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RECENZJA
rozprawy doktorskiej pani mgr Sylwii Czach pt. ,,Computational Modeling of Structural

Changes in Selected Optically Regulated Proteins and Ligands”.

Rozprawa doktorska, ktérg mam przyjemnosc oceniaé, zostata przygotowana przez panig mgr
Sylwie Czach w Katedrze Biofizyki, na Wydziale Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, pod kierunkiem prof. dr. hab. Wiestawa Nowaka
(promotor) oraz dr. inz. Jakuba Rydzewskiego (promotor pomocniczy). Praca, napisana
w jezyku angielskim i zatytutowana , Computational Modeling of Structural Changes in
Selected Optically Regulated Proteins and Ligands”, dotyczy atomistycznego modelowania
mechanizméw konwersji energii promieniowania elektromagnetycznego w odpowiedz
strukturalng biatek. W szczegdlnosci koncentruje sie na rekonstrukcji krajobrazéw energii
swobodnej oraz identyfikacji standw metastabilnych w naturalnych fotoreceptorach
zawierajgcych izomeryzujace chromofory, a takze na analizie mozliwosci fotofarmakologicznej
modulacji biatek pozbawionych wfasnych centréw absorpcyjnych poprzez zastosowanie
ligandéw fotoaktywnych. Realizujgc powyisze cele, Autorka analizuje zaréwno klasyczne
fotoreceptory biatkowe, bakteriofitochrom oraz Photoactive Yellow Protein (PYP), w ktérych
lokalna fotoizomeryzacja chromoforu inicjuje wieloskalowa reorganizacje struktury biatka, jak
i receptor purynergiczny P2X7, ktorego aktywnos¢ prébowano kontrolowaé poprzez wigzanie
ligandow fotoizomeryzujacych.

Badania molekularnych mechanizméw dziatania biatek fotoaktywnych maja istotne znaczenie
zarowno poznawcze, jak i aplikacyjne. W uktadach tych absorpcja fotonu prowadzi do przejscia
chromoforu w stan wzbudzony, a nastepnie, po ultrakrétkotrwatej ewolucji na powierzchni
wzbudzonej, do powrotu do elektronowego stanu podstawowego w nowej konfiguracji
geometrycznej. To wtasnie ta zmiana konformacji chromoforu, utrwalona juz na poziomie So,
inicjuje kaskade reorganizacji strukturalnej biatka, obejmujacg przebudowe lokalnej sieci
wigzan wodorowych, zmiane oddziatywan elektrostatycznych oraz propagacje sygnatu na
odlegte domeny.

Opis tych proceséw wymaga narzedzi obliczeniowych pozwalajacych rekonstruowac
wielowymiarowe krajobrazy energii swobodnej, identyfikowa¢ stany metastabilne oraz



charakteryzowac rzadkie przejscia konformacyjne odpowiedzialne za funkcjonalng odpowiedz
uktadu. Jednoczesnie rozwdj optogenetyki, inzynierii biatek oraz fotofarmakologii nadaje tego
typu badaniom wyrazny wymiar praktyczny, wskazujgc na mozliwos$é projektowania uktadow
o kontrolowanej, $wiattozaleznej aktywnosci.

Rozdziat wprowadzajacy stanowi dobrze przemyslane i merytorycznie dojrzate wprowadzenie
do problematyki pracy. Autorka omawia biatka swiattoczute jako szczegdlng klase uktadow
biologicznych, w ktérych absorpcja fotonu prowadzi do kontrolowanej reorganizacji
strukturalnej i funkcjonalnej. Przedstawia giéwne rodziny fotoreceptoréw, réznorodnosc
typoéw chromoforéw oraz odmienne mechanizmy inicjacji sygnatu — od fotoizomeryzacji,
poprzez transfer elektronu i protonu, po tworzenie przejsciowych adduktéw kowalencyjnych.
Opis ten osadzony jest w kontekscie podstawowych zagadnien fotochemii i fotofizyki: roli
standéw wzbudzonych, relaksacji do stanu podstawowego oraz konsekwencji geometrycznej
reorganizacji chromoforu dla dalszej dynamiki biatka.

Réwnolegle wstep zawiera szeroki przeglad metod obliczeniowych stosowanych w badaniach
uktadéw fotoaktywnych. Omdwione zostaty klasyczne symulacje dynamiki molekularnej,
metody wzmocnionego préobkowania stuzgce rekonstrukcji krajobrazéw energii swobodnej,
podejscia hybrydowe QM/MM umozliwiajgce opis stanéw wzbudzonych, a takze coraz
czesciej wykorzystywane techniki oparte na uczeniu maszynowym, pozwalajgce identyfikowac
powolne zmienne kolektywne i redukowac wymiarowos¢ opisu. Wprowadzenie to jest spdjne,
logicznie uporzadkowane i $wiadczy o bardzo dobrej orientacji Doktorantki zaréwno
w zagadnieniach fotochemii i fotofizyki uktadéw biologicznych, jak i w nowoczesnej
metodologii obliczeniowej wykorzystywanej do ich badania.

W mojej ocenie czes¢ wstepna nie ma charakteru czysto kompilacyjnego. Autorka swobodnie
porusza sie miedzy opisem mechanizméw molekularnych a ich formalnym ujeciem
teoretycznym, wskazujac ograniczenia poszczegdlnych podejsé oraz motywujgc wybér metod
zastosowanych w dalszej czesci pracy. W efekcie wstep stanowi nie tylko tto dla
zaprezentowanych wynikdéw, ale takze przekonujgcy dowdd dojrzatosci naukowej Kandydatki
oraz jej kompetencji w zakresie zaréwno fotochemii ukfadéw biologicznych, jak
i zaawansowanego modelowania komputerowego.

Lektura tego interesujgcego i merytorycznie wartosciowego wstepu nasuneta mi jednak kilka
uwag. W czeSci metodologicznej Autorka dos¢ szeroko omawia podejscia QM/MM oraz
dynamike nieadiabatyczng, cho¢ nie zostaly one wykorzystane w dalszych badaniach.
Powoduje to pewng dysproporcje miedzy zakresem zapowiedzianych narzedzi a ich
faktycznym zastosowaniem; bardziej syntetyczne omdwienie tych technik bytoby w mojej
ocenie wystarczajace.

Kolejna uwaga dotyczy stosowanej w kilku miejscach terminologii odnoszacej sie do stanéw
elektronowych i konformacyjnych. W tekscie, a takze na Rys. 1.1, mozna odnies$¢ wrazenie, ze
mianem ,stanu podstawowego” okreslana jest wytgcznie niskoenergetyczna konformacja



chromoforu w minimum globalnym na powierzchni So, natomiast alternatywna konformacja
(np. forma trans biliwerdyny) bywa opisywana jako ,stan wzbudzony”. Tymczasem jest to
w istocie inne minimum energetyczne na tej samej powierzchni elektronowego stanu
podstawowego, a nie stan wzbudzony w sensie fotofizycznym. Byé moze jest to jedynie
kwestia uproszczenia jezykowego, jednak takie sformutowania mogg prowadzi¢ do
niejednoznacznosci interpretacyjnych, zwtaszcza w pracy, ktéra w sposéb swiadomy operuje
pojeciami z zakresu fotochemii i dynamiki stanéw wzbudzonych. Drobne doprecyzowanie tej
terminologii zwiekszytoby precyzje przekazu.

Zasadnicza cze$¢ rozprawy ma charakter opracowania cyklu trzech artykutéw naukowych,
dwéch opublikowanych w recenzowanych czasopismach oraz jednej pracy pozostajjcej
w przygotowaniu. Taka forma jest uzasadniona zaréwno zakresem przeprowadzonych badan,
jak i ich spdjnosciag tematyczng. Wktad Autorki w powstanie tych prac zostat jasno
i jednoznacznie okreslony. Z przedstawionych os$wiadczen oraz opisu zakresu prac wynika, ze
pani mgr Sylwia Czach odegrata kluczowgq role w realizacji obliczen, przygotowaniu modeli,
analizie danych oraz opracowaniu wynikéw. W szczegdélnosci to ona odpowiadata za
zasadniczg cze$é pracy obliczeniowej i interpretacyjnej, co nie pozostawia watpliwosci co do
jej samodzielno$ci badawczej oraz rzeczywistego udziatu w powstaniu przedstawionych
rezultatow.

Pierwsza z omawianych prac poswiecona jest analizie dynamiki konformacyjnej chromoforu —
biliwerdyny w dwéch funkcjonalnych formach bakteriofitochromu, Pr i Pfr. Celem byto
ilosciowe scharakteryzowanie krajobrazéw energii swobodnej opisujgcych rotacje wokot
kluczowych wigzan chromoforu (katy dwuscienne @ i W) oraz okreslenie, w jaki sposoéb
srodowisko biatkowe moduluje stabilnos¢ i dostepnos¢ poszczegdlnych stanow
konformacyjnych chromoforu. W tym celu zastosowano metode Variational Enhanced
Sampling (VES), umozliwiajgcg efektywne prébkowanie obszaréw przestrzeni konfiguracyjnej
oddzielonych znacznymi barierami energetycznymi.

Uzyskane wyniki wykazaty wyrazne réznice w topologii krajobrazu energii swobodnej
biliwerdyny w kontekstach strukturalnych Pr i Pfr, w szczegdlnosci w zakresie wzglednej
stabilnosci konformeréw oraz wysokosci barier przejs¢ pomiedzy nimi. Autorka wraz ze
wspodtpracownikami sugerujg, ze roznice te moga mie¢ znaczenie dla kierunkowosci przejsé
Pr<=Pfr oraz dla mechanicznego przekazywania sygnatu z kieszeni chromoforowej do dalszych
elementow strukturalnych fitochromu. Praca dostarcza zatem ilosciowego opisu tego, w jaki
sposdb otoczenie biatkowe ksztattuje konformacyjng elastycznosé chromoforu i potencjalnie
wptywa na efektywnosé procesu fotokonwersji.

W odniesieniu do tej pracy chciatbym zwréci¢ uwage na kwestie zbieznosci rekonstruowanych
krajobrazéw energii swobodnej. W tekscie nie przedstawiono systematycznej analizy
zbieznosci uzyskanych powierzchni, co samo w sobie nie musi by¢ problemem, jednak



w Swietle zaprezentowanych danych rodzi pewne pytania o interpretacje réznic miedzy
krajobrazami form Pr i Pfr. W szczegdlnosci pokazane przebiegi RMSD wykazujg niemal
monotoniczng ewolucje w trakcie 500-ns symulacji VES, osiggajac wartosci rzedu 1 nm, co
sugeruje, ze uktad (przynajmniej na poziomie struktury biatka) nadal eksploruje nowe obszary
przestrzeni konfiguracyjnej. Dodatkowo nie wida¢ wyraznej intensyfikacji przejs¢ wzdtuz
katow @ i W (zwtaszcza dla Pr), podczas gdy przy jednorodnym rozktadzie docelowym w VES
mozna by oczekiwaé coraz czestszej wymiany miedzy minimami energetycznymi. Tego typu
zachowanie obserwowane jest natomiast w dodatkowych symulacjach biliwerdyny w wodzie,
co wskazuje, ze sama procedura VES dziata poprawnie w prostszym uktadzie. W kontekscie
symulacji w biatku brak analogicznego efektu moze sugerowac istotne sprzezenie z wolnymi
stopniami swobody nieuwzglednionymi explicite w doborze CV.

Chciatbym réwniez odnies¢ sie do fragmentu, w ktérym autorzy zestawiajg wysokosci barier
energii swobodnej wyznaczonych na powierzchni stanu podstawowego (So) z energiami
wzbudzenia odpowiadajgcymi przejsciom Pr->Pfr i Pfr->Pr. Rozumiem intencje wskazania
jakosciowej zgodnosci obserwowanych trendéw energetycznych, jednak takie bezposrednie
poréwnanie moze budzi¢ pewne watpliwosci interpretacyjne. 1zomeryzacja chromoforu po
absorpcji fotonu przebiega niemal bezbarierowo na powierzchni wzbudzonej i prowadzi do
relaksacji przez przeciecie stozkowe do nowego minimum na Sy, a zatem nie jest bezposrednio
kontrolowana przez wysokosé¢ bariery rotacyjnej na powierzchni So. W szczegdlnym
przypadku, gdyby topologia powierzchni wzbudzonej byta w przyblizeniu podobna dla
rozwazanych konformerdw, roéznice stabilnosci na So (a zatem rdznice barier) mogtyby
posrednio wptywaé na wartosci energii wzbudzenia. Taka zalezno$¢ nie jest jednak ogdlna
i wymagataby dodatkowego uzasadnienia na poziomie struktury elektronowej uktadu. Nie
podwaza to jakosciowego obrazu przedstawionego w pracy, jednak bardziej ostrozne
sformutowanie tej czesci interpretacji zwiekszytoby jej zgodno$¢ z formalnym opisem
procesow fotochemicznych.

Druga z omawianych prac, pozostajgca w przygotowaniu, dotyczy analizy mechanizmu przejs¢
konformacyjnych w Photoactive Yellow Protein (PYP) z wykorzystaniem narzedzi uczenia
maszynowego. Punktem wyjscia byty klasyczne symulacje dynamiki molekularnej, generujgce
bogaty zbidr trajektorii opisujgcych fluktuacje chromoforu (kwasu p-kumarowego) oraz
otaczajgcej go kieszeni biatkowej PYP. Zasadniczym celem byto jednak nie tyle samo
probkowanie dynamiki, ile identyfikacja powolnych stopni swobody odpowiedzialnych za
funkcjonalne przejscia konformacyjne i zrekonstruowanie odpowiadajgcego im krajobrazu
energii swobodnej.

Najciekawszym elementem tej pracy jest jej wymiar metodologiczny. Autorka uczestniczyta
w rozwinieciu podejscia Spectral Map, pierwotnie sformutowanego w wariancie liniowym,
w kierunku ujecia nieliniowego poprzez zastosowanie gtebokich sieci neuronowych do
mapowania deskryptoréw strukturalnych na zoptymalizowane zmienne kolektywne. Takie
uogélnienie pozwala uchwyci¢ bardziej ztozone, nieliniowe zaleznosci miedzy lokalnymi



fluktuacjami w obrebie kieszeni chromoforowej a globalnymi zmianami konformacyjnymi
biatka i stanowi interesujgca alternatywe wobec klasycznych metod redukcji wymiarowosci,
takich jak nieliniowy wariant metody TICA.

W odniesieniu do tej pracy nie mam zasadniczych uwag krytycznych; chciatbym natomiast
sformutowad dwa pytania doprecyzowujace.

Po pierwsze, interesuje mnie kwestia wyboru liczby standw metastabilnych. W pracy
wskazano, ze okoto 95% dtugoczasowej dynamiki relaksacyjnej odpowiada pierwszym czterem
wartosciom witasnym (co odpowiada wyraznej przerwie spektralnej w widmie macierzy
Markowa). Czy zatem ograniczenie analizy do trzech stanéw metastabilnych wynikato
bezposrednio z obserwowanej struktury spektrum (tj. wyraznego oddzielenia pierwszych
dominujgcych modéw czasowych od dalszych), czy tez byto cze$ciowo motywowane wiedzg
eksperymentalng dotyczacg funkcjonalnego cyklu PYP i znanych stanéw posrednich tego
biatka?

Po drugie, chciatbym zapytaé, czy Autorka rozwazata zastosowanie bardziej formalnego
klastrowania kinetycznego, opartego na strukturze wektoréw wtasnych operatora propagacji
(np. w duchu podejs¢ typu PCCA+ lub pokrewnych metod agregacji stanéw Markowa). Takie
podejscie  mogtoby stanowi¢ niezalezne potwierdzenie obecnosci trzech standéw
metastabilnych, zidentyfikowanych na podstawie rzutowania trajektorii na ,wolng”
podprzestrzen (zy, z,), oraz pozwoli¢ ocenic stopien ich rozdzielnosci kinetyczne;.

Trzecia publikacja ma wyraZnie aplikacyjny charakter i zostata zrealizowana we wspotpracy
z zespotem eksperymentalnym. Jej celem byto zbadanie mozliwosci fotochemicznej modulacji
aktywnosci receptora purynergicznego P2X7 — istotnego z punktu widzenia proceséw
zapalnych i nowotworowych — poprzez zastosowanie ligandéw ulegajacych izomeryzacji cis-
trans. Punktem wyjscia byto opracowanie modelu homologicznego ludzkiego receptora P2X7
na podstawie struktur szczurzych, a nastepnie szczegétowa analiza wifasciwosci
elektrostatycznych i lipofilowych kieszeni wigzacej ATP. Cho¢ wygenerowano takze modele
z uzyciem AlphaFold2 i poréwnano je ze strukturami eksperymentalnymi, wszystkie obliczenia
dokowania przeprowadzono z wykorzystaniem jednego, starannie zweryfikowanego modelu
homologicznego.

W dalszym etapie przeprowadzono szeroko zakrojone dokowanie 43 ligandéw nalezacych do
pieciu grup, obejmujacych m.in. naturalne zwigzki fotoaktywne, leki przeciwnowotworowe,
retinoidy oraz hybrydy BzATP z fragmentami fotoizomeryzujgcymi. W przypadku ligandow
o potencjale fotochemicznym analizowano zaréwno formy trans, jak i cis, aby ocenic
mozliwos¢ roéznicowania powinowactwa do kieszeni ATP w zaleznosci od stanu
izomerycznego. Uzyskane wyniki wskazujg, ze choé¢ wiekszo$¢ zwigzkdw wykazuje
umiarkowane powinowactwo, tylko nieliczne (m.in. pterostiloen oraz wybrane pochodne
BzATP) wykazujg zauwazalne, cho¢ nadal niewielkie réznice energii wigzania miedzy formami
cis i trans. Praca pozwolita wiec wytypowaé zwigzki o najwiekszym potencjale do dalszej



weryfikacji eksperymentalnej oraz wskazata na ograniczenia podejscia opartego wytacznie na
statycznym dokowaniu.

W odniesieniu do wykorzystania AlphaFold2 chciatbym sformutowac jedng uwage, majaca
raczej charakter metodologiczny niz krytyczny. Autorka pisze, ze struktury wygenerowane przy
uzyciu AF2 nie wykazujg istotnych réznic pomiedzy stanem ,otwartym” i ,zamknietym”,
a wysoka niepewnos¢ predykcji w wybranych regionach moze wynikac z braku kompletnych
struktur w bazach danych. Wydaje sie jednak, ze obserwowany brak zréznicowania
konformacyjnego jest w duzej mierze zgodny z naturg samego algorytmu. AF2 w sposob
dominujacy wykorzystuje informacje ewolucyjng zawartg3 w MSA (multiple sequence
alignment), a nie template w sensie klasycznego modelowania homologicznego. W praktyce
oznacza to, ze nawet przy uzyciu réznych ,seedéw” strukturalnych (a nawet bez nich)
predykcja czesto uzbieznia sie do jednej, najbardziej prawdopodobnej konformacji
odpowiadajgcej dominujgcemu minimum ,energetycznemu” w danych ewolucyjnych.
W konsekwencji uzyskanie alternatywnych stanéw funkcjonalnych (np. otwartego
i zamknietego) wymagac¢ moze dodatkowych zabiegéw, takich jak manipulacja gtebokoscia lub
sktadem MSA, jego klastrowanie, czeSciowe maskowanie sekwencji albo zastosowanie
ligandow (w AF3).

Podobnie, obnizona pewnos¢ predykcji w wybranych fragmentach struktury jest zazwyczaj
zwigzana nie tyle z ,brakiem struktur w PDB”, ile z niskg gtebokoscia MSA, zmiennoscia
ewolucyjng danego regionu lub jego wewnetrzng nieuporzagdkowang naturg. Sg to zjawiska
typowe i dobrze znane w kontekscie dziatania AF.

Na poziomie metodologicznym i technicznym rozprawa jednoznacznie swiadczy o bardzo
dobrym opanowaniu warsztatu obliczeniowego. Autorka sprawnie postuguje sie
zaawansowanymi technikami symulacyjnymi, poprawnie implementuje protokoty
wzmocnionego prokowania, wykorzystuje narzedzia do analizy powierzchni energii
swobodnej oraz metody oparte na uczeniu maszynowym. Jednoczesnie z tresci pracy wynika
dobre zrozumienie teoretycznych podstaw dynamiki molekularnej, konstrukcji modeli
Markowa, zagadnien zwigzanych z kolektywnymi zmiennymi czy ograniczen dokowania
molekularnego. Catosc sprawia wrazenie pracy wykonanej swiadomie i kompetentnie.

Z obowiazku recenzenta chciatbym jednak wskaza¢ dwie kwestie techniczne wymagajace
doprecyzowania.

Pierwsza dotyczy parametryzacji kwasu p-kumarynowego wraz z cysteing i sgsiadujgcymi
aminokwasami przy uzyciu serwera SwissParam. W kontekscie stosowania pola sitowego
CHARMM36 bardziej spéjne bytoby wykorzystanie pola CGenFF oraz ograniczenie modyfikacji
do samego fragmentu chromofor/taricuch boczny Cys, bez reparametryzacji standardowych
aminokwaséw. Zapewnitoby to wiekszg spdjnosé z resztg modelu.

Druga uwaga odnosi sie do zapisu prawa Coulomba uzytego przy obliczaniu potencjatu
elektrostatycznego. W przedstawionej formule w mianowniku powinny wystepowac



odlegtosci od poszczegdlnych tadunkéw punktowych zgodnie z klasyczng definicjg potecjatu.

Tymczasem zapis W pracy moze sugerowaé, ze odlegtos¢ ta jest stalg wartoscia rowna 1.4 A.

W rzeczywistosci warto$¢ 1.4 A odpowiada promieniowi sondy uzywanej do wyznaczenia

powierzchni molekularnej, na ktérej potencjat jest wizualizowany, a nie odlegtosci do

fadunkéw w samym wzorze.

Rozprawa zostata napisana klarownym, konsekwentnym stylem naukowym, z dbatoscig

o poprawng terminologie z zakresu biofizyki molekularnej, fotochemii oraz modelowania

numerycznego. Narracja jest logiczna, argumentacja przejrzysta, a sposéb prezentacji metod

i wynikéw odpowiada standardom publikacyjnym w tej dziedzinie.

W trakcie lektury zwrécitem uwage jedynie na kilka drobnych niescistosci terminologicznych,

ktére majg charakter redakcyjny, lecz mogg wprowadzaé pewng niejednoznacznosc:

III

okreslenie ,deviation potential” (w kontekscie VES) — w literaturze standardowo

IH

stosuje sie termin ,bias potential”, ktory zreszty pojawia sie w innych czesciach pracy;

ujednolicenie nazewnictwa bytoby wskazane

sformutowanie ,step size 1000” w opisie VES — z kontekstu wynika, ze chodzi
o czestotliwos$¢ aktualizacji wag biasu (liczbe krokéw MD pomiedzy aktualizacjami),
a nie o krok catkowania réwnan ruchu; warto doprecyzowac te réznice

zapis ,FE profiles ... integrating out unused CVs” — bardziej precyzyjne bytoby
stwierdzenie, ze profile energii swobodnej uzyskano poprzez catkowanie
(marginalizacje) zmiennych ortogonalnych do analizowanych kolektywnych
zmiennych, a nie ,nieuzywanych” CV

zdanie ,Microglia are phagocytic cells that circulate in the CNS” — mikroglej nie krazy
w osrodkowym uktadzie nerwowym w sensie komoérek krwi, lecz migruje lokalnie
w obrebie tkanki nerwowej

sformutowanie ,,commercial docking” — najprawdopodobniej chodzito o dokowanie
komercyjnie dostepnych zwigzkow?

wyrazenie , Two-state PYP circuits” — zapewne chodzito o struktury/konfiguracje a nie
obwody?

Jako chemik z wyksztatcenia czuje sie wreszcie w obowigzku wskazac rowniez kilka drobnych

niescistosci w zakresie nazewnictwa i interpretacji zjawisk chemicznych, ktére oczywiscie nie

wptywajg na wartos¢ poznawczg pracy:

w scistym sensie kwas p-kumarowy nie jest klasycznym polienem, lecz a,B-
nienasyconym uktadem sprzezonym z pierscieniem aromatycznym

w PYP chromofor przyfaczony jest przez wigzanie tioestrowe; zasada Schiffa dotyczy
imin, wiec termin jest nieadekwatny (str. 8)



— sformutowanie ,LINCS was used to constrain hydrogen bonds” moze by¢ mylace dla
nie-specjalistow; powinno byc¢ raczej ,wigzania kowalencyjne z udziatem wodoru”,
a nie wigzania wodorowe (oddziatywania miedzyczasteczkowe).

— w PYP karboksylan tworzy tioester z Cys69; Arg52 stabilizuje raczej grupe fenolanowa
chromoforu a nie grupe karboksylowa (str. 60)

— 2,47 A'i 2,52 A podane jako , dtugosci [silnych] wigzan wodorowych” — s3 to raczej
odlegtosci donor-akceptor a nie dtugosci wigzan wodorowych

— metylowanie DNA przez MTIC nie moze powodowad pekniecia nici; s3 one wtérnym
efektem proceséw naprawczych, nie bezposrednim skutkiem dziatania czgsteczki.

Konkluzja

Reasumujac, przedstawiona rozprawa stanowi spdjne i wartosciowe opracowanie poswiecone
modelowaniu obliczeniowemu proceséw zachodzacych w uktadach regulowanych swiattem.
Zrealizowane badania majg charakter oryginalny, zaréwno w warstwie metodologicznej
(zastosowanie i rozwéj metod wzmocnionego probkowania oraz podejs¢ opartych na uczeniu
maszynowym), jak i w warstwie aplikacyjnej (modelowanie oddziatywan ligand-receptor
w kontekscie potencjalnych zastosowan terapeutycznych).

Praca dowodzi dobrego przygotowania teoretycznego Autorki w zakresie biofizyki
molekularnej, fotochemii uktadéw biologicznych oraz metod symulacyjnych. Wykazane
zostaty umiejetnosci samodzielnego planowania badan, krytycznej analizy wynikéw oraz ich
interpretacji w sSwietle danych literaturowych. Istotny wkfad Autorki w powstanie
omawianych publikacji, w szczegdlnosci w realizacje obliczen i analize uzyskanych danych, nie
budzi watpliwosci. Otrzymane rezultaty wnoszag nowe elementy do dyskusji nad
mechanizmami molekularnymi dziatania biatek fotoaktywnych oraz nad mozliwosciami ich
wykorzystania w kontekscie fotofarmakologii i regulacji funkcji biatek.

W mojej ocenie rozprawa spetnia zatem wymagania stawiane pracom doktorskim
w dyscyplinie nauki fizyczne, potwierdzajgc zaréwno ogdlng wiedze teoretyczng Kandydatki,
jak i jej zdolnos¢ do samodzielnego prowadzenia badan naukowych oraz formutowania
oryginalnych rozwigzan problemdéw badawczych.

W zwiazku z powyiszym wnosze o przyjecie rozprawy doktorskiej pani mgr Sylwii Czach oraz
dopuszczenie Jej do dalszych etapow postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.





