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Recenzja rozprawy doktorskiej mgra Mateusza Dobrychtopa

Rozprawa doktorska mgra Mateusza Dobrychtopa zatytutowana ,Modelowanie struktur
przestrzennych komplekséw makromolekularnych” zostata napisana pod kierunkiem prof. dra hab.
Janusza Bujnickiego w Instytucie Biologii Molekularnej i Biotechnologii Wydziatu Biologii
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Temat badawczy rozprawy dotyczy modelowania
hybrydowego struktur tréjwymiarowych duzych komplekséw biatek na podstawie potgczenia metod
obliczeniowych z danymi doswiadczalnymi, wiedzy o sekwencji komponentéw kompleksu i ich
ewentualnym podobienstwie do innych molekut. Znajomos$¢ struktury przestrzennej z
doktadnoscig petnoatomowg jest niezwykle istotna dla zrozumienia mechanizmu dziatania
komplekséw makromolekularnych oraz dla zaprojektowania czgsteczek to dziatanie blokujgcych, czyli
inhibitoréw. Znalezienie dobrego celu w duzych makroczgsteczkach jest wiec istotne z punktu
widzenia projektowania lekow.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska jest oparta o wyniki badan autora opublikowanych
w dwodch artykutach. W sumie pan Mateusz Dobrychtop jest wspétautorem trzech artykutow w
bardzo dobrych recenzowanych czasopismach (FEBS Letters, Nucleic Acids Research, DNA Repair).
Czes¢ wynikéw badan przedstawionych w rozprawie dopiero oczekuje na publikacje.

Rozprawa zostata napisana w jezyku polskim, ale zawiera takze krdtkie streszczenie w jezyku
angielskim. Rozprawa wraz z bibliografig liczy prawie 200 stron. Odnosniki literaturowe to 150
pozycji; sg to w wiekszosci artykuty anglojezyczne z listy Journal Citation Reports. Rozprawe bardzo
dobrze sie czyta, gdyz jest napisana poprawnym jezykiem.

Rozprawa ma standardowy ukfad. Istotngjej czescigjest Wstep wprowadzajacy czytelnika w
tematyke wyznaczania struktur przestrzennych biomolekut, zaréwno technikami doswiadczalnymi jak
i teoretycznymi. Autor opisuje w skrocie kompleksy makromolekularne, typu rybosom czy polimerazy
DNA i RNA, ktorych struktury przestrzenne zostaty wyznaczone, a poznanie na ich podstawie
mechanizmu dziatania zostato nagrodzone w kazdym przypadku nagrodg Nobla. W rozdziale Wstep
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pan Mateusz Dobrychtop omawia tez gtéwne metody doswiadczalne wykorzystywane do
wyznaczania struktur biomolekut: krystalografie promieni X, spektroskopie magnetycznego
rezonansu jgdrowego i mikroskopie elektronowga. Podoba mi sie zwtaszcza Tabela 1, w ktorej autor
pokazuje zalety i wady poszczegdlnych metod doswiadczalnych. W kolejnych podrozdziatach autor
omawia metody modelowania struktur przestrzennych makromolekut. Dalej opisuje metody
doswiadczalne, ktére sgpomocne w przewidywaniu oddziatywan miedzy komponentami
makrokomplekséw, choé nie stuzg bezposrednio do wyznaczania ich struktur petnoatomowych. Te
metody to na przyktad sieciowanie chemiczne, FRET, mutageneza ukierunkowana. Autor omawia tez
metody stuzgce do okreslania ksztattu kompleksow, takie jak tomografia elektronowa, czy
niskokgtowe rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego (SAXS). Co istotne opisuje takze metody
hybrydowe, ktére polegajg na tgczeniu danych pochodzacych z doswiadczen z modelowaniem. S3 to
metody, ktére pan Mateusz Dobrychtop stosowat do stworzenia nieznanych modeli przestrzennych
dwdéch kompleksow. Metody hybrydowe i fgczenie danych z réznych zrédet sg fadnie podsumowane
na Rycinie 2. W tym rozdziale autor podkresla przetomowe osiggniecie firmy DeepMind -
oprogramowanie AlphaFold 2 — stuzgce do przewidywania struktur biomolekut, oparte o sieci
neuronowe i gtebokie uczenie maszynowe.

We wstepnej czesci rozprawy pan Mateusz Dobrychtop przedstawia tez dwa kompleksy
makromolekularne, ktérych struktury przestrzenne zostaty przez niego wyznaczone w ramach pracy
doktorskiej. Jeden kompleks to edytosom, ktéry bierze udziat w procesie edycji pre-mRNA u
Swidrowcéw (Trypanosoma brucei). Kompleks ten zawiera 19 biatek i ma mase 0,8 MDa. Drugi
badany kompleks to karboksylaza acylo-CoA pratka gruzlicy (Mycobacterium tuberculosis), ktory
bierze udziat w syntezie kwasu mikolowego u pratkéw i tez zawiera kilkanascie biatek.

W kolejnym jednostronicowym rozdziale pan Mateusz Dobrychtop przedstawia cel pracy. Gtdwnym
celem badawczym kandydata byto stworzenie struktury trojwymiarowej dwodch komplekséw
makromolekularnych: edytosomu i karboksylazy acylo-CoA z wykorzystaniem narzedzia PyRy3D oraz
danych doswiadczalnych. Cel szczegdtowy zawierat umozliwienie wizualizacji w programie Chimera
danych z narzedzia PyRy3D oraz szczegdtowe przetestowanie PyRy3D i porownanie jego dziatania z
innymi podobnymi programami stworzonymi w innych laboratoriach.

Kolejny rozdziat to Materiaty. W tym rozdziale autor wymienia zasoby obliczeniowe, z ktdrych
korzystat, kompleksy biatek, ktére wykorzystat do testowania oprogramowania PyRy3D i opisuje
formaty danych.

W rozdziale 4 zatytutowanym Metody autor opisuje dane wejsciowe do modelowania hybrydowego,
przestrzen symulacji i przeszukiwanie przestrzeni rozwigzan przy natozonych wiezach, funkcje oceny,
parametry wejsciowe, a takze deskryptory wykorzystywane do oceny modeli. Opisuje takze program
UCSF Chimera, do ktdrego napisat modut integrujgcy z narzedziem PyRy3D. W skrécie opisanych
jest takze sze$¢ innych programow stuzgcych do dopasowywania struktur do map gestosci
elektronowej, z ktérymi autor rozprawy poréwnywat program PyRy3D.

Rozdziat 5, Wyniki, dotyczg w pierwszym etapie doktadnego testowania dziatania oprogramowania
PyRy3D, ktére powstato w laboratorium i pod kierunkiem prof. Bujnickiego. Pan Mateusz Dobrychtop
wspottworzyt to narzedzie i podejscia w nim zawarte. Jego zadaniem byto tez napisanie modutu tzw.



wtyczki integrujacej to narzedzie z programem do wizualizacji Chimera oraz dokfadne testy i
porownanie dziatania PyRy3D z innymi dostepnymi narzedziami.

Pierwszy etap obejmowat testy PyRy3D na podstawie zestawu testowego 15 kompleksow.
Przedstawione poréwnanie wynikbw PyRy3D z wynikami uzyskanymi innymi narzedziami jest
whnikliwe. Autor wykonat dosy¢ trudngi zmudng prace, gdyz musiat instalowac i korzystaé z
oprogramowania innych grup badawczych. Jednak poréwnanie dziatania PyRy3D z innymi
narzedziami wskazuje, ze jest to najlepsze oprogramowanie do stworzenia struktur kompleksow na
podstawie danych pochodzacych z réinych zrédet. Takie testy powinien przeprowadzac uzytkownik
nieznajgcy zadnego z testowanych programow, zeby byto to sprawiedliwe i najbardziej wiarygodne.
Autor rozprawy znat dobrze PyRy3D, bo wspottworzyt metode, jednak starat sie uzywac
standardowych plikdw wejsciowych, bez wiedzy eksperta. Oprogramowanie PyRy3D dostarczyto
najwyzszej jakosci modele dla najwiekszej liczby komplekséw. PyRy3D okazat sie wiec
bezkonkurencyjny, za co nalezy sie pochwata nie tylko autorowi tej rozprawy, ale takze wszystkim
wspotautorom tego narzedzia. Mysle, ze ta rozprawa jest dobrg i wtasciwg reklamg narzedzia
PyRy3D.

Kolejne dwie niezwykle istotne czesci wynikow dotyczg modelowania struktury przestrzennej dwéch
komplekséw makromolekularnych, edytosomu i karboksylazy acetylo-CoA, na podstawie ich map o
niskiej rozdzielczosci pochodzacych z kriomikroskopii elektronowej. Opracowanie modeli, ktére
wykorzystaty dane doswiadczalne pozwolito na dostarczenie nowych informacji na temat dziatania
tych kompleksdw makromolekularnych. Pan Mateusz Dobrychtop, stworzyt modele strukturalne,
mimo braku danych dotyczacych niektérych fragmentéw. Dla nieznanych czy nieuporzagdkowanych
regiondw autor rozprawy modelowat ich elastyczng objetosé. Nastepnie przeanalizowat stworzone
modele pod katem ich jakosci oraz istotnosci funkcjonalnych regionéw nieuporzgdkowanych. Na
podstawie stworzonego modelu struktury kompleksu edytosomu mogt stwierdzi¢, ze regiony
nieuporzgdkowane znajdujg sie na powierzchni i odpowiadajg najprawdopodobniej za
aktywnosé¢ opiekunczg wzgledem RNA, a uporzagdkowane domeny wystepujg wewnatrz struktury i
odpowiadajg za sama katalize enzymatyczng. W przypadku karboksylazy acetylo-CoA model
przestrzenny pozwolit autorowi na zaproponowanie dwuetapowego mechanizmu reakgcji
karboksylacji czgsteczki acylo-CoA. Mechanizm ten opiera sie na ruchliwosci tagcznika miedzy dwoma
domenami kompleksu. W przypadku obydwu komplekséow okazato sie, ze modelowanie regiondw
nieuporzgdkowanych, nawet w sposéb gruboziarnisty, jest niezwykle istotne i zaproponowane przez
autora podejscie do obszaréw nieustrukturyzowanych lub nieznanych bardzo dobrze sie sprawdza.

Po rozdziale Wyniki nastepuje interesujgca dyskusja, ktdra swiadczy o niezwyktej dojrzatosci
badawczej autora rozprawy. Autor podkres$la, Zze oprogramowanie oparte na uczeniu maszynowym
nie jest jeszcze w stanie przewidzie¢ aranzacji biatek i RNA w duzych kompleksach molekularnych,
ktore sktadajg sie z wielu komponentéw. Wiemy, ze dla pojedynczych biatek AlphaFold 2 radzi sobie
Swietnie, ale z uktadankg réznych biatek i komplekséw z kwasami nukleinowymi, ktére wchodzg w
sktad maszyn biomolekularnych potrzeba wiecej danych do trenowania oprogramowania.

Ostatni rozdziat zatytutowany Whnioski zawiera krotkie podsumowanie najwazniejszych wynikow
rozprawy.



Rozprawa jest napisana poprawnie jezykowo, nie zauwazytam prawie zadnych literéwek. Widac
starannos¢ autora w pisaniu tekstéw. Autor obiektywnie ocenia wady i zalety stosowanych metod.
Rysunki i schematy w pracy sg schludne i dopracowane merytorycznie. Na przyktad Rycina 8 fadnie
przedstawia dziatanie programu PyRy3D. Rysunki strukturalne rowniez sg klarowne. Czasem autor
umieszcza zbyt dtugie podpisy pod rysunkami, zwtaszcza w rozdziale Wyniki. Z punktu widzenia
recenzenta fatwiej by byto oznaczy¢ biatka czy ich fragmenty na samym rysunku, ale rozumiem, ze te
rysunki byly przygotowywane z myslg o publikacji. Na stronie 72 pojawiajg sie jednak zbyteczne
informacje dotyczacego tego jak mozemy przesuwac i obracaé struktury za pomocg myszy w
Srodowisku graficznym i jak wygladajg odpowiednie komendy (Tabela 5). Jednak wedtug mojej opinii
rozprawa nie powinna by¢ podrecznikiem uzytkownika narzedzia Chimera, a tych pare stron na takie
wyglada.

Ponizej wymieniam, jedynie dla porzadku, kilka drobnych btedéw, ktére zauwazytam w rozprawie:

- str. 25, Srodkowy paragraf, powinno by¢ , uzyskata”

- str. 26, ostatnie zdanie, brakuje przecinka przed , ktore”

- str. 29, sformutowanie ,,... stosuje sie kulki, tym razem najezone czgsteczkami kalmoduliny.” Brzmi
nieco dziwnie, cho¢ pewnie trudno byto dobrac lepszy odpowiednik w jezyku polskim

- str. 49, Rycina 5, powinno by¢ ,wspdtczynnik obsadzenia” a nie , 0sadzenia”

- str. 59, powinno by¢ , jest reprezentowana przez jedng, dwie lub trzy kule”

- str. 155, powinno by¢ ,,wygenerowa¢ model”

- str. 165, powinno by¢ ,,wprowadzono kolejnych 150 niezaleznych symulacji”

Ciekawa tez jestem zdania autora dotyczgcego kilku zagadnien, ktére wymieniam ponizej.

Str. 48 Nie jest dla mnie jasne po co robiono testy programu PyRy3D dla komplekséw, dla ktérych
mapy gestosci elektronowej byty symulowane. Dlaczego nie badano jedynie komplekséw, dla ktdrych
znane s3 eksperymentalne mapy gestosci elektronowej? Czy takie poréwnanie z idealnie

wygenerowanymi mapami miato sens?

Str. 62 Jakie byto prawdopodobienstwo akceptacji nizej ocenionego modelu? Czy byto ono okreslane
metodg prob i btedéw?

Str. 87 Czy wybrane do testow porownawczych kompleksy zawieraty rejony nieuporzgdkowane?

Czy mozina tgczy¢ w jednym tancuchu model petnoatomowy z gruboziarnistym w przypadku
fragmentdéw dtuzszych niz 30 aminokwasow?

Jak ustalane sg wagi dla sktadowych funkcji oceny?

Czy testowano i poréwnywano narzedzie PyRy3D dla kompleksow makromolekularnych
zawierajgcych RNA lub DNA?

Str. 130 Mapa gestosci elektronowej edytosomu pochodzi z 2009 roku, czy nie byto nowszej mapy?



Jakie autor ma pomysty na zablokowanie dziatania edytosomu na podstawie wyznaczonej przez
siebie struktury tego kompleksu?

Program AlphaFold 2 dobrze przewiduje struktury biatek i pewnie jego odpowiednik dla kwasow
nukleinowych pojawi sie niedtugo, gdy tylko bedzie dostepnych wiecej struktur RNA pozwalajgcych
na wyuczenie tego oprogramowania. Jednak wyznaczenie struktur przestrzennych kompleksow
kilkudziesieciu biatek i kwaséw nukleinowych nie jest tatwym procesem i wymaga integracji wielu
metod doswiadczalnych i obliczeniowych. Takg integracje wielu metod przeprowadzit mgr Mateusz
Dobrychtop w ramach rozprawy doktorskiej. Wymagato to dopasowywania struktur pojedynczych
komponentéow uktadu do rdéinych map gestosci elektronowej, wykorzystania wiezéw NMR, czy
wiedzy o regionach nieuporzadkowanych. O ile metody wyznaczania struktur przestrzennych
pojedynczych biatek sg juz w zasadzie ogdlnodostepne i problem mozna uznaé za rozwigzany, to
przewidywanie struktur ich komplekséw wymaga jeszcze sporo pracy. Istotng prace badawczg w tym
kierunku wykonat wtasnie pan Mateusz Dobrychtop, zaréwno jesli chodzi o narzedzia jak i stworzenie
modeli przestrzennych dwadch istotnych makrokomplekséw. Prace te doceniam i uwazam, ze badania
pana Mateusza Dobrychtopa znaczaco przyczynity siedo rozwoju metod hybrydowych
przewidywania struktur komplekséw makromolekularnych.

Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgra Mateusza Dobrychtopa stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, potwierdza jego wiedze teoretyczng w dyscyplinie nauk
biologicznych oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Przedstawiona mi do
oceny rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003
roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki. W zwigzku
z tym wnosze o dopuszczenie mgra Mateusza Dobrychtopa do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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