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pt.
“Badanie atomowych modeli blony tylakoidy przy uzyciu symulacji dynamiki molekularnej”

Proces fotosyntezy ma podstawowe znacznie dla zycia na Ziemi. Nadzieje na nowe,
odnawialne Zzrédta energii s3 w znacznym stopniu zwigzane z utworzeniem sztucznych
systemow przetwarzajgcych $wiatto stoneczne na wysokoenergetyczne substancje, a moze
nawet bezposrednio na prad elektryczny. Badania nad mechanizmami fotosyntezy nalezg do
najwazniejszych zadan wspétczesnej biofizyki i sg prowadzone w wielu czotowych laboratoriach
na Swiecie. Sprawne dziatanie komoérki uwarunkowane jest odpowiednig konstrukcjg organelli.
Sg one ograniczone btonami, ktére petnig nie tylko funkcje strukturalno-konstrukcyjne, ale takze
zapewniajg wiasciwe utoZenie i dziatanie elementéw systemow fotosyntetyzujgcych. Skiad i
dynamika bton komorkowych sg intensywnie badane wszystkim dostepnymi metodami
biofizycznymi. Znaczenie takich parametréw jak wiasciwosci elektryczne bton, ptynnoé czy
mozliwe przejscia fazowe jest w biologii i medycynie ogromne. Dos$wiadczenia wielokrotnie
pokazatly, ze istnieje w komérkach zwigzek pomiedzy strukturg przestrzenng biomolekut a ich
funkcja. Duzg role biologiczng moze mie¢ takze dynamika samych biomolekut czy ich
zorganizowanych zespotéw. Ruch w systemach modelowych mozna obecnie badaé przy
pomocy zaawansowanych metod symulacyjnych, wykorzystujacych komputery i odpowiednie
programy do analizy danych. Ten nurt ma w nauce juz dobrze ugruntowang pozycje,
najpowazniejsze czasopisma publikujg wyniki modelowania struktury i dynamiki biomolekut, zas
sam proces zdobywania nowej wiedzy jest coraz tanszy dzieki postepom w technice

komputerowej i bioinformatyce.

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska mgr Krzyszofa Baczyriskiego, napisana pod
kierunkiem prof. dr hab. Marty Pasenkiewicz-Gierula w Zaktadzie Biofizyki Obliczeniowej i
Bioinformatyki Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego w
Krakowie wpisuje sie w ten wazny i aktualny nurt badan. Poswiecona jest konstrukgji i badaniu



wiasciwosci podstawowych modeli blony tylakoidéw ~ pecherzykéw obecnych w chloroplastach.
Tylakoidy sg podstawowymi strukturami dla fotosyntezy w roslinach.

Pomimo niewatpliwej potrzeby i ich ogromnego znaczenia biologicznego (sg to chyba
najbardziej rozpowszechnione w przyrodzie typy bton komérkowych) nie byto dotad w literaturze
wielu danych na temat zachowania uktadéw membranowych ziozonych z takich komponentéw
jakie dominujg w bionach tylakoidéw: tj. digalaktozylodiacylodiaglicerolu (18:3, DGDG) i
monogalaktozylodiacyloglicerolu (MGDG). Zadanie jakie otrzymat doktorant, tj. utworzenie
modeli blon tylakoidowych galaktolipidow i zbadanie ich wiasciwosci strukturalnych i

dynamicznych jest moim zdaniem wazne i aktuaine.

Celami bardziej szczegotowymi recenzowane] rozprawy bylo opracowanie nowych modeli
atomowych zrebu lipidowego (bez biatek) btony tylakoidowej w réznych stosunkach molowych
(MGDG, DGDG, MGDG:DGDG 1:1), okreslenie wplywu MGDG na wiasnosci blony
dwusktadnikowej, scharakteryzowanie modelu odwréconej fazy heksagonalnej H, czasteczek
MGDG. Cele te obejmowaly konstrukcje modeli komputerowych, weryfikacje modeli,
przeprowadzenie symulacji przy pomocy standardowego pakietu MD — zwykle na stosunkowo
diugiej skali czasowej 200 ns, obliczanie parametréw dynamicznych, analize i interpretacje
wynikow. Moim zdaniem, cele szczegétowe, sprecyzowane w rozdziale 1.4 rozprawy, zostaty w
petni osiagniete.

Praca, liczagca 101 stron, ma uktad wzorowany na typowych publikacjach naukowych. Sktada
sig z 8 stronicowego rozdziatu wstepnego zawierajgcego b. krotkiego opis celow pracy (Rozdz.
1.4), rozdziatu opisujgcego stosowane i metody (Rozdz. 2, 11 stron), najobszerniejszej czesci
poswieconej] wynikom (Rozdz. 3, 52 strony), dyskusji (Rozdz. 4, 11 str.) dwustronicowego
podsumowania, Zawiera tez spis ilustracji (36), spis tablic (7) i spisu literatury obejmujgcego
115 pozydji.

Przedstawie kolejno ocene rozdziatéw i uwagi merytoryczne na ich temat. Uwagi formalne

podam w dalszej czesci recenzji.

Rozdziat 1 (czyli Wstep, strony 1-8) napisany jest bardzo zwiezle. Pominieta jest historia
badan sktadu btony tylakoidéw, autor skupia sie na oméwieniu morfologii btony oraz struktury
galaktolipidow. Rozdziat zwiera podstawowe informacje potrzebne do zrozumienia tresci

rozprawy. Szkoda, Ze nie ma schematu chloroplastu i schematu tylakoidéw albo nawet zdjeé z
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mikroskopu elektronowego. Autor na str 3 pisze o tym, ze obecno$¢ réznych morfologicznie
struktur oraz asymetria w rozmieszczeniu komplekséw biatkowych w btonach tylakoidowych
moze ,rownowazyC przeptyw elektronéw” pomiedzy fotosystemami | i Il. Jest to b. ogdlne
stwierdzenie i warto by byto tutaj wyjasni¢ o co chodzi z tym ,réwnowazeniem”. Szkoda tez, ze
wazny watek wptywu MGDG i DGDG — uktadow w koncu badanych intensywnie w tej rozprawie
- na transfer elektrondw w cytochromie bes zostat przedstawiony tylko w jednym zdaniu na str. 6.
W rozdziale tym brakuje tez, moim skromnym zdaniem, informacji o tym, czy lipidy w
odwraconej fazie heksagonalnej H wystepuja w btonach tylakoidéw czy tez nie i czy badanie tej
fazy ma znacznie praktyczne, czy jest tylko ,ciekawostka biofizyczng”. Wypadatoby ponadto,
omowi¢ we wstepie nieco szerzej jedyne trzy prace poswiecone symulacjom MD modeli bton
zbudowanych z glikoglicerolipidow (48-50; 2005-2011) i skomentowaé jaki postep w stosunku

do stanu wiedzy wnosza badania prezentowane w rozprawie.

W Rozdziale 2 (Materiaty i metody) autor opisuje zwiezle metode dynamiki molekularnej oraz
zatozenia poczynione przy wyborze uktadédw do symulacji oraz sposob ich konstrukgiji.
Podejscie opisane nie budzi moich zastrzezenn. Mozna oczywiscie zastanawia¢ sie jakie pole
siftowe jest optymalne, czy promien obciecia oddziatywann na poziomie 10 Ang. jest
wystarczajacy, jaki schemat kontroli temperatury jest najlepszy i czy przyjety sposéb walidacji
wynikéw jest jedyny. Jednak realizacja projektu wymagata podjecia konkretnych decyzji i wybor
takiego i innego sposobu przeprowadzenia obliczen byt podyktowany duzym doswiadczeniem
zespotu w modelowaniu uktaddw lipidowych.

W rozdziale tym nie znalaztem zadnej dyskusji zachowania sie wigzania glikozydowego
sparametryzowanego wg pola sitowego OPLS. Z prac opublikowanych w ostatnich latach
wynika (Foley B. Lachele, Tessier Matthew B., Woods Robert J.. Carbohydrate force fields.
WIREs Comput Mol Sci 2012, 2: 652-697. doi: 10.1002/wcms.89), ze statystyka konformacji w
disacharydach zwigzanych tym wigzaniem bywa btedna, np. przy standardowym polu sitowym
CHARMM. Nie wiemy, czy parametry OPLS dla weglowodandw opublikowane przez Damma i
Inn. [ J Comp Chem 18 (1997) 1955] i stosowane w pracy nie wprowadzajg nienaturalnych
preferencji w konformacjach wigzania pierscieni pyranozowych w DGDG.

Z opisu podanego w rozdziale 2 wynika, ze stosowano periodyczne warunki brzegowe,
jesli tak, to dla kompletnosci opisu nalezatby podaé rozmiary stosowanych ,pudetek” dla

poszczegdlnych modeli.



Rozdziat 3 zawierajgcy wyniki rozprawy jest najciekawszy. W pierwszej czesci omdwione sg
wyniki rownowazenia termicznego badanych modeli. Slusznie autor przywigzuje do tego
zagadnienia duzg wage, poniewaz wyniki modelowania czesto majg ,obciazenie’ zwiazane z
tym, iz ukiady modelowe nie miaty do$¢ czasu, albo stosowane protokoly byty zbyt proste, by
dane komputerowe nadawaty si¢ do nieobcigzonych usrednien. W prezentowanych wynikach
fazy zrownowazania maja imponujace diugosci 100 ns (niedawno wystarczata 1 ns ) |
zaprezentowane wykresy przekonywujgco ilustrujg teze, ze uklady sg w réwnowadze i nadaja
sie do zbierania danych. Pewne niewielkie trendy spadkowe wida¢ co prawda na wykresach
energii potencjainej dla uktadéw DGD_295 i DGD310 (Rys. 3.2 e,f) ale zwazywszy na stopien
komplikacji tych uktadéw i wielkosé efektu nie dyskwalifikuje to tych rezultatéw.

Bardzo ciekawe sg wykresy zalezno$ci $redniego pola powierzchni przypadajgcej na lipid
(AL Rys. 3.4 3.5). W tekécie pracy nie znalaztem informacji czy do obliczenia wartosci érednie;
wykorzystano dane z calego zakresu symulacji (raczej niedobrze), czy tez tylko z jej
zréownowazonej czesci (poprawnie).

Duzym sukcesem doktoranta, wymagajacym zapewne wielu eksperymentow
obliczeniowych, byto uzyskanie stabilnego modelu MG_HEX dla fazy Hy (podrozdz. 3.1.2).

Nastgpne podrozdzialy 3.2 i 3.3 zawieraja gtéwne wyniki rozprawy przedstawione
przewaznie w formie przejrzystych wykreséw i prostych tabel. Poza oméwionym juz $rednim
polem powierzchni przypadajgcym na lipid analizowane sg liczne parametry charakteryzujace
biofizycznie modele blon tylakoidéw: profile gestoéci elektronowej, molekularne parametry
uporzadkowania S, orientacja tancuchow weglowodorowych i nachylenie gtoéw polarnych, profile
cisnienia lateralnego. Sg to wszystko unikatowe dane, ktére po opublikowaniu na pewno
przyczynia si¢ do lepszego rozumienia bton tylakoidéw. Opis w tej czeéci pracy jest zwiezly i
dane przedstawione sg wtasciwie i jasno. Jedynie na wykresach 3.13, 3.14, 3.15, 3.16 (itd.)
zastosowano wg mnie pewien skrét myslowy, oznaczajac o$ rzednych (y, pionows) jako
,prawdopodobienstwo” — jest to racze] gestos¢ prawdopodobieristwa.

Bardzo ciekawy i wartoSciowy jest fragment rozprawy poswiecony analizie sieci
oddziatywan i Klastrow wystepujacych w badanych uktadach galaktolipidéw. Dzieki
zastosowaniu metod symulacji petnoatomowych mozna bylo oceni¢ statystyke i dynamike
wigzan wodorowych, obliczy¢ rozklady wody, liczby pomostéw wodnych itd. itp. Wyniki
zaprezentowane oraz ich dyskusje pozwalajg zrozumie¢ to, co sie dzieje na granicy faz woda-
lipid, jak te oddziatywania wygladaja w ukfadach mono- a jak w digalaktozowych oraz dlaczego
polarne gtowy wigza tak mato czasteczek ,wolnej” wody. Dane z tabeli 3.4 byly dla mnie
szczegolnie ciekawe, zwlaszcza Zze taka statystyka bedzie potem przydatna (reference) w



analizie bardziej realistycznych modeli zawierajacych nie tylko galaktolipidy ale i biatka z bton
tylakoiddw.

Zastosowanie sieci do analizy klastrow pojawiajgcych sie w tych modelach oraz ich
czasdw zycia tez oceniam wysoko, W interpretacji liczby klastréw zabrakto mi komentarza
obja$niajgcego typowg sytuacje wystepowania dwéch klastrow — b. duzego i b. matego: jest to
przeciez ,oczywisty i oczekiwany” przypadek, gdy jeden lipid odrywa sie {odprzega ) od reszty
modelu.

Oryginalne sg tez wykresy przedstawiajgce obliczone profile ciénienia lateralnego w
poprzek dwuwarstwy. Efekty prezentowane wydaja sie bardzo duze, oczywiscie rodzi to
naprezenia wewnetrzne. Byloby na pewno ciekawym wiedzie¢ czy mozna je jako$¢ wykryé
eksperymentalnie, np. stosujac odpowiednio dobrane sondy fluorescencyjne. Profile te
przypuszczalnie ulegng silnym zmianom w poblizu biatek zanurzonych w btonach.

Modelownie fazy H,, wydaje sie najtrudniejszym zadaniem jakiego podjat sie doktorant.
Uzyskanie w miare stabilnego modelu jest juz sukcesem, analizy strukturalne sg ciekawe i
nawet pomystowe. Co do wniosku przedstawionego pod koniec rozdziatu (str. 74) o tym, ze
zaprezentowana zaleznos¢ chwilowej wartosci sredniego promienia kanatu wodnego od czasu
Swiadczy o stabilno$ci modelu miatbym odmienne zdanie. Jak stusznie zauwazyt sam autor
rozprawy, rhex Wykazuje na wykresie 3.31 wyrazny trend. Oczywiscie 200 ns to zbyt mato by
oceni€, czy po jakim$ czasie nie pojawi sie oscylacja, jednak ekstrapolujac ten paru procentowy
wzrost do zakresu np. milisekund mozna oczekiwaé, ze kanaty sie rozpadng. Wynik ten moim
zdaniem wskazuje na koniecznosé jeszcze staranniejszego parametryzowania indywidualnych
sktadnikow fazy heksagonalnej, albo, co bardziej prawdopodobne, na potrzebe znalezienia
odpowiedniego dla tej fazy schematu stosowania periodycznych warunkéw brzegowych. Pewne
nowe dane mogtaby przynie$é osobna analiza (i poréwnanie) zachowania promienia kanatu
wewnetrznego i kazdego z 6 kanatdw zewnetrznych modelu (Rys. 3.29).

Rozdziat 4 zawiera krotka dyskusje kazdej grupy wynikéw. Whioski tam przedstawione sag
ostrozne, opierajg sie na danych z wczesniejszego rozdziatu i nie budzg zastrzezen. Czes¢ ta
pozytywnie Swiadczy o umiejetnosci krytycznej analizy danych jaka posiadt doktorant. Dane
wskazuja, ze faktycznie udziat mgdg w warstwie moze wptywaé na parametry biofizyczne i na
wzorzec oddziatywan w blonie. Okazalo sie tez, ze obecnos$é lipidéw formujacych faze H,

wyraznie zmienia profil ci$nienia lateralnego w btonie.



Whyniki przedstawione w rozprawie nie rozwigzujg bezposrednio zadnego palgcego zagadnienia
biologicznego. Stanowig jednak znaczacy krok na drodze lepszego zrozumienie waznego
fragmentu przyrody jakim sa btony tylakoidéw. Zgromadzone w systematyczny i staranny
sposdb dane postuzg do tworzenia nowych, bardziej realistycznych modeli komputerowych
catych fotosysteméw. Dadzg wazne punkty orientacyjne przy dyskusji np. zmian fazowych w
dwuwarstwach indukowanych, np., temperatura czy obecnos$cig innych czasteczek
chemicznych (cholesterolu, i innych). Sadze, ze pozornie prosty doktorat przyniést nowe i
uzyteczne dane naukowe. Uzyskanie tych wynikéw wymagato systematycznej pracy, duzej
pomystowosci, opanowania warsztatu symulacji komputerowych. Metoda obliczeniowa moze
by¢ stosowane przez rézne grupy badawcze. Warto, zwazywszy na znaczenie dwuwarstw w
biologii by podejscie to byto dalej rozwijane.

Praca napisana jest poprawnym jezykiem, zdarzaja sie drobne potkniecia gramatyczne.
Redakcja pracy jest staranna, b. mato jest typowych ,literéwek”.

Lektura rozprawy prowadzi do uwag o charakterze stylistycznym i edytorskim:

- str. 3 - sufolipidy - sulfolipidy

- str. 7 — heksagonale = heksagonalnej

- str. 7 ~ nietamelare -> nielameralne

- str. 7 - gram. lipidami” = lipidow

- str. 10 — réwnanie Newtona jest to réwnanie rézniczkowe i nie rozwigzuje sie go ,co krok
czasowy”

- str. 11 - F , zwykle wielko$ci wektorowe jako$ sie oznacza, np. strzatkg nad symbolem lub
Lholdem”.

- str. 15 — dggd - dgdg

- str. 21 — postuzy > postuzg

- str. 22 — biaty wodér na biatej kartce?

- str. 48 — dwusktadnikowych

- str. 50, wzér 3.2 —~ dos¢ rzadko spotykana definicja kata (alfa) we wigzaniu wodorowym, alfa
zero nie daje prawdziwego wigzania wodorowego

- str. 60 , pierwsza linia, zbedne ,z”

- str. 70 - Rys. 3.29 ~ brak informac;ji jakim programem byta robiona grafika

- str. 71 — wzér 3.4 — znéw wektory

- str. 75 — duwarstwami - dwuwarstwami

Ibid. — weiagu -> w ciggu
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Bibliografia : (a) troche razi stosowanie AND pomigdzy autorami w rozprawie napisanej po
polsku

(b) nazwy czasopism powinny byé konsekwentnie pisane albo z wielkich liter albo z matych ,
jest mieszanka konwencji.

Nigdzie na ma danych na jakich komputerach wykonywano obliczenia, ani jak dtugo one trwaty

(WCT).

Pragne zaznaczy¢, ze uwagi te nie pomniejszajg pozytywnej oceny catoéci badan.

Uwazam, ze mgr Krzysztof Baczynski realizujac swoja rozprawe doktorskg wykonat zestaw
spojnych, czasami trudnych, obliczen, badan i analiz. Uzyskat wartosciowe i oryginalne wyniki.
Wydaje sig, ze bedg one mogty by¢ opublikowane w bardzo dobrych czasopismach o zasiegu
Swiatowym.

Stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Krzysztofa Baczyrskiego

pt.“Badanie atomowych modeli blony tylakoidu przy uzyciu symulacji dynamiki
molekularnej”

stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i wykazuje ogding wiedze teoretyczng
doktoranta w naukach fizycznych (i biologicznych) oraz wykazuje umiejetno$¢é samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej, tj. spetnia w zupetno$ci wymagania ustawowe [Ustawa z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, ze zm. w Dz. U. z 2005 r. Nr 164, poz. 1365 oraz w Dz. U. z
2011 r. Nr 84, poz. 455] i zwyczajowe stawiane rozprawom doktorskim. Wnosze zatem o

dopuszczenie Pana magistra Krzysztofa Baczynskiego do dalszych etapéow przewodu

doktorskiego.
(. Nowa™
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