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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Sylwii Czach

Rozprawa doktorska mgr Sylwii Czach jest zatytutowana ,Komputerowe modelowanie zmian
strukturalnych w wybranych biatkach i ligandach regulowanych optycznie" (ang. "Computational
Modeling of Structural Changes in Selected Optically Regulated Proteins and Ligands”). Promotorem
tej rozprawy jest prof. dr hab. Wiestaw Nowak z Woydziatu Fizyki, Astronomii i Informatyki
Stosowanej, Instytutu Fizyki UMK, a promotorem pomocniczym dr inz. Jakub Rydzewski.

Tematyka rozprawy dotyczy dalekozasiegowych zmian strukturalnych zachodzacych w biatkach
fotoaktywnych metodami obliczeniowymi, w szczegélnosci metodami dynamiki molekularnej ze
wzmocnionym prébkowaniem oraz opartymi na uczeniu maszynowym. Biatka w roztworach sg
dynamiczne, ale w odpowiedzi na srodowisko ta dynamika sie zmienia i moze zosta¢ ukierunkowana
funkcjonalnie. Jednym z elementéw Srodowiska, ktéry moze takie zmiany wywotaé, jest Swiatto.
Istniejg biatka, ktére posiadajg wewnatrz swojej struktury chromofory. Chromofory ulegajg
wzbudzeniu przy odpowiedniej dtugosci fali, co skutkuje zmiang konformacyjna, na przyktad typu cis-
trans, czyli obrotem okreslonej grupy chemicznej wokét wigzania, co moze wywota¢ dalekozasiegowe
konsekwencje dla dynamiki biatka. Z kolei zmiana konformacyjna moze by¢ zwigzana z
funkcjg biologiczng biatka. Co wazne, takie procesy sg odwracalne i moggzachodzi¢c w
sposadb cykliczny.

Efektem badan doktorantki przedstawionych w rozprawie sg trzy opublikowane oryginalne artykuty
naukowe (w Journal of Physical Chemistry B w roku 2022, w Cellular Signalling w roku 2023 oraz w
Physical Biology w roku 2025), jedna praca przeglagdowa umieszczona jako preprint w serwisie arXiv i
jeden artykut w przygotowaniu.

Tematyka rozprawy jest spdjna i dotyczy biatek regulowanych optycznie, jednak format rozprawy nie
jest standardowy. Autorka podzielita rozprawe na opis uktadéw, ktérymi sie zajmowata, poprzedzajac
catos$¢ wstepem dotyczgcym fotoaktywnych biatek i metod obliczeniowych. Rozprawa jest napisana
w jezyku angielskim, ale zawiera streszczenie w jezyku polskim. Cato$¢ zajmuje ponad 150 stron
maszynopisu.
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W podrozdziale 1.1 autorka przedstawia cel rozprawy, ktérym byta charakterystyka trzech biatek
regulowanych optycznie z wykorzystaniem metod obliczeniowych oraz wyjasnienie mechanizméw
molekularnych odpowiedzialnych za ich dziatanie. Rozprawa jest podzielona na cze$¢ przeglagdowa
oraz trzy czesci poswiecone wybranym uktadom. W czesci wprowadzajgcej autorka omawia strukture
i mechanizmy dziatania biatek fotoaktywnych, trudnosci zwigzane z badaniem ich przemian
konformacyjnych oraz metody obliczeniowe pozwalajgce analizowac¢ te procesy na poziomie
atomowym.

Wstep (Rozdziat 1) rozprawy doktorskiej oparty jest na pracy przegladowej, ktéra wedtug mojej
wiedzy nie zostata jeszcze opublikowana przez wydawnictwo Springer, ale jest umieszczona jako
preprint w repozytorium arXiv. W poréwnaniu z preprintem rozdziat autorki w doktoracie zostat
znacznie rozszerzony, zwtaszcza jesli chodzi o metody. W preprincie autorka wystepuje jako pierwsza
z trzech autoréw manuskryptu.

We wstepie autorka najpierw porzadkuje wiedze o gtéwnych rodzinach fotoreceptoréw wedtug typu
chromoforu i mechanizmu fotoaktywacji, podsumowujac te wiedze w Tabeli 1.1. Omawiane rodziny
biatek to: ksantopsyny (ang. xanthopsins) z modelowym fotoaktywnym biatkiem zéttym (ang.
photoactive yellow protein, PYP) i kwasem p-kumarowym jako chromoforem; fitochromy (ang.
phytochromes) z przyktadem bakteryjnego fitochromu (BphP) i biliwerdyny; rodopsyny (ang.
rhodopsins) obejmujace rodopsyne wzrokowg oraz rodopsyny kanatowe (ChR1, ChR2); kryptochromy
(ang. cryptochromes), fototropiny (ang. phototropins), biatka BLUF (ang. Blue Light Using Flavin); oraz
biatka fluorescencyjne, przede wszystkim biatko zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein,
GFP). We wstepie autorka podkresla, ze mozliwa jest optyczna regulacja biatek niefotoaktywnych
poprzez ich fuzje z fragmentami fotoaktywnymi. Po oswietleniu cze$¢ fotoaktywna ulega zmianie
konformacyjnej, ktéra przenosi sie na biatko niefotoaktywne i moduluje jego konformacje,
oddziatywania, a w konsekwencji takze aktywnos¢.

Wstep dotyczacy biatek fotoaktywnych jest usystematyzowany i dobrze sie go czyta, cho¢ ma cechy
pracy przeglagdowej. Na uwage zastugujg rysunki struktur reprezentantéw rodzin i chromoforéw,
przedstawione na rysunku 1.2, ktére sg utrzymane w jednolitym stylu i kolorystyce.

Po opisie grup biatek fotoaktywnych, pani Sylwia Czach opisuje metody obliczeniowe stosowane do
ich badania. Metody i ich skale czasowe sg podsumowane w Tabeli 1.2. Autorka wyrdznia pieé
gtéwnych klas metod obliczeniowych, a dodatkowo wskazuje uczenie maszynowe jako kierunek
dalszego rozwoju. Pierwsza z opisanych metod stosowanych do analizy tych ukfadéw to
bioinformatyka (rozumiana jako narzedzia do analizy sekwencji, przewidywania struktury, adnotacji
funkcjonalnej i analizy ewolucyjnej). Autorka podkresla jednak, ze narzedzia do przewidywania
struktury sg pomocne w okreslaniu struktury stanu podstawowego i nie przewidujg zmian
wywotanych Swiattem.

Kolejna opisana metoda to klasyczna dynamika molekularna, wraz z funkcjg energii potencjalnej oraz
podstawowym algorytmem Verleta do catkowania réwnan ruchu. Pani Sylwia Czach podkresla, ze dla
biatek fotoaktywnych szczegdélnym problemem w symulacjach dynamiki molekularnej jest obecnos¢
niestandardowych reszt wchodzgcych w sktad chromoforéw, ktére wymagajg dodatkowej



parametryzacji opartej na obliczeniach kwantowo-chemicznych. Podoba mi sie zwtaszcza sposéb, w
jaki autorka zobrazowata pojecie pola sitowego na rysunku 1.8.

Nastepna podsekcja dotyczy metod wzmocnionego probkowania w dynamice molekularnej. W tej
czesci autorka wymienia podstawowe techniki, takie jak umbrella sampling czy dynamika
molekularna z wymiang replik (ang. replica-exchange molecular dynamics, REMD). Przedstawia
tez pojecie zmiennych kolektywnych (ang. collective variables).

Kolejna krotko opisana grupa metod to obliczenia kwantowe, ktére stuzg do opisu struktury
elektronowej chromoforéw, stanéw wzbudzonych i proceséw fotochemicznych. Autorka wymienia
przede wszystkim metode TD-DFT (ang. time-dependent density functional theory) do opisu absorpcji
Swiatta, widm i witasnosci stanéw wzbudzonych oraz metody wielokonfiguracyjne, zwtaszcza CASSCF,
do modelowania proceséw fotochemicznych wymagajgcych jawnego potraktowania korelacji
elektronowej. Autorka opisuje tez metody hybrydowe (ang. quantum mechanics/molecular
mechanics QM/MM), ktére pozwalajg potaczy¢ doktadny opis kwantowy fragmentu uktadu z opisem
klasycznym reszty biatka i rozpuszczalnika. Region QM obejmuje zwykle chromofor i jego najblizsze
otoczenie, a region opisywany mechanikg molekularng pozostatg czes$¢ biatka i sSrodowisko.

Nastepna grupa metod to metody dynamiki nieadiabatycznej (ang. nonadiabatic molecular dynamics,
NAMD) stuzagce do badania proceséw wywotanych Swiattem, takich jak dynamika standw
wzbudzonych, konwersja wewnetrzna i reakcje fotochemiczne. W biatkach fotoaktywnych
pochtoniecie fotonu przez chromofor prowadzi do przejécia ze stanu podstawowego do standéw
wzbudzonych, a nastepnie do relaksacji poprzez przejscia nieadiabatyczne miedzy stanami
elektronowymi. Klasyczna dynamika w przyblizeniu Borna—Oppenheimera w ogdlnosci nie wystarcza
do symulacji tego typu proceséw, gdyz zaktada natychmiastowe dostosowanie elektronéw do ruchu
jader. Natomiast w NAMD jednoczes$nie $Sledzone sg zmiany potozenia jgder i obsadzen standw
elektronowych.

Metody oparte na uczeniu maszynowym (ang. machine learning, ML) sg rowniez wymienione w
rozprawie jako rozwijajgce sie metody, ktére bedg wspiera¢ symulacje fotoaktywnych ukfadéw.
Autorka wskazuje, ze metody ML mogg by¢ przydatne miedzy innymi do wyznaczenia wspétrzednych
reakcji z trajektorii dynamiki molekularnej czy do parametryzacji pdl sitowych.

Metody sg opisane wiasciwie, w wiekszosci w formie zblizonej do publikacyjnej, ale w stopniu
wystarczajgcym do zrozumienia dalszej czesci rozprawy. Rozdziat 1 oceniam jako istotny, dobrze
napisany i tadnie wkomponowany w catos¢ rozprawy.

W kolejnych rozdziatach autorka przechodzi do opisu wynikdw badan oryginalnych. Wszystkie
rozdziaty zawierajg krotki wstep dotyczacy charakterystyki strukturalnej i funkcjonalnej opisywanego
uktadu wraz z celem badawczym, sekcje Materiaty i metody, Wyniki oraz Podsumowanie.

Rozdziat 2 dotyczy badan nad systemem bakteryjnego fitochromu (BphP) i biliwerdyny i jest oparty
na publikacji w Journal of Physical Chemistry B, 126 (14), 2647-2657, 2022, w ktérej pani Sylwia Czach
jest trzecig z pieciu autorow. Autorka skupita sie na termodynamice tego uktadu, stosujgc metode
wzmochionego probkowania (ang. variationally enhanced sampling, VES). Tak dobrana metoda



symulacji pozwolita pokonaé bariery energii swobodnej zwigzane z fotoizomeryzacja. Autorka
wykazata, ze dwa konformery biliwerdyny (o nazwach Pr i Pfr) charakteryzuje odmienny krajobraz
energii swobodnej oraz rézine stany metastabilne. Wyznaczyta takze bariery pomiedzy tymi
metastanami. Najwazniejszym odkryciem byto zaobserwowanie nieznanego wczesniej stanu
posredniego formy Pfr biliwerdyny, ktéry w ciemnosci moze by¢ odwracalnie przeksztatcony do stanu
Pr. Autorka okredlita tez role biatka jako czynnego i dynamicznego srodowiska w tym procesie.
Wykazata na przyktad, ze w formie Pr liczba wigzan wodorowych chromoforu z resztami biatka jest
dwukrotnie wieksza niz w formie Pfr, co ogranicza ruchliwo$é. Taka szczegétowa analiza dynamiki
konformacyjnej chromofora w biatku pokazata ztozonos¢ procesu na poziomie atomowym i
mozliwos$¢ zmian konformacyjnych réwniez w stanie niewzbudzonym. Obserwacje z takim poziomem
szczegbtowosci nie bytyby mozliwe do uzyskania metodami doswiadczalnymi.

Rozdziat 3 jest oparty na wynikach badan, ktére majg zosta¢ opublikowane w formie pracy
dwuautorskiej (pani Sylwia Czach bedzie pierwszg i wiodacg autorka). Rozdziat ten dotyczy matego,
globularnego fotoaktywnego biatka zottego (PYP), posiadajgcego jako chromofor kwas p-kumarowy.
PYP jest fotoreceptorem sSwiatta niebieskiego, ktdry przechodzi przez fotocykl obejmujgcy szereg
indukowanych $wiattem zmian konformacyjnych i chemicznych chromoforu i struktury biatka. Ten
odwracalny proces rozpoczyna sie w stanie podstawowym i obejmuje szereg standéw posrednich o
odmiennych wiasciwosciach spektroskopowych i strukturalnych, prowadzgc ostatecznie do
powstania dfugo zyjgcego stanu.

Ten dobrze poznany uktad fotoreceptorowy zostat zbadany przy uzyciu metod opartych na uczeniu
maszynowym, a mianowicie metody spektralnej mapy (ang. spectral map, SM) opracowanej i
opublikowanej przez dra hab. Jakuba Rydzewskiego, prof. UMK. Po parametryzacji pola sitowego i
przeprowadzeniu symulacji dynamiki molekularnej dane pochodzace 2z trajektorii zostaty
wykorzystane do trenowania sieci neuronowych, wyznaczenia zmiennych kolektywnych (ang.
collective variables, CV) oraz okreslenia, w jaki sposéb lokalne zmiany w otoczeniu chromoforu
wptywajg na wieksze zmiany strukturalne w biatku. Autorka zdefiniowata deskryptory pozwalajgce
zredukowal przestrzen opisu dynamiki biatka, a nastepnie przedstawita w tak wyznaczonych
zmiennych kolektywnych powierzchnie energii swobodnej i zanalizowata stany metastabilne.

Rozdziat 4 jest oparty na publikacji w czasopismie Cellular Signalling, 106, 110641, 2023, w ktorej
pani Sylwia Czach wystepuje jako trzecia z pieciu autoréw. Jest to praca doswiadczalno-obliczeniowa,
w ktérej pani Sylwia Czach przeprowadzita i przeanalizowata wyniki symulacji oraz bytfa
odpowiedzialna za przedstawienie tych wynikdw w publikacji w kontekscie biologicznym.

Gtéwnym przedmiotem badan przedstawionych w rozdziale 4 byt receptor P2X7 jako potencjalny cel
terapeutyczny w leczeniu glejaka. Autorka ocenita tez mozliwo$¢ indukowanej swiattem regulacji
ludzkiego receptora P2X7 przez fotoaktywne ligandy. Zastosowane metody obliczeniowe obejmowaty
zbudowanie modelu struktury ludzkiego receptora hP2X7 oraz dokowanie molekularne réznych
ligandow do kieszeni wigzgcej. Autorka szczegétowo opisata weryfikacje modelu struktury receptora,
ktory przygotowata z wykorzystaniem programéw SWISS-MODEL i AlphaFold2. Opisata takze
przygotowanie fotoaktywnych ligandéw, ktére byly dokowane do receptora, wraz z oceng
powinowactwa tych zwigzkéw do kieszeni wigzgcej ATP. Ligandy dokowata zaréwno w konformacji
cis, jak i trans, czyli przed i po fotoaktywacji lub po zajsciu innego mechanizmu prowadzacego do



zmiany konformacji. Autorka po raz pierwszy scharakteryzowata miejsce wigzania proleku
temozolomidu (TMZ) w strukturze ludzkiego receptora P2X7. Obiecujgce wyniki dokowania sugeruja,
ze zastosowanie ligandéw fotoaktywnych moze stanowié perspektywiczny kierunek dalszych badan
nad opracowaniem nowych zwigzkéw terapeutycznych. Badania obliczeniowe, wspdlnie z danymi
doswiadczalnymi, pozwolity zaproponowaé model, w ktérym przy wystarczajgcym stezeniu ATP,
skuteczne mogg by¢ niskie dawki TMZ, co zwieksza jego biodostepnos¢ wewngtrzkomodrkowg i moze
nasila¢ apoptoze.

Rozdziat 5 to podsumowanie rozprawy. W rozprawie cytowano 556 artykutdw naukowych, co
stanowi imponujaca liczbe.

Po przeczytaniu rozprawy nasuneto mi sie kilka pytan i znalaztam kilka drobnych btedéw edytorskich,
ktdére nie wptywaja na jakosé rozprawy.

Zadokowano ponad 40 ligandéw do P2X7. Na stronie 86 autorka skrétowo opisata ich wyboér. Nie
byto dla mnie jasne, jak dobrano ligandy fotoaktywne, gdyz prawdopodobnie kierowano sie nie tylko
kryteriami dostepnosci komercyjnej. Czy mogtabym prosi¢ o bardziej szczegdétowe wyjasnienie tej
kwestii? Zrozumiatam, ze tego typu ligandy fotoaktywne nie byty dotychczas testowane
doswiadczalnie w kontekscie receptora P2X7, ale chciatabym to potwierdzic.

Znalaztam kilka drobnych btedéw edytorskich, ale nie wptywajg one w zadnym stopniu na jakos¢
rozprawy, na przykfad:

strona xii, powinno by¢: discussing

podrozdziat 1.1, powinno by¢: The text outlines the challenges associated with studying such systems
and reviews computational methods

rysunek 2.3, powinno by¢: Close-up view

strona 109, "The results of the commercial docking of compounds...." Najpewniej nie chodzito o
"komercyjne dokowanie", lecz o dokowanie zwigzkéw dostepnych komercyjnie.

W rozdziale 4, w tabelach 4.4 i kolejnych nie podano jednostek wynikéw dokowania. Podpisy tabel
sprawiajg wrazenie niedokornczonych. Podano wartosci srednie, ale czy w takim razie nie nalezatoby
podac tez btedow? Czy liczba cyfr znaczacych w tych tabelach nie jest zbyt duza?

Uwazam, ze wyniki pani Sylwii Czach sg niezwykle wartosciowe, a badane uktady stanowig duze
wyzwanie dla metod dynamiki molekularnej, poniewaz zmian konformacyjnych nie mozna w tych
symulacjach w prosty sposéb indukowac¢ swiattem. Autorka musiata wiec dostosowac metody i
zastosowac rézne zabiegi metodyczne, aby odtworzy¢ ten proces w symulacjach. Zaréwno obiekty
badan, jak i zastosowane metody s3 w tej rozprawie niestandardowe i nowatorsko pofaczone.
Rozprawe cechujg starannie przygotowane rysunki.



Ponadto cele rozprawy doktorskiej mgr Sylwii Czach zostaly dobrze sformutowane, w petni
zrealizowane oraz sg zgodne z wynikami badan autorki. Autorka podjeta sie badan bardzo trudnych
uktadéw biatkowych, ktére reagujg na wzbudzenie Swiattem i propaguja w ten sposéb dynamike
ukfadu zwigzang z funkcja. Ogrom wykonanej pracy, trudne analizy i wtasciwy dobdér metod
spowodowaty, ze udato sie odpowiedzie¢ na pytania badawcze dotyczgce krajobrazu energetycznego
w stanach podstawowych i wzbudzonych. Autorka nie musiata stosowaé szczegétowego opisu
kwantowo-mechanicznego pofaczonego z dynamika, gdyz wiasciwie dobrata metody badawcze.

Podsumowujac, stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Sylwii Czach przedstawia oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, potwierdza wiedze teoretyczng mgr Sylwii Czach w dziedzinie
nauk S$cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki fizyczne, oraz potwierdza umiejetnos$¢
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa
doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyZszym i nauce z dnia
20 lipca 2018 roku (Dz. U. z 2024 r. poz. 1571 z pdzn. zm.). W zwigzku z tym wnosze o dopuszczenie
mgr Sylwii Czach do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na liczbe i jakos¢ opublikowanych artykutéw oraz nowatorskie podejscie do symulacji
biatek regulowanych optycznie wnosze o wyrdznienie rozprawy. Autorka pokazata, ze metody
obliczeniowe moga by¢ uzyte do opisu mechanizméw dziatania biatek fotoaktywnych, do
projektowania ich ligandéw oraz nowych uktadéw regulowanych $wiattem. Cze$¢ metod badawczych
nie byta dotad stosowana do biatek fotoaktywnych. Wyniki przedstawione w rozprawie sg oryginalne
i w wiekszosci opublikowane w czasopismach z listy JCR.



