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Recenzja rozprawy doktorskiej mgra Tomasza Skéry

Rozprawa doktorska mgra Tomasza Skory zatytutowana ,Diffusion and reactions under crowding:
Theory and simulations” zostata wykonana pod kierunkiem dra hab. Svyatoslava Kondrata w
Instytucie Chemii Fizycznej Polskiej Akademii Nauk. Temat badawczy poruszony w rozprawie dotyczy
charakterystyki dyfuzji czasteczek biologicznych oraz ich reakcji w $rodowisku zattoczenia
makromolekularnego.

Wszelkie procesy zachodzgce w komadrkach, zachodzg w wielosktadnikowym, heterogennym i
zattoczonym srodowisku. Oprécz wody, jondw czy metabolitéw, komérki zawierajg wiele
makroczgsteczek takich jak biatka, kwasy nukleinowe, lipidy czy rybosomy. Typowe stezenia tych
makroczasteczek w cytoplazmie to 200-400 g/L, co powoduje, ze zajmujg one nawet do 45%
objetosci. Obecnos¢ innych makroczasteczek wptywa na dyfuzje biomolekut (np. enzyméw i ich
substratéw), zwijanie sie biatek do funkcjonalnej struktury trzeciorzedowej, dynamike wewnetrzng
biomolekut, termodynamike i kinetyke réznych procesdéw, czy rownowagi chemiczne. Ttok
komoérkowy to nie tylko efekt wytgczonej objetosci, ale daleko- i krotko-zasiegowe oddziatywania
makroczgsteczek z enzymami, substratami czy innymi makroczgsteczkami.

Dla utatwienia przeprowadzania i interpretacji eksperymentow, reakcje biochemiczne byty zwykle
badane w niezattoczonych roztworach (bez innych makroczasteczek). W ostatnich dwdch dekadach
nastgpit jednak znaczny postep i ttok makromolekularny jest brany pod uwage w wielu badaniach.
Jesli chodzi o symulacje to, ze wzgledu na moce obliczeniowe, pierwsze modele zattoczonego
Srodowiska pojawiaty sie przewaznie w modelach zredukowanych. Obecnie mozemy juz symulowac
coraz wieksze uktady i w dtuzszych skalach czasowych, wiec efekty ttoku molekularnego powinny
by¢ uwzglednione w badaniach dyfuzji, dynamiki wewnetrznej czy asocjacji czgsteczek, a takze
wigzania ligandéw. Badacze dostosowujg, zardwno metody jak i parametry (tzw. pola sitowe) do
opisu molekut w zattoczonym srodowisku. Wazng kwestig jest takze uwzglednienie oddziatywan
hydrodynamicznych. Tematyka poruszona w rozprawie mgra Tomasza Skoéry jest wiec istotna z
punktu widzenia i rozwoju metodologii symulacji oraz w kontekscie interpretacji badan
doswiadczalnych.
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Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgra Tomasza Skdry jest oparta o wyniki badan
opublikowanych w trzech artykutach, jednym artykule wystanym do czasopisma oraz dwdch w
przygotowaniu. W dwdch artykutach juz opublikowanych mgr Tomasz Skéra jest pierwszym autorem.
Sq to prace, ktére ukazaty sie w wysoko notowanych dla dyscypliny nauki chemiczne czasopismach z
listy Journal Citation Reports, m. in., w J. Phys. Chem., czy Phys. Chem. Chem. Phys. Z szesciu
zaplanowanych z tej tematyki prac, w pieciu mgr Skdra jest lub bedzie wiodgcym autorem. Rozprawa
stanowi jednak odrebne dzieto. Efektem badan mgra Tomasza Skéry jest tez stworzone przez niego
oprogramowanie, ktore wykorzystywat do przeprowadzenia i analizy symulacji (pyBrown, pyBrown-
tools, ExVol, PyGRPY).

Rozprawa zostata napisana w jezyku angielskim, ale zawiera takze streszczenie w jezyku polskim.
Rozprawa wraz z bibliografigi zatacznikami liczy 150 stron. Rozprawe bardzo dobrze sie czyta,
gdyz jest napisana poprawnym jezykiem. Autor odnosi sie tez do ciekawych przyktadéw i cytatow.
Rozprawa ma nieco nietypowy ukfad, gdyz zawiera obszerne przeglady literaturowe pokazujace tzw.
state-of-the-art, nie we Wstepie, ale w kazdym rozdziale, w ktérym opisywane sg wyniki. Nie
utrudnia to jednak czytania pracy, a nawet poprawia zrozumienie badan autora w kontekscie badan
innych. Ponizej omawiam czesSci rozprawy.

Po streszczeniach w jezyku angielskim i polskim pojawiajg sie odpowiednio lista publikacji autora,
wykaz rysunkdéw oraz tabel, a takze wykaz skrotéw. Wiasciwa rozprawa zaczyna sie od rozdziatu
zatytutowanego ,,Introduction”. Jest to krétki, kilkustronicowy rozdziat, w ktérym autor przedstawia
motywacje badan, a takze przedstawia tematy kolejnych rozdziatdéw. Nie ma ogdlnego celu pracy,
sg to raczej cele szczegdtowe.

W rozdziale 2, zatytutowanym ,Theoretical background”, mgr Tomasz Skdra opisuje podstawowe
zagadnienia, ktére bedg poruszane w rozprawie: ruchy Browna, twierdzenie o fluktuacji i dyssypacji,
anomalng dyfuzje, zattoczenie molekularne, pojecia wytgczonej oraz zajmowanej objetosci, a takze
rownowagi chemiczne.

Rozdziat 3 dotyczy stosowanych metod i technik symulacji. Autor przedstawia podstawy symulacji
dynamiki brownowskiej i co wazne opisuje sposoby uwzgledniania oddziatywan hydrodynamicznych
miedzy czgstkami, czyli mediowanych przez ciecz, zaréwno bliskiego jak i dalekiego pola. Poswieca
uwage przyblizeniu Rotne-Pragera-Yamakawy i macierzy wspoétczynnikdow dyfuzji. Opisuje sposoby
propagowania dynamiki uktaddéw przy uzyciu metod Monte Carlo oraz obliczenia wytgczonej
objetosci.

W kolejnych rozdziatach autor opisuje juz wtasng prace badawczg i uzyskane wyniki, ktére w kazdym
podrozdziale dyskutuje w kontekscie badan innych grup.

W rozdziale 4 zatytutowanym ,,Diffusion in crowded media” najpierw mamy dos¢ obszerny ponad 10-
cio stronicowy przeglad literatury dotyczacej doswiadczen i symulacji dyfuzji w s$rodowisku
zattoczonym. Na jego podstawie autor wypunktowuje szes¢ mozliwych powoddéw obserwowanego
spowolnienia dyfuzji czgsteczek w uktadach zattoczonych. Czes$¢ z tych efektéw podejmuje
sie uwzgledni¢ w symulacjach (np. zalezno$¢ od uwzglednienia w symulacjach oddziatywan
hydrodynamicznych, przyciggania sie czastek, czy ich ksztattu). Wiadomo, ze uwzglednienie



oddziatywan hydrodynamicznych dalekiego pola nie wystarcza do prawidtowego opisu dyfuzji w
uktadach makromolekularnych. Autor chciat wiec sprawdzi¢, czy uwzglednienie efektéw bliskiego
pola poprawia wyznaczenie wspotczynnika dyfuzji zgodnego z badaniami doswiadczalnymi. W tym
celu napisat program, w ktdrym do propagacji dynamiki czgstek uwzglednione sg efekty dalekiego (w
postaci przyblizenia Rotne-Prager-Yamakawa) i bliskiego pola. Autor wybrat uktad modelowy,
twardych kul o promieniu odpowiadajgcym promieniowi hydrodynamicznemu Ficollu 70
(rozgatezionego policukru, uzywanego jako makroczasteczki do ,realizacji” ttoku w probdwce).
Symulacje byty przeprowadzane metodg dynamiki Brownowskiej oraz rozwigzania rownan Stokesa.
Stosowano periodyczne warunki brzegowe, wiec do obliczen macierzy wspétczynnikéow dyfuzji RPY
zastosowano sumowanie Ewalda (na podstawie pracy Smith et al. z roku 1987), podobnie jak w
przypadku obliczania elektrostatyki w symulacjach dynamiki molekularnej. Autor napisat wtasny
program do tych obliczen (pyBrown).

Kolejny etap badan dotyczyt sprawdzenia jak ksztatt molekut wptywa na dyfuzje, co byto wzorowane
na badaniach doswiadczalnych i we wspdtpracy z grupg doswiadczalng J. Fittera, ktéra badata
dyfuzje znakowanej streptawidyny metodami spektroskopii korelacji fluorescencji (FCS). Symulacje
zostaty przeprowadzone dla uktadéw zawierajgcych modele czgsteczek Ficollu 70 oraz dupleksu DNA.
Gtéwna konkluzja byta taka, ze to obecnos¢ wydtuzonych duplekséw DNA jako makroczasteczek ma
decydujacy wptyw na spowolnienie dyfuzji. Autor badat tez jak ttok wptywa na wspdtczynnik dyfuzji
rotacyjnej, czyli czasy korelacji rotacyjnej. Symulacje pokazaty, ze dyfuzja translacyjna jest bardziej
wrazliwa na ttok makromolekularny niz rotacyjna. Kolejne efekty, ktore byty badane to oddziatywania
miedzy makroczgsteczkami, w szczegdlnosci oddziatywania przyciggajace, ktére realizowano za
pomocg potencjatu Lennarda-Jonesa. Wiadomo, ze potraktowanie makroczasteczek jako twardych
kul jest przyblizeniem. Moze ono dobrze dziata¢ dla globularnych biatek czy polimeréw, takich jak
Ficoll, ale juz glikol polietylenowy (PEG) jest polimerem, ktéry nie przyjmuje formy globularnej. Do
badania ich oddziatywan i dyfuzji autor rozprawy zastosowat tez potencjaty innego typu, tzw.
miekkich czy przekrywajgcych sie kul.

W rozdziale 4 autor rozprawy podjat sie préby wyjasnienia jakie efekty odpowiadajg za spowolnienie
dyfuzji w uktadach wielosktadnikowych i zattoczonych oraz przyblizyt skale tych efektow.

Kolejny rozdziat (numer 5) jest zatytutowany ,Enhanced enzyme diffusion”. Autor przechodzi do
aktywnosci enzymatycznej w roztworach zattoczonych i omawia ciekawe zjawisko zwiekszonej dyfuzji
niektérych enzymoéow w przypadku obecnosci substratow reakcji. Zrozumienie sprzezenia dyfuzji i
aktywnosci enzymatycznej jest istotne by mdéc symulowad reakcje zachodzace w cytoplazmie. Reakcje
chemiczne mogg wptywac na mobilnos¢ molekut w komérce oraz vice versa. Autor zajmuje
sie modelowym enzymem, ktérego dyfuzja wzrasta po zwigzaniu substratu. Nastepnie poréwnuje
wyniki z doswiadczeniem. W Tabeli 5.1 przedstawia podsumowanie znanych doswiadczalnie
enzymow, ktorych dyfuzja wzrasta i ten wzrost nie musi byé spowodowany egzotermiczng reakcja.
Wynika¢ on moze z forezy lub zmian konformacyjnych spowodowanych wigzaniem substratu
powodujgcych zmniejszenie promienia enzymu. Domykanie sie miejsc wigzgcych po zwigzaniu
substratu moze taki efekt powodowa¢, a wiekszos¢ doswiadczen byta przeprowadzona w warunkach
rozcienczonych roztworéw enzymow bez obecnosci innych makroczasteczek.



W rozdziale 5 autor przedstawia wyniki symulacji dla wybranych modeli enzymdéw zmieniajgcych
konformacje. W pierwszym przypadku jako model przyjeto dwie kule ze zmieniajaca sie odlegtoscia
rownowagowa miedzy ich srodkami, co odzwierciedlato zmiane ksztattu i wielkosci. W symulacjach
bez makroczasteczek ttoku autor zaobserwowat wzrost dyfuzji modelowego enzymu. Przygotowat tez
symulacje, ktore odzwierciedlaty eksperyment stuzgcy do mierzenia wspoétczynnika dyfuzji czastek,
ktore transportujg inne. Dobrat odpowiednio parametry, zeby uktad symulacyjny odtwarzat
eksperyment i dane doswiadczalne.

Rozdziat 6 jest zatytutowany , Reactions under crowding” i przedstawia préby symulacji kinetyki
reakcji enzymatycznych w roztworach zattoczonych. Jest to skomplikowany problem, gdyz wiele
nakfadajacych sie efektdbw ma znaczenie, nie tylko sam proces biochemiczny, a takie wielkos¢ i
ksztatt enzymu, czy otaczajgcych go makroczasteczek. Ttok w komdrce nie jest realizowany tylko jako
wytaczona przestrzen dla danego procesu, ale realizowany jest przez specyficzne i niespecyficzne
oddziatywania miedzy komponentami komérki. Ponownie autor podejmuje probe modelowania tego
typu proceséw. Enzymy modeluje w sposdb przyblizony jako dwie kule, w otwartej i zamknietej
konformacji, z ktérych tylko jedna jest aktywna. Stosuje metody numeryczne oraz symulacje i
pokazuje, ze zattoczenie makromolekularne zmniejsza frakcje otwartych konformacji enzymow. Jest
to uktad modelowy i trudno bedzie uzyska¢ tym modelem efekty w bardziej zattoczonych
Srodowiskach, gdyz jak autor stusznie zauwaza w ttoku reakcje nie zachodzg zgodnie z kinetyka
Michaelisa-Menten. W kolejnych czesciach tego rozdziatu autor podejmuje prébe dodania kolejnych
efektow, ktore wynikajg ze zmiany konformacji enzyméw, takich jak wigzanie wiecej niz jednego
liganda do enzymu, czy kooperatywnos¢ takiego wigzania.

Rozdziat 7 zawiera podsumowanie wynikéw badan i zastosowanych przez autora modeli, wraz z
krétka dyskusjg kazdego rozdziatu.

Praca zawiera obszerne zatgczniki, w ktdorych autor umiescit wyprowadzenia réwnan oraz opis
programow. W zatgczniku D autor przedstawia oprogramowanie. Poczgtkowo korzystat z
oprogramowania BD_BOX, ale nie chcac przerabia¢ cudzego oprogramowania ostatecznie napisat
wtasne narzedzie do symulacji (pyBrown) oraz narzedzia do analizy. Te narzedzia sg dostepne w
repozytorium GitHub.

Ostatnia sekcja rozprawy to Literatura. W tej bibliograficznej czesci autor odwotuje czytelnika do
ponad 300 pozycji, gtéwnie publikacji w czasopismach z listy Journal Citation Reports.

Rozprawa jest napisana poprawnie jezykowo, nie znalaztam prawie zadnych literdwek, czasem
zostaty jakies powtdrzone wyrazy, ale widac starannos¢ autora w pisaniu tekstéw, a takze réwnan.

Ponizej wymieniam dla porzadku tych kilka btedéw, ktére zauwazytam:

- str. 12 i 92, powinno by¢ raczej species, gdyz w biologii jest formg i poj. i mnoga, a specie oznacza
cos innego

- str. 24, powinno by¢ repelled

- str. 75, powinno by¢ exhibited

- str. 81, 85, the enzyme

- str. 86, powinno by¢ different



- str. 93, powinno by¢ mimics
- str. 107, dwa razy z rzedu pojawia sie stowo algorithm
- brakuje przedimkéw w kilku miejscach.

Po przeczytaniu rozprawy ciekawa jestem zdania autora dotyczgcego kilku zagadnien, ktére
wymieniam ponize;j.

- str. 42, dlaczego wybrano akurat takg liczbe czgsteczek? Z jakich ograniczenn wynikata maksymalna
wartosé ok. 22% zajetej objetosci. Podobnie w Tabeli 4.2 te zajmowane objetosci sg raczej mate —
5%7?

- str. 46, Ficoll 70 czy Ficoll 400 nie sg raczej ,inert crowders”, tak jak jest on czesto okreslany w
doswiadczeniach, podobnie PEG. Czy przyblizenie Ficollu jako kuli nie byto zbyt daleko idace?

- Czy nie byto sytuacji w symulacjach dynamiki, w ktorych przekrywajace sie kule agregowaty?

- Tytut podrozdziatu 4.1.3 to ,,Excluded volume interactions”, ale zwykle odnosi sie do efektow tego
zjawiska jak excluded-volume effects a nie interactions.

- Na ile warto poprawiaé opis oddziatywan hydrodynamicznych, skoro opis enzyméw i ich aktywnosci
jest w symulacjach autora traktowany modelowo?

- Czy autor prowadezit jakies$ obliczenia czy symulacje, w ktérych przewidziat zmiany wspoétczynnika
dyfuzji enzymu po zwigzaniu substratu, dla ktérego potem przeprowadzono doswiadczenia?

- Na ile takie uproszczone przedstawienie molekut moze stuzyé do przewidywania ilosciowego czy
jakosciowego zmian dyfuzji w uktadach zattoczonych?

Autor rozprawia sie z tematyky zattoczenia molekularnego bardzo starannie i przedstawia rézne
aspekty tego zagadnienia w sposdb wysoce dydaktyczny. Czesci literaturowe i opisowe rozprawy
beda mogty postuzyé studentom i doktorantom jako podrecznik na temat teorii badania wptywu
zattoczonego s$rodowiska na dyfuzje molekut i tez reakcje biochemiczne. Rozprawa stanowi tez
przeglad stosowanych metod uwzgledniania oddziatywan hydrodynamicznych w uktadach twardych i
przekrywajgcych sie (miekkich) kul.

Mimo, ze autor rozprawy przeprowadzat symulacje uktadéw modelowych to dobierat je tak, zeby
wyniki symulacji byly zawsze odniesione do wynikéw badan doswiadczalnych albo z literatury, albo
ze wspotpracy z grupy doswiadczalng. Zawsze przeprowadzat dodatkowe symulacje kontrolne.
Dodatkowo wyraZnie przedstawiat ograniczenia stosowanych metod i modeli. Swiadczy to o
dojrzatosci naukowe] doktoranta i petnym zrozumieniu jak mozna interpretowac wyniki symulacji.
We wszystkich opisach badan autor za kazdym razem wyjasniat czytelnikowi jaki efekt bedzie brat
pod uwage w modelu i symulacjach. Przedstawienie doktadnego toku rozumowania autora znacznie
utatwia czytanie rozprawy.

Osiggniecia naukowe przedstawione w rozprawie dotyczg zbadania wptywu zattoczonego otoczenia
na dyfuzje biomolekut oraz na reakcje biochemiczne. Autor przeanalizowat tematyke dogtebnie i z
pewnoscig jest ekspertem w teorii i symulacjach uktadéw wielosktadnikowych i zattoczonych oraz w
charakteryzacji oddziatywan i dyfuzji w uktadach gruboziarnistych. Widac, ze autor jest juz dojrzatym
naukowcem z opanowanym warsztatem programistyczno-symulacyjnym i z dogtebnym
zrozumieniem procesow dyfuzji i reakcji w uktadach biologicznych.



Osiggniecia naukowe mgra Tomasza Skéry i warto$¢ naukowg rozprawy, wiec oceniam bardzo
wysoko. Autor pokazat, ze wykazuje dogtebne zrozumienie tematu symulacji modelowych
gruboziarnistych uktadéw w tloku makromolekularnym oraz zrozumienie badan i wynikéw
doswiadczalnych.

Podsumowujgc stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgra Tomasza Skoéry stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, potwierdza jego wiedze teoretyczng w dyscyplinie nauk
chemicznych oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Przedstawiona mi do
oceny rozprawa doktorska spetnia warunki ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce, w szczegélnosci art. 187 tej Ustawy. W zwigzku z tym wnosze o dopuszczenie mgra
Tomasza Skéry do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto oceniam, ze dorobek mgra Tomasza Skéry wykracza poza standardowe wymagania stawiane
doktorantom. Wyniki przedstawione w rozprawie dotyczg trudnego problemu wyznaczania dyfuzji i
aktywnosci molekut w srodowiskach zattoczenia makromolekularnego. Badania mgra Tomasza Skory
wymagaty ogromnego warsztatu technicznego i merytorycznego, a takze dodatkowo znajomosci
zagadnien z zakresu biochemii i biologii komérki. Co wazne, autor rozprawy nie tylko zastosowat
metody zaproponowane przez innych badaczy, ale takze opracowat wtasne podejscia symulacji i
napisat oprogramowanie do symulacji dynamiki Brownowskiej, a takze narzedzia do jej analizy. Praca
doktoranta wymagata duzego zaangazowania i cierpliwosci. Biorgc pod uwage wnikliwe podejscie do
teorii zjawiska zattoczenia molekularnego, dyfuzji, oddziatywan hydrodynamicznych, ogromny naktad
pracy, uzyteczno$¢ badan i oprogramowania oraz dominujgcy wktad autora w publikacje wynikéw
badan uwazam, ze praca doktorska mgra Tomasza Skdry zastuguje na wyrdznienie. Wnosze wiec do
Rady Naukowej Instytutu Chemii Fizycznej PAN o wyrdznienie rozprawy doktorskiej
stosowna nagroda.
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