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Recenzja rozprawy doktorskiej zatytutowanej: ,,Molecular modeling of complexes of PrkC protein
kinase with possible endogenous targets of phosphorylation activity” przedstawianej przez mgra
Marcina Augustyniaka. Promotorem rozprawy jest dr hab. Rajmund Kazmierkiewicz prof. UG,
a kopromotorem prof. dr hab. Michat Obuchowski.

Rozprawa napisana jest w jezyku angielskim i ma klasyczny dla tego rodzaju prac uktad
poszczegdlnych czesci: streszczenie (w jezyku polskim i angielskim); wstep, cel pracy, materiaty i
metody, wyniki, dyskusja, konkluzje i bibliografia. Praca zostata wydrukowana na 123 stronach. Spis
tresci, spisy tabel i rysunkéw, spis skrotéow zajmuje 10 stron, bibliografia obejmuje 239 pozycje i
zajmuje 23 strony tekstu, na pozostatych 90 stronach Autor umiescit az 50 rysunkdw i 20 tabel, co nie
pozostawia zbyt wiele miejsca na tekst. Uwagi dotyczace strony edytorskiej rozprawy zostang
przedstawione w dalszej czesci recenzji (patrz: Pozostate uwagi).

Przedstawiona do recenzji rozprawa dotyczy préby teoretycznego przewidywania miejsc fosforylacji
biatka CpgA przez kinaze PrkC, oba biatka pochodzg z bakterii Bacillus subtilis). Aktywnos$¢ kinazy
PrkC obejmuje szerokie spektrum substratéw (patrz Tabela 1.2 strona 23) i zwigzanych z tymi
substratami proceséw biochemicznych. Drugie z badanych w rozprawie biatek to biatko CpgA. CpgA
jest to GTP-aza kluczowa w procesie tworzenia rybosomu. Wyniki dotychczasowych badan
eksperymentalnych wskazywaty, ze kinaza PrkC fosforyluje przynajmniej trzy reszty aminokwasowe
biatka CpgA (T166, T192, S226). Stosujac szereg metod teoretycznych (dynamika molekularna,
dokowanie molekularne) Autor starat sie wskazac najbardziej prawdopodobne miejsca fosforylacji
biatka CpgA. Podsumowujgc wyniki swoich analiz, Autor konkluduje (strona 99), ze najbardziej
prawdopodobnymi resztami aminokwasowymi ulegajgcymi fosforylacji (katalizowanej przez kinaze
PrkC) w biatku CpgA sg reszty S227 i T205 zas reszta T166 raczej fosforylacji nie powinna ulegac.
Oile w przypadku reszt S226 i S227 jest pewna zgodnos¢ danych eksperymentalnych z wynikami
symulacji (wskazano jako miejsce dziatania kinazy dwie sgsiadujace reszty), to w przypadku
pozostatych miejsc fosforylacji wyniki badan eksperymentalnych i teoretycznych sg wyjgtkowo

1



rozbiezne, szczegdlnie dotyczy to reszty T166. Uderzajgce jest to, ze Autor nie stara sie znalezé
wyjasnienia dla zaobserwowanych sprzecznosci pomiedzy wynikami swoich eksperymentéw,
a wynikami innych badan prezentowanymi w literaturze.

Uwaga ogdlna:

W kazdej dziedzinie wiedzy wypracowano pewne standardy techniczne/warsztatowe, ktére musza
by¢ spetnione aby mozna byto uzna¢ wyniki prac badawczych za wiarygodne. Bardzo czesto
czasopisma naukowe w wymaganiach dla autoréow publikujg podstawowe kryteria jakie muszg
spetniaé eksperymenty opisywane w manuskryptach prac naukowych. Pozwole sobie przytoczy¢
fragment takich technicznych wymagan dla czasopisma Journal of Molecular Modeling, ktére
specjalizuje sie w publikacji wynikow badan takich jak te przedstawione w recenzowanej rozprawie
doktorskiej mgra Marcina Augustyniaka.
(http://www.springer.com/chemistry/theoretical+and+computational+chemistry/journal/894)

»For docking studies, at least 3 different conformations of the target (from multiple crystal structures
or generated using an MD simulation of at least 10ns) must be used to generate consensus poses.
Docked poses must again be confirmed using MD simulations of at least 5-10 ns if there is no
experimental validation.” Z przytoczonego tekstu wynika, ze aby mozna byto dyskutowaé na temat
struktur kompleksow biatko-biatko (takie zagadnienie jest poruszane w tej rozprawie) przynajmniej
trzy rézne wersje (pozy) takiego kompleksu powinny zostaé zaprezentowane, a prawdopodobieristwo
wystepowania kazdej z takich struktur powinno zosta¢ zweryfikowane za pomocg odpowiednio
dtugiej symulacji z zastosowaniem dynamiki molekularnej, albo za pomocg ukierunkowanych
przewidywaniami teoretycznymi badaniami eksperymentalnymi. Autor rozprawy przedstawia
znaczng liczbe modeli strukturalnych badanego ukfadu biatko-biatko. Niestety tylko dla jednego z
komplekséw przedstawiono wyniki weryfikacji struktury tego kompleksu za pomocg odpowiedniej
i prawidtowo przeprowadzonej symulacji dynamika molekularng (patrz Uwagi merytoryczne | i ).
Mozna wiec podsumowa¢, ze wyniki przedstawione przez Autora w rozprawie doktorskiej nie
spetniajg minimalnych wymogdw technicznych/warsztatowych stawianych dla tego rodzaju badan
przez specjalistyczne czasopismo naukowe. Innymi stowy, prezentowany materiat nie bytby nawet
poddany recenzjom merytorycznym, a odrzucony na poziomie wstepnej decyzji redakcji.
Przedstawiona do recenzji praca doktorska, a wtasciwie badania tam opisywane s3 po prostu
niedokonczone. Sam Autor przyznaje otwarcie w tekscie rozprawy, ze cze$¢ planowanych badan
zostata wykonana tylko w okoto 50% (strona 84, wiersz 1-2): ,At time of writing this text, rigid-body
docking of PrkCc and CpgA conformations obtained from their aMD trajectories is complete at
approximately 50% (...)”. W innym miejscu (strona 97, wiersz 12-13) Autor stwierdza, ze nie zostaty
przeanalizowane wszystkie wyniki: , Although, at time of writing this, | have analyzed only 6 out of
979 combinations of PrkCs’s (10 plus the initial computational model) and CpgA’s (89) conformations
(..)”. W subiektywnej ocenie Recenzenta, Autor rozprawy bez dogtebnego rozeznania stopnia
skomplikowania badanego problemu, podjat sie zadania, ktére Go (Autora) przerosto pod wzgledem
skomplikowania technicznego, potrzebnych do jego realizacji zasobdéw, co w efekcie skutkowato
niezrealizowaniem zamierzonych zadan badawczych i wyciggania wnioskéw z niekompletnych
danych pochodzgcych z niedokonczonych badan.



http://www.springer.com/chemistry/theoretical+and+computational+chemistry/journal/894

Uwagi merytoryczne:

1) Struktura biatka CpgA zdeponowana w bazie PDB (identyfikator rekordu 1T9H) nie zawiera
wspotrzednych atoméw reszt aminokwasowych od reszty P186 do reszty T206. W rozdziale 4.1 Autor
poswieca opisowi rekonstrukcji tego fragmentu jedno zdanie zilustrowane obrazem
zrekonstruowanego fragmentu (Rysunek 4.1). Z Rysunku 4.1 wynika, ze nieokreslony w krysztale
fragment biatka CpgA ma w wiekszosci strukture a-helikalng. Biorgc pod uwage wysoka rozdzielczos¢
pomiaru krystalograficznego wynoszaca 1,64 A wydaje sie niezwykle mato prawdopodobne, ze tak
dobrze zdefiniowany fragment struktury drugorzedowej jakim jest a-helisa nie zostat jednoznacznie
zidentyfikowany na mapie gestosci elektronowej bedacej wynikiem pomiaréw dyfrakcyjnych,
szczegblnie przy tak wysokiej rozdzielczosci pomiaru. Niestety Autor rozprawy zdaje sie nie
przejmowaé tymi przestankami i przyjmuje, bez dodatkowych badan i analiz, ze struktura
zrekonstruowanego fragmentu jest poprawna. Fragment, o ktdrym mowa jest dos¢ kluczowy, bo
wiekszos¢ wynikoéw prezentowanych przez Autora dotyczy reszty T205, a wiec reszty aminokwasowej
zlokalizowanej w omawianym regionie sekwencji. W opinii recenzenta rutynowe i bezrefleksyjne
potraktowanie rekonstrukcji fragmentu 197-205 biatka CpgA bez dodatkowych badan i analiz
uwiarygadniajgcych poprawnos¢ otrzymanego modelu jest powainym btedem. Nalezy pamietac,
ze jesli zostat popetniony btad przy budowie modelu biatka CpgA, to rzutuje on na wszystkie wyniki
otrzymane przez Autora rozprawy.

Il) Biatko CpgA zawiera motyw wigzacy jon cynku (reszty C252, C257, C265, H259), a struktura
krystalograficzna (1T9H) potwierdza obecnosé jonu cynku zwigzanego w tym regionie. W rozdziale
opisujgcym Metody (Rozdziat 3) nie ma wzmianki o tym, czy, a jesli tak to w jaki sposdb, jon cynku byt
uwzgledniany w symulacjach dynamiki molekularnej zaréwno komplekséw biatek PrkC — CpgA, jak
i symulacji samego biatka CpgA. Znaczna dynamika regionu 250-260 biatka CpgA pokazana na
Rysunku 4.24 (strona 67) moze sugerowal, ze jon cynku raczej nie zostat uwzgledniony
w symulacjach. Jesli jednak obecnos¢ jonu cynku uwzgledniono, a jedynie pominieto ten fakt w
rozdziale Metody (Rozdziat 3), to zastanawiajgce jest dlaczego omawiany fragment strukturalny jest
tak dynamiczny? Zwigzany jon cynku powinien znaczaco usztywnia¢ strukture w tym regionie
sekwencji. Autor niestety w rozprawie nie przedstawit odpowiednich opisdw czy analiz, ktére
wyjasniatyby dlaczego region obejmujacy reszty 250-260 biatka CpgA jest tak bardzo dynamiczny,
pomimo tego, ze wszelkie inne przestanki wskazujg, ze tak nie powinno by¢. Podobnie jak w
przypadku poprzedniego zarzutu jakikolwiek btad czy niedopatrzenie przy przeprowadzeniu badan
rzutuje na prawie wszystkie wyniki otrzymane przez Autora.

IIl) W trakcie realizacji badan Autorowi duzy problem sprawiata ocena generowanych w czasie
dokowania komplekséw pod wzgledem ich potencjalnej funkcjonalnosci. Przez funkcjonalnosé w tym
przypadku nalezy rozumieé utozenie reszt seryny, treoniny lub tyrozyny wzgledem czasteczki ATP,
ktore moze w prosty sposéb implikowac¢ reakcje fosforylacji. Autor jako jedno z kryteriow
funkcjonalnosci stosuje odlegtos¢ pomiedzy atomem fosforu gamma z czasteczki ATP, a tlenem
hydroksylowym reszt seryny, treoniny lub tyrozyny. Drugim kryterium uzywanym przez Autora jest
zdefiniowany na Rysunku 3.2 (strona 40) kat 6 pomiedzy wektorem zakotwiczonym na atomie
fosforu gamma czasteczki ATP i prostopadtym do ptaszczyzny wyznaczonej przez atomy tlenu 01G,
02G i 03G czgsteczki ATP, a wektorem tgczagcym atom fosforu gamma czasteczki ATP i atom tlenu
grupy hydroksylowej reszty seryny, treoniny lub tyrozyny. W rozdziale 3.1.3. (strona 39) Autor
stwierdzit, ze jako najlepsze struktury bedg wybierane takie, ktérych miara kata © bedzie jak
najblizsza zera stopni. Nie wiem, dlaczego Autor przyjat takie zatozenie? Oczywiscie w trakcie reakcji
fosforylacji w stanie/produkcie przejsciowym reakcji, mozna oczekiwaé, ze miara kata 8 powinna by¢
rowna zero stopni, ale Autor badat kompleksy molekularne, a nie stany przejsciowe reakcji
chemicznej. W znanych strukturach krystalograficznych kinaz w kompleksach z inhibitorami tzw.
,analogami stanu przejSciowego” miara kata 8 wynosi okoto 28 stopni, np. struktura zdeponowana w
bazie PDB: rekord 1GY3 Cook, A. i inni (2002) Biochemistry 41: 7301. Jednak w kompleksach kinaz z
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ATP i substratem peptydowym miara kata 8 wynosi okoto 75 stopni. Np. struktury zdeponowane w
bazie PDB rekordy 1B38, 1B39 Brown, NR. (1999) J. Biol. Chem. 273: 8746. W wiekszosci analiz
prezentowanych w pracy Autor odrzucat modele dla ktérych miara kata 0 byta wieksza niz 45
stopni (patrz Rozdziat 4.6), a wiec takie struktury, ktére wedtug dostepnych informacji
literaturowych powinny by¢ jak najbardziej pozadane !!! W sSwietle dostepnych danych
literaturowych przyjete przez Autora kryteria funkcjonalnosci badanych komplekséw, szczegdlnie te
dotyczace wzajemnej orientacji przestrzennej czasteczki ATP wzgledem fosforylowanej grupy
hydroksylowej, nie znajdujg zadnego uzasadnienia. W trakcie analizy funkcjonalnosci generowanych
komplekséw Autor catkowicie pomingt wazny element centrum katalitycznego kinaz. Integralnym
elementem centrum katalitycznego kinaz jest grupa karboksylowa taricucha bocznego kwasu
asparaginowego (bardzo rzadko glutaminowego), ktdéra petni role zasady odbierajgcej proton z
fosforylowanej grupy hydroksylowej (Brown, NR. (1999) J.Biol.Chem. 273: 8746: Sith, GK (2011) J.
Phys. Chem. B, 115: 13713; Leigh, KN i Webster, CE (2014) Dalton Trans. 443: 3039). Autor w swoich
badaniach nie starat sie zidentyfikowac¢ kwasowej reszty aminokwasowe] kinazy PrkC i nie uzyt tej
reszty do weryfikacji funkcjonalnosci generowanych w trakcie badan modeli strukturalnych.

Pozostate uwagi (w tym dotyczgce strony edytorskiej pracy):

1) Jak okreslono w Rozdziale 2 (strona 36) celem pracy byto zaproponowanie struktur komplekséw
tworzonych przez kinaze PrkC z B. subtilis z endogennym substratem jakim jest biatko CpgA. Zwraca
uwage niezgodnos¢ tytutu pracy, ktéry wyraznie sugeruje, ze badane bedg rézne substraty kinazy
PrkC, a celem pracy wskazujgcym tylko jeden taki substrat.

2) Numeracja stron podana w spisie tresci, spisie rysunkéw i tabel nie odpowiada rzeczywistej
lokalizacji w tekscie poszczegdlnych rozdziatow, tabel i rysunkdw.

3) W tekscie catej rozprawy zabrakto informacji o planie badan, jak Autor zamierza osiggna¢ cel
nakreslony w Rozdziale 2, jakie badania sg planowane i w jakiej kolejnosci.

4) Spis literatury jest ponumerowany i obejmuje 239 pozycji. Odnosniki literaturowe nie sg
jednorodne. Autor w wiekszosci przypadkow uzywa petnych pierwszych imion autordéw i inicjatu w
przypadku kolejnych imion, ale w wielu pozycjach literaturowych s3 tylko same inicjaty przyktadowo
pozycje 9, 13, 15. Autor stosuje dos¢ nieortodoksyjng metode cytowania literatury. Jak napisatem,
odnosniki s3 ponumerowane, co sugerowatoby, ze w takiej kolejnosci jak pojawiajg sie w spisie
literatury powinny sie pojawia¢ w tekscie. Niestety pierwsze cytowania jakie pojawiajg sie w
Abstrakcie sg to cytowania o numerach 3, 32, 177, 133, 134. Zdecydowanie nie jest to przyjety w
literaturze naukowej sposdb prezentacji i organizacji odnosnikow literaturowych.

5) Na stronie 41 sg odwotania do nieistniejgcego w tekscie rysunku/rysunkdw.

6) Autor raz uzywa skrétow jednoliterowych aminokwaséw, a w innych miejscach skrétow
tréjliterowych.

7) Praca napisana jest w jezyku angielskim. Niestety w wielu przypadkach tekst jest albo
niezrozumiaty albo tak niejednoznaczny, ze utrudnia albo wrecz uniemozliwia rzetelng ocene. Autor
bardzo czesto uzywa bardzo dtugich zdan, ktérych sensu mozna sie tylko domyslaé. Przyktadowo
zdanie ze strony 36: ,,/ have assumed that modeling of an enzyme in complex with its substrate must
be focused on function, so | have concentrated my efforts on the enzymatic activity of phosphory!
group transfer by PrkC to one of serine, threonine, or, subsequently also taken into consideration,
tyrosine residues of CpgA.”



8) Autor uzywa zwrotu ,numeric properties” w opisie rysunkéw 4.43 (strona 88); 4.44 (strona 89),
chyba nie zdajac sobie sprawy, co ten zwrot oznacza.

9) Praca petna jest rysunkéw przedstawiajgcych struktury czgsteczek lub wybrane fragmenty
strukturalne. Graficzna prezentacja wynikéw jest niezwykle sugestywna i pomocna w zrozumieniu
przekazu Autora. Jednak graficzne reprezentacje wynikdw wymagajg, aby byty to obrazy
przemyslane, wykonane poprawnie technicznie, oraz byty wyczerpujgco opisane. Niestety
zdecydowana wiekszos¢ z zamieszonych rysunkéw strukturalnych nie spetnia podanych powyzej
kryteridw. Przyktadowo Rysunek 4.17 str. 59, opis rysunku brzmi: ,,Of the best 21 initial complexes
targeted to T205, 8 — the best per cluster — are rendered. PrkCc rendered with green cartoon. CpgA
rendered with ribbon, and Mg** with a silver sphere. Clustering and selection criteria are described
(...)” (dalsza czes¢ opisu nie jest istotna). Opis nie zawiera informacji, co ten rysunek przedstawia
(struktury komplekséw biatek PrkCc — CpgA — dopisek recenzenta), w cytowanym opisie wymieniony
jest kolor zielony (rzeczywiscie jedna ze struktur jest pokolorowana w taki sposdb), ale s3 tez
struktury pokolorowane na zétto, niebiesko, jasnobrgzowo (szaroczerwono) jednak opis rysunku nie
wyjasnia, co te kolory oznaczajg. Objasnienie dotyczace pojawiajacych sie na rysunku koloréw
znajduje sie w tekscie na stronie 52 (siedem stron od omawianego rysunku). Struktury sg narysowane
dos¢ grubg kreska, co powoduje, ze jest to platanina linii niemozliwa do analizy. Rysunki 4.18, 4.27,
4.29, 4.30, 4.31 przedstawiajg tak wiele szczegdtéw, nie opisanych dobrze w podpisach, ze s3
kompletnie nieczytelne. Uzycie koloréw w Rysunkach 4.37, 4.38, 4.39 (nie opisanych co oznaczajg) i
zle dobranych grubosci linii pozwala je ocenia¢ jedynie w wymiarze artystycznego, a nie
informacyjnego przekazu.

10) Znamienne dla catej rozprawy jest umieszczanie rysunkow, wykresow czy tabel, ktére sg jedynie
zaanonsowane w pracy w jednym zdaniu. Ekstremalny przyktad to Rozdziat 4.4.2 (strony 72-74). Na
trzech stronach rozprawy sg trzy rysunki, jedna tabela i cztery zdania opisu. ,Table 4.9 summarizes
the results of LMOD [106-108] (as implemented in NAB [132]) flexible docking of three structures of
PrkCc - Mg®* - ATP - CpgA complex targeted to Thr192, Thr205 and Ser227. The conformations
obtained are visualized in Figures 4.30, 4.31 and 4.32. Each of the computations lasted approximately
36h. The structure targeted to Thr205 (ID 1.14179) is the same as that used for both cMD
simulations.” Znaczna czes¢ rysunkow i tabel mogtaby by¢ usunieta z tekstu (albo przesunieta do
zatgcznikéw), co w duzej mierze poprawitoby czytelnos¢ samego tekstu. Ponadto w Rozdziale 5 -
Dyskusja przydatyby sie rysunki wybranych modeli komplekséw ilustrujgcych opisywane i
dyskutowane wyniki.

11) Strona 41, wiersz 6-8: ,,| have simply forgotten to reinsert the Mg’ cation after rigid-body docking
with ZDOCK (see Section 3.1) prior to starting the former of the simulations.” Jak napisano na stronie
64 ta pomytka kosztowata Autora 13 dni obliczen (nie jest podane, jak duzo zasobdéw obliczeniowych
procesoro/godzin (Servis Units SUs) poswiecono na te pomytke). Ludzka rzeczg jest sie myli¢, nalezy z
takich pomytek wycigga¢ wnioski, ale rozprawa doktorska nie jest miejscem na to, aby wylewnie
opisywac tego rodzaju zdarzenia.

12) W tytule rozprawy badana kinaza nazywana jest PrkC, jednak juz w Abstrakcie pojawia sie nazwa
PrkCc. W dalszej czesci tekstu czesciej, ale nie wszedzie stosowana jest nazwa PrkCc. Jak nalezy
rozumiec stosowanie tych dwu podobnych ale réznych nazw? Czy nazwy te dotyczg tego samego
enzymu?

13) W Rozdziale 1.5 (strona 24) opisywana jest struktura biatka CpgA. Autor nie przedstawia rysunku
obrazujgcego strukture przestrzenng opisywanego biatka. Brak jest wyjasnienia czym sg opisywane w
tekscie obiekty nazwane G1, G2, G3, G4?



Podsumowanie:

Jak napisano w czesci recenzji pt. Uwagi ogdlne badania zaprezentowane w rozprawie doktorskiej
mgra Marcina Augustyniaka sg niedokoriczone. Ze wzgledu na brak jasnego planu pracy (patrz
Pozostate uwagi p.3) trudno jest oszacowad, jaka czes$¢ pracy zostata wykonana i w jakim stopniu.
Budowanie wnioskéw (jak to ma miejsce w tej rozprawie) na podstawie fragmentarycznych wynikéw
ma raczej znamiona hipotezy badawczej, a nie kompletnej i dojrzatej pracy naukowej jakg powinna
byé rozprawa doktorska. Niestety nawet te fragmentaryczne wyniki przedstawione w rozprawie sg
obarczone powaznymi btedami i uchybieniami (patrz Uwagi merytoryczne p. I-lll), co rzutuje na ich
(wynikéw) wiarygodnos¢. Przedstawione powyzej zarzuty niestety dyskredytujg te rozprawe jako
opracowanie naukowe. Biorgc pod uwage podsumowane powyzej zarzuty i uwagi stwierdzam, ze
przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zatytutowana: ,,Molecular modeling of complexes of
PrkC protein kinase with possible endogenous targets of phosphorylation activity” autorstwa mgra
Marcina Augustyniaka nie spetnia wymogow ustawowych zawartych w ustawie , 0 stopniach i
tytutach naukowych” z dnia 14 marca 2003 r. Niniejszym wnioskuje do Rady Miedzyuczelnianego
Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o
niedopuszczenie mgra Marcina Augustyniaka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

S0k,



