowej superpozycji stanow, czyli technice przyszlosci obecnie znajdujacej
si¢ w fazie wstepnych eksperymentow a nie powaznych zastosowan!

W zaistnialej sytuacji mgr Marcin Augustyniak podjal nastepujace decyzje:

1. Zdecydowat si¢ na zastosowanie tzw. przyspieszonej dynamiki molekularnej (a-MD,
ang. accelerated molecular dynamics) co uczynilo probkowanie przestrzeni
konformacyjnej badanych kompleksow osiggalnym, w niemalze wyczerpujacym



stopniu, za wyjsciowa przyjmujac konformacje niskoenergetyczng, bliska naturalnie
wystepujacej w roztworze.

2. Do bezposrednich obliczen postanowil wykorzystaé postep w projektowaniu ukladéw
GPU oraz ich oprogramowanie Wykorzystu_]qce znaczne mozliwosci obliczeniowe
takich uktadéw w obliczeniach a-MD

3. Zdobyl grant na wyposazenie Pracowni Symulacji Ukladéw Bio-molekularnych
MWB, w wyspecjalizowang stacj¢ robocza pracujaca pod kontrolg 64-bitowego
systemu Linux Ubuntu 14.04 LTS z sze$é¢-o rdzeniowym procesorem Intel Core i7 970
3.2GHz, wyposazong w 12 GB pami¢g¢ RAM oraz dwie wysokosprawne karty
graficzne, NVIDIA Tesla C2075 i NVIDIA GeForce GTX 580, oraz w pakiet
programu Amberl6 wykorzystujacy przyspieszenia dostepne dzigki GPU.

W przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskiej mgr Marcin Augustyniak proponuje
realistyczny i w pelni wykonalny protokét przewidywania i modelowania kompleksow
biatkowych wykorzystujacy model selekcji konformacyjnej i przesunieé populacyjnych
rozpoznania molekularnego i oddziatywan migdzy-biatkowych poprzez:

1. Probkowanie przestrzeni konformacyjnej oddzielnych proto-merow.
2. Wyznaczenie ich rozréznialnych konformacji.

3. Wzajemne dokowanie kombinacji tak uzyskanych konformacji.

4. Szczeg6towa obrobke i analize wybranych struktur.

Doktorant zastosowal powyzsze podejscie do PrkCe i CpgA poprzez prébkowanie ich
przestrzeni konformacyjnej oddzielnie za pomoca symulacji a-MD ktére przeprowadzit
wykorzystujgc implementacje¢ programu pmemd dla ukladéw GPU (pmemd.cuda)
wchodzacego w sklad pakietu Amberl6. Konformacje obu proto-meréw wyznaczal on
poprzez analiz¢ klastrowa ich trajektorii. Prawdopodobne struktury komplekséw doktorant
generowal poprzez sztywne dokowanie uzyskanych wezesniej konformacji w mozliwych do
przyjecia kombinacjach, przeszukujac dane w poszukiwaniu mozliwie optymalnych relacji
przestrzennych substratu, kompleksu Mg2 - ATP, oraz kluczowych reszt enzymu. Jako
fundamentalne kryterium oceny i selekcji komplekséw, doktorant przyjat ograniczenia
geometryczne podyktowane typowym dla wigkszosci eukariotycznych kinaz bialkowych
mechanizmem transferu grupy fosforanowej, tzn. mechanizmem: dysocjacyjnym,
bezposrednim, o liniowym uszeregowaniu atoméw fosforu oraz obu atoméw tlenu
(atakujgcego i odchodzacego), z odwrdceniem konfiguracji przenoszonego atomu fosforu
ugrupowania fosforanowego.

Wyniki uzyskane przez doktoranta mozna podsumowacé nastepujaco:

1. Protok6t modelowania oddziatywan migdzy-biatkowych zaproponowany w rozprawie
doktorskiej mgr Marcina Augustyniaka wydaje si¢ byé realistyczny i w pelni
wykonalny w oparciu o procedury a-MD realizowane w oparciu o rozwiazania
sprzetowe GPU.



2. Z racji probkowania przestrzeni konformacyjnej oddzielnych proto-meréw a nie
calego kompleksu mozemy spodziewaé sie ,.falszywie negatywnych” rezultatéw w
przypadkach gdy pewne wysoko energetyczne konformacje enzymu i/lub substratu
charakteryzuja si¢ porownywalnie duza energia wigzania w kompleksie. Tego typu
cecha zaproponowanego przez doktoranta protokolu jest nazywana w inZynierii
podejsciem ,konserwatywnym™ a zatem nie generujacym ..falszywie pozytywnych™
wynikow!

3. Z powyzszej przyczyny biochemicy doswiadczalni powinni powaznie potraktowad
sugesti¢ autora dotyczaca preferowanego miejsca fosforylacji w biatku CpgA jako
Ser227 a nie Ser226 jak twierdzi Absalon i wspolpracownicy.

4. Podobnie nalezalo by eksperymentalnie zweryfikowa¢ przewidziane przez doktoranta
miejsce preferowanej fosforylacji treoniny jako Thr205 a nie raportowane dotychczas
Thr166.

‘Whioski

Stosownie do Rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, recenzja powinna
zawiera¢ oceng, czy rozprawa doktorska odpowiada warunkom Ustawy z dn. 14 marca 2003r
o stopmiach i tytule naukowym oraz czy dorobek naukowy kandydata uzasadnia nadanie
stopnia naukowego doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia.

W chwili powstania tej recenzji, rozprawa doktorska jest jedyng publikacja naukowa jej
autora, gdyz zgodnie z obowigzujagcymi w Polsce przepisami, jej tres¢ musi by¢
upubliczniona i poddana krytyce co najmniej dwu recenzentéw przed jej publiczng obrona.
Poniewaz rozprawa napisana zostala w jezyku angielskim z nalezyta uwaga i troska wigc
mozna si¢ spodziewaC rowniez miedzynarodowych jej czytelnikow. Przeprowadzone w
rozprawie wywody sg jasne i w pelni zrozumiate dla czytajacego, nie znajduje w niej zadnych
bledow logicznych lub formalnych oprocz typograficznych. A zatem rozprawa jest dla mnie
dostatecznym dowodem, ze mgr Marcin Augustyniak jest nalezycie przygotowany do
samodzielnego prowadzenia wymagajacych wysokich kwalifikacji badan naukowych jako
doktor nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia.

W mojej opinii wyniki przedstawione w pracy sa prawidlowe, nowe i interesujgce. Ponadto

sadzg, ze wyniki wzbudzg nalezyte zainteresowanie miedzynarodowe wsrod specjalistow
pracujacych w dziedzinie dynamiki procesow bio-chemicznych z uwzglednieniem réznych
skali czasu.

Podsumowujac powyzsze fakty stwierdzam, ze przedlozona do oceny rozprawa doktorska

spelnia wszystkie wymagania formalne oraz zwyczajowe i rekomenduj¢ nadanie stopnia
doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia Panu mgr Marcinowi Augustyniakowi.
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