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Recenzja

pracy doktorskiej mgra Marcina Augustyniaka
pt.: ,Molecular modeling of complexes of PrkC protein kinase with possible endogenous
targets of phosphorylation activity”

Praca doktorska mgra Marcina Augustyniaka zostala wykonana na Miedzyuczelnianym
Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
pod kierunkiem dr hab. Rajmunda KazZmierkiewicza prof. UG oraz prof. dr hab. Michala
Obuchowskiego. Gtéwnym celem pracy, zdefiniowanym w rozdziale drugim, bylo
zbudowanie modelu molekularnego (komputerowego) bakteryjnej serynowo-treoninowej
kinazy bialkowej PrkC w kompleksie z jej endogennym substratem, jakg jest cyklicznie
permutowana GTPaza CpgA. Praca wykonana zostala z uzyciem metod komputerowego

modelowania molekularnego.

Do budowy kompleksu uzyto modelowej (przewidzianej) struktury kinazy oraz rozwigzanej
metoda dyfrakcji rentgenowskiej struktury CpgA. Modelowg strukture kinazy stanowita
fosforylowana katalityczna wewnatrzkomérkowa domena biatka PrkC skompleksowana z
ATP (pPAM); ta struktura zostata wczesniej wymodelowana i jej opis znajduje w dwoch z
cytowanych publikacjach (w rozprawie jest tylko drobne, trudne do znalezienia, odniesienie
do tego faktu). W strukturze krystalicznej CpgA (kod PDB, 1T9H) brakowalo 19-
aminokwasowego odcinka tancucha peptydowego miedzy resztg 186, a 206. Budowany
kompleks musial spetnia¢ warunek odpowiedniej konfiguracji atomdéw biorgcych udziat w

procesie fosforylacji substratu.

Pierwszym krokiem w realizacji celu pracy bylo przewidzenie przebiegu brakujacego w
zbiorze pdb fragmentu tancucha peptydowego CpgA. Po uzupehieniu brakujgcego fragmentu
struktury, doktorant uzyt konwencjonalnych metod sztywnego dokowania i klastrowania
struktur, by zadokowa¢ substrat do domeny katalitycznej kinazy, a nast¢pnie przeprowadzié
selekcje wygenerowanych struktur, ktore ocenial w oparciu o opracowana przez siebie
sobjective function, OF”. Przed rozpoczeciem dokowania, ze struktury pPAM usunigty zostat
katalityczny jon Mg** skompleksowany z ATP. Dalszym obliczeniom poddane byly

wyselekcjonowane kompleksy albo bez jonu Mg, albo z jonem wprowadzonym do tego



samego miejsca, w ktorego zostal usunigty. Te kompleksy poddano klasycznej symulacji

dynamiki molekularne.

Wskazanymi w badaniach eksperymentalnych miejscami fosforylacji CpgA przez PrkC sg
Thr166, Thr192 i Ser226, jednakze w procesie dokowania i selekcji, wskazane zostaty Serl1,
Ser251 oraz Thr205, jako potencjalne miejsca fosforylacji, czyli przewidziane reszty
aminokwasowe nie pokrywaty si¢ ze wskazanymi eksperymentalnie. Wsrod przewidzianych
przez program DISPHOS i serwer NetPhos miejsc fosforylacji CpgA jest wskazana

eksperymentalnie Ser226, ale brakuje reszt wskazanych w procesie dokowania.

Przeprowadzone 5-ns klasyczne symulacje MD na kompleksach z jonem Mg*" i bez, nie
zagwarantowaly liniowego ustawienia odpowiednich atoméw ATP, CpgA i PrkC
umozliwiajacego przeniesienie grupy y-fosforanowej z ATP na substrat. Wskazaty jednak, ze

obecno$¢ Mg®* jest konieczna dla aktywnosci enzymatycznej PrkC.

Przyczyna braku korzystnej konfiguracji atoméw w symulowanych strukturach mogg by¢
niedoskonatosci metodyczne badan, takie jak: (1) zbyt krotkie symulacje MD, co jest tatwe do
poprawienia; (2) niepoprawny opis oddzialywan niewigzacych. Wyliczajgc parametry
klasycznej symulacji MD (strona 41), doktorant, stwierdza: ,,I have used 1 fs step length, 124
cutoff for nonbonded interactions calculation, and SHAKE algorithm ...”. Jednakze, badany
uktad zawierat natadowane reszty aminokwasowe oraz jony — symulacje MD takiego ukladu,
by poprawnie odwzorowaé oddzialywania niewiazace, wymagajg uzycia metody Ewalda. W
doktoracie nie ma mowy o zastosowaniu sumowaniu Ewalda. Z nazwy modutu oraz uzytego
modelu wody, mozna si¢ domysla¢, ze w przypadku przyspieszonej dynamiki molekularnej
zostala uzyta ta metoda, ale tez nie jest to w sposob jawny powiedziane. Jesli rzeczywiscie
doktorant nie uzyl metody Ewalda w klasycznej symulacji, to, jak wskazujg opisane w
literaturze testy, otrzymat uklad w stanie czgsciowo zamrozonym, wigc wyniki tej czesci

badan nie sg miarodajne.
W pracy brakuje tez informacji jak zostaty sparametryzowane jony Mg*".

W dalszej czesci pracy doktorant wykorzystat zatozenie, ze kompleksy biatkowe tworza sie z
czasteczek w konformacjach wystgpujacych w roztworze, niekoniecznie o najnizszej energii.
Osiagnigcie stanu stabilnego kompleksu moze mie¢ miejsce juz po potaczeniu sie obu
czasteczek biatka w nastgpstwie ich zmian konformacyjnych. Stosujgc przyspieszong
dynamik¢ molekularng, umozliwiajgca przeskanowanie dostgpnej przestrzeni konformacyjnej
dla czasteczki biatka, doktorant wygenerowal bardzo wiele stanéw konformacyjnych enzymu
i substratu. Dla kazdej z czasteczek, podobne struktury pogrupowat w klastry, a nastepnie,

stosujgc sztywne dokowanie, z wybranych przedstawicieli klastrow utworzyt kompleksy.



Kryterium wyboru komplekséw do dalszej analizy bylo takie samo jak w poprzedniej czesci
pracy, tj. odpowiednia konfiguracja atoméw bioracych udziat w procesie fosforylacji

substratu. W sumie otrzymat 979 struktur kompleksu.

W  mojej ocenie analiza 979 struktur kompleksu jest absolutnie niepraktycznym
przedsiewzigciem. Zastanawiam sie¢, czy uzycie innych metod niz symulacja MD nie bytoby
efektywniejsze w poszukiwaniu ,,idealnego” kompleksu. Na przyktad, czy nie lepsze bytoby
uzycie metody symulowanego wyzarzania do optymalizacji wstgpnie zbudowanego
kompleksu, albo metody wymiany replik (replica exchange), ktéra znacznie skuteczniej
przeszukuje przestrzen konformacyjng i daje szans¢ na znalezienie globalnego minimum
uktadu? Wprawdzie doktorant wspomina w Dyskusji, ze symulowane wyzarzanie byto w
literaturze stosowane do uscislania struktur komplekséw biatkowych, ale odrzuca je, wraz z
innymi mozliwymi do zastosowania metodami, jako nie-generujgce nowych oddzialywan
miedzyczasteczkowych. Mozliwe, ze symulowane wyzarzanie nie zmieni wzajemnego
ulozenia czasteczek w kompleksie, ale na pewno umozliwi znalezienie korzystniejszych

oddziatywan migdzyatomowych przez zmiany wzajemnej geometrii grup.

Ciekawe jest tez zagadnienie udziatu czgsteczek wody w stabilizacji kompleksu. Rozumiem,
ze w czasie sztywnego dokowania czasteczki wody sg nieobecne, ale czy w czasie symulacji
MD czasteczki wody nie sg w stanie dostaé¢ si¢ do powierzchni styku obu biatek? Przy
zastosowaniu metody wymiany replik, udziat wody w stabilizacji kompleksu mogltby by¢

jednoznacznie okreslony.

Innym nurtujacym mnie zagadnieniem jest wskazanie treoniny 205 (Thr205), jako
najprawdopodobniejszego miejsce fosforylacji CpgA. Thr205 jest ostatnia ,,domodelowang”
resztg brakujacego w zbiorze pdb fragmentu fancucha peptydowego CpgA. Czy doktorant nie
zauwazyl ,niebezpiecznego zwigzku” miedzy tymi faktami? Zrekonstruowana struktura
CpgA byla optymalizowane jedyni algorytmami gradientowymi, bez przeprowadzania pelnej
walidacja struktury, przynajmniej nie ma o tym wzmianki w pracy, a to nie budzi zaufania.
Dziwi tez regularna struktura przestrzenna tego fragmentu — raczej nalezatoby spodziewa¢ sig
czegos przeciwnego.

W zasadzie, praca pozostawia niedosyt — upraszczajac sprawe, celem doktoratu bylo
zbudowanie takiego kompleksu PrkCe-Mg?"-ATP-CpgA, w ktérym spelniona jest geometria
umozliwiajaca fosforylacje jednej z reszt CpgA przez PrkC. Jednak dopiero faktyczna
fosforylacja odpowiedniej reszty CpgA databy czytelnikowi pelng satysfakcje. Czy doktorant
rozwazal zastosowanie hybrydowej metody quantum mechanics/molecular mechanics

(QM/MD) do przeprowadzenie reakcji fosforylacji? Otrzymatby wtedy bezposrednie



potwierdzenie poprawnosci wskazanego miejsca fosforylacji substratu. Nie wiem, czy metode
hybrydowg daloby si¢ zastosowa¢ do badanego ukladu, ale taka mozliwo$é powinna byé

przedyskutowana w rozprawie.

Sama rozprawa doktorska, pomimo, ze jest ciekawie napisana, nie jest fatwa do czytania —
doktorant zaktada, ze czytajacy ma poréwnywalna z nim wiedzg, co nie koniecznie jest
prawdg. Przez to, pewne zagadnienia, czy poj¢cia nie sg klarownie wyjasnione; szczeg6lnie
trudno bylo mi si¢ zorientowaé w szczegdtach struktury domeny katalityczne PrkC — raz
nazywanej PrkCc, raz pPPAM. Niektore skroty uzywane w tekscie nie sg wykazane na liscie
skrotow, zdania w tekscie sa zawile 1 jest w nich troche literowek. Wspaniale sa natomiast
ilustracje — niezwykle starannie wykonane i $wietnie dobrane. Niestety, w wiekszosci
przypadkéw podpisy pod nimi sg niewystraczajace.

W oparciu o przedstawiong mi do recenzji rozprawe, oceniam, ze doktorant wlozyt duzo
pracy i wysitku w realizacje¢ swojej pracy doktorskiej. Jednak wkiad pracy i wysitek wydaja
si¢ nieproporcjonalnie duze do otrzymanych rezultatdw, co sam doktorant dosé
pesymistycznie stwierdza Dyskusji. Do konca nie jest tez jasne, jaki jest cel prowadzonych
badan — czy wskazanie innych miejsc fosforylacji CpgA niz te wykazane eksperymentalnie,

czy tez (raczej nieudane) potwierdzenie wynikow eksperymentalnych.

Podsumowanie i1 wniosek koncowy: Rozprawa doktorska ma stanowi¢ oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, wykazywac¢ ogolna wiedze teoretyczng kandydata w danej
dyscyplinie naukowej oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez
doktoranta. W trakcie pracy nad doktoratem, mgr Marcin Augustyniak przeprowadzil bardzo
wiele obliczen i analiz, wykorzystat szereg dostgpnych programéw komputerowych i innych
narze¢dzi obliczeniowych umozliwiajacych mu rozwiazanie kolejnych szczegélowych
problem6w badawczych. Opracowat tez wiasny algorytm oceny struktur kompleksu, nazwany
wobjective function, OF”, do wyselekcjonowania najbardziej obiecujacych struktur kompleksu
PrkC-CpgA do ich dalszej analizy. Niewatpliwie, doktorant wykazal duzg bieglosé¢ w
korzystaniu z warsztatu obliczeniowej biologii strukturalnej, co zastuguje na pochwale.
Jednak sama rozprawa doktorska nie dostarcza rozwigzania konkretnego problemu
badawczego, dostarcza natomiast uzytecznych informacji umozliwiajacych kontynuowanie
badan i jest pewnym ,,rozpoznaniem przedpola”. Pomimo to uwazam, ze praca doktorska
mgra Marcina Augustyniaka marginalnie speinia kryteria stawiane pracom doktorskim i
wnosz¢ do Rady Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i

Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgra Marcina Augustyniaka do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Lé ///’,//[0%% Zﬂ / 6; AN 6{‘9“&“



