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Recenzja osiggniecia naukowego (zbidr publikacji w postepowaniu habilitacyjnym)
Dr. Pawta Krupy

pt.
»Rozwaj i wykorzystanie pdl sitowych o réznych poziomach rozdzielczo$ci do badania
struktury i dynamiki wybranych biatek”
oraz ocena istotnej aktywnosci naukowej habilitanta

Wstep

Nauki fizyczne nie moga zajmowac si¢ wylacznie materig nieozywiong. Organizmy zywe to
nie tylko Zrodto pozywienia i energii dla nas, to rowniez MY Sami. Ztozono$¢ najprostszej
bakterii z punktu widzenia fizyki, opisu na poziomie molekularnym jest ogromna. Zasada
dziatania organizmow zywych, tj. mechanizmy biochemiczne podlegaja jednak uniwersalnym
prawom fizyki. Oznacza to, ze dziatanie takiego systemu, (np. catej bakterii, a moze i nawet
bardziej skomplikowanych organizmoéw) powinno si¢ da¢ opisa¢ przy pomocy znanych juz
praw fizyki. Stad wiele pomystow teoretykow jak np. wywodzi¢ funkcje biologiczne ze
struktur zwigzkéw chemicznych jakie te funkcje zapewniaja czy kontrolujg. Do
najwazniejszych biomolekut naleza biatka, badaniu ktoérych poswigcona jest w dominujgcym
stopniu dziatalno$¢ naukowa dr. Pawta Krupy. Opis kwantowy struktur i dynamiki biatek nie
jest przy obecnym stanie zaawansowania teorii i technologii obliczeniowych mozliwy. Przez
ostatnie kilkadziesiagt lat sukcesy na tym polu odnosi podejscie klasyczne, w ktorym
oddziatywania czesci sktadowych biatek (aminokwasdéw czy nawet poszczegdlnych atomow)
przybliza sie¢ przy pomocy odpowiednio dobranych potencjatow klasycznych. Zestaw funkcji
analitycznych wraz z odpowiednio dobranymi parametrami, ktory ma opisywac energi¢
danego bialka, nazywa si¢ polem sitowym. Pionierzy tej dziedziny nauki: M. Karplus, A.
Warshel i M. Lewitt zostali uhonorowani nagroda Nobla. Oczywiscie zaproponowane przed
laty pola sitowe (CHARMM, AMBER czy OPLS) ulegaja statym udoskonaleniom, w
dziedzinie jednak panuje przekonanie, ze idealne, optymalne i ,,prawdziwe” klasyczne pole
sifowe nie istnieje. Jednak jest w pelni uprawnione i naukowe poszukiwanie coraz lepszych i
efektywniejszych metod klasycznego opisu dynamiki biatek. Osiagni¢cie habilitacyjne dr P.
Krupy wpisuje si¢ w ten wazny dla biofizyki, biologii i medycyny nurt. Tematyka badan nie
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jest zbyt oryginalna ani nowa, jednak nadal aktualna i na pewno wazna. Czy stosowanie
klasycznych p6l sitowych i praw mechaniki do opisu zachowania duzych molekut
biologicznych bedzie trwato dlugo, jest pytaniem otwartym w dobie lawinowego rozwoju
metod opartych na uczeniu maszynowym i Al. Wiedza na temat biatek bedzie zawsze
potrzebna.

Dr Pawet Krupa jest mtodym uczonym (38 lat), doktorat w zakresie chemii uzyskat w 2015
roku. Jest autorem 45 publikacji (WoS), cytowanych tacznie ok. 640 razy (bez autocytowan,
WoS), z indeksem h=18 (Wo0S). Sumaryczny IF artykulow sigga 200, zas punktacja
ministerialna przekracza 5600 pkt. Od strony oceny wskaznikow bibliometrycznych, ktore
przytaczam tutaj tylko zwyczajowo, bo nie one decyduja, dorobek wyglada b. dobrze. Pan dr
Krupa jako swoje gtowne osiagnigcie habilitacyjne przedstawia cykl kilkunastu artykulow
H1-H13, poza jedng wspoétautorskich, opublikowanych w latach 2016-2024. Sze$¢ razy
habilitant jest pierwszym autorem, za$ 4 razy autorem korespondujacym. Tytut cyklu jest
niestychanie og6lny, niezbyt mi si¢ to podoba, ale zwazywszy na charakter wybranych do
oceny prac nie za bardzo mégt by¢ inny. Publikacje w swej tresci 1 charakterze mieszczg si¢ w
zaproponowanym tytule-,,worku”. Dotycza glownie udoskonalania metody symulacji
dynamiki biatek przy pomocy gruboziarnistego pola sitowego UNRES oraz badania biatek o
duzym znaczeniu medycznym, np. beta-amyloidow.

Przebieg postgpowania

Postepowanie w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego w dziedzinie nauk $cistych i
przyrodniczych w dyscyplinie nauki fizyczne wszczgto na wniosek zainteresowanego z dnia
10.09.2024 roku. Rada Doskonatosci Naukowej (RDN) po dokonaniu oceny formalnej
wniosku na posiedzeniu w dniu 15 pazdziernika 2024 roku wyznaczyta czgs¢ sktadu komisji
habilitacyjnej. Ostateczny sktad powotano w dniu 24.10.2024 r. na mocy uchwaty (Sprawa nr
RN.432.3.2024. Rada ma odpowiednie uprawnienia do nadawania stopnia doktora
habilitowanego.

Sylwetka habilitanta

Pawel Krupa uzyskal tytut zawodowy licencjata nauk chemicznych ( z chemii medycznej) na
Uniwersytecie Gdanskim (UG) w roku 2009. Tamze uzyskal tytul zawodowy magistra chemii
(chemioinformatyka) na Wydziale Chemii w 2011 roku. Nie mam wiedzy czy doktorat
realizowat w ramach studiow doktoranckich czy w innym trybie. Stopien doktora nauk
chemicznych, nadany z wyrdéznieniem przez Wydzial Chemii Uniwersytetu Gdanskiego,
uzyskat w dniu 08.07.2015 na podstawie rozprawy doktorskiej pt. ,,Rozszerzenie pola
sitowego UNRES o potencjaty lokalne 1 dane z metod poréwnawczych w celu lepszego
przewidywania struktur biatek”. Promotorem byt prof. dr hab. Cezary Czaplewski. W okresie



08.10.2014 — 31.07.2015 pracowat jako specjalista analityk w Centrum Informatycznym
Trojmiejskiej Akademickiej Sieci Komputerowej (CI TASK),Gdansk. Z danych wynika, ze w
tym samym okresie (17.11.2014 — 01.05.2015) odbyt staz (jako Research Aide) w grupie prof.
A. Kloczowskiego w Battelle Center for Mathematical Medicine, The Research Institute at
Nationwide Children's Hospital and Ohio State University w Columbus, OH, USA. Staz
podoktorski odbyt z kolei w bardzo dobrym osrodku tj. Cornell University (NY, USA) w
grupie prof. H. Scheragi w okresie 01.08.2015 — 31.07.2016. Przez ostatnie 8 lat, tj. od
01.09.2016 pracuje jako adiunkt w Oddziale Fizyki Teoretycznej, Zespole

Biofizyki Teoretycznej, Instytutu Fizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie.

Nie mam watpliwosci, ze przebieg pracy naukowej habilitanta §wiadczy o tym iz realizowat
on badania na wigcej niz jednej uczelni ( IF PAN, UG, Uniwersytet Cornell - USA) i
odznaczat si¢ w tych o$rodkach istotng aktywno$cig naukowa, czego dowodem sg liczne
wieloautorskie publikacje naukowe; czyli wymog art. 219. Par 3, ustawy z dn. 20 lipca 2018
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce jest spetniony.

Opinia nt. poszczegolnych publikacji z cyklu.

W Autoreferacie habilitant swoje roznorodne dokonania naukowe sktadajace si¢ na
recenzowany cykl publikacji podzielit nastepujaco:

,»® Rozw(j 1 optymalizacja gruboziarnistego pola sitowego UNRES (prace H1, H2, H10,
H12)

® Rozwoj 1 okreslenie mozliwosci predykcyjnych pdl pelnoatomowych (prace H3, H4, H11)
e Wykorzystanie metod na r6znych poziomach rozdzielczosci w celu otrzymania pelnego
obrazu badanego zagadnienia (H3, H13)

e Okreslenie wlasciwosci fizykochemicznych, struktur 1 dynamiki wybranych biatek
(H1-H13)

o Biatek nieustrukturyzowanych (H3-H7)

o Bialek z wigzaniami disulfidowymi (H9-H11)

o Biatek w otoczeniu bton lipidowych (H7-H8)

o Kompleksow biatek (H3, H5-H7, H12-H13)”

Po szczegotowym zapoznaniu si¢ z pracami z cyklu uwazam, ze taka ogolna charakterystyka
ich zawartosSci jest poprawna i wlasciwa. Gdybym mial podzieli¢ dokonania habilitanta na
dwa gléwne nurty to nazwalbym je (1) rozwo6j metod i1 protokotéw obliczeniowych (2) testy i
zastosowania, z przewagg jednak (2). Ponizej omawiam poszczeg6lne artykuly.

H1. Pawel Krupa, Magdalena A. Mozolewska, Marta Wisniewska, Yanping Yin, Yi
He, Adam K. Sieradzan, Robert Ganzynkowicz, Agnieszka G. Lipska, Agnieszka
Karczynska, Magdalena Slusarz, Rafat Slusarz, Artur Gieldon, Cezary

Czaplewski, D. Jagieta, B. Zaborowski, Harold A. Scheraga*, Adam Liwo,
“Performance of protein-structure predictions with the physics-based UNRES

force field in CASP11”, Bioinformatics 2016, 32(21), 3270-3278.

IF(2021) = 6.931, Punkty Ministerstwa (1.12.2021) (PM) = 200



Publikacja ta jest sprawozdaniem z prac i osiggnie¢ jednego z zespotow startujagcych w
zawodach/eksperymencie Critical Assesment of Protein Structures CASP11. Zadaniem
zespotow jest jak najwierniejsze przewidywanie struktury zestawu biatek, dla ktorych
punktem wyjscia jest jedynie sekwencja. Wyniki nalezy uzyska¢ w stosunkowo krotkim
okresie (3 tyg.) a weryfikacja nastepuje poprzez pordéwnanie przewidywan z utajnionymi
wczesniej danymi doswiadczalnymi. Autorzy wykorzystali rozwijane przez szereg lat w
grupach prof. Liwo (Gdansk) i prof. Scheragi (Cornell) gruboziarniste pole sitowe UNRES.
Jest to rodzaj techniki zwijania biatka ,,de novo”, bez korzystania z wzorcow czy danych
statystycznych. Przez wiele lat zywiono nadziej¢, ze oparte na prawach fizyki pola sitowe
osiggng taki poziom rozwoju, ze w koncu biolodzy zamiast mozolnie oczyszczaé |
krystalizowaé¢ biatko oraz sta¢c w kolejce do synchrotronu, bgdg wykorzystywac serwery
obliczeniowe. Jak dotad, mimo pewnych sukceséw, m.in. pola UNRES, marzenie to si¢ nie
spetnito, rewolucji dokonat zespot w zasadzie informatyczny z firmy DeepMind, ktory
stworzyt system AlphaFold 2 oparty na Al i z duzym zapasem pokonat na CASP wszystkie
inne grupy stosujace inne podejscia. Oczywiscie osiagniecie to ( i nagroda Nobla dla
Habashisa i Jumpara w 2024 roku) nie bytoby mozliwe bez wykorzystania zasobéw danych
doswiadczalnych z PDB przez dziesiatki lat gromadzonych mozolnym wysitkiem wielu grup
krystalografow biatek. Habilitant w tej publikacji (ukazata si¢ tuz po doktoracie) odegrat
powazng role: zaplanowat jednolity protokoét przewidywania struktury bialek przy pomocy
UNRESa oraz wykonat symulacje z wymiana replik. Przygotowat ocene wynikow i wstgpna
wersj¢ manuskryptu. Autorzy zwingli 55 bialek o rozmiarach od 44 do 595 aminokwasow, w
szesciu przypadkach biatek jednodomenowych zwijanie dato solidny wynik — rmsd Ca byto
na poziomie 4 A w stosunku do eksperymentu. Praca napisana jest bardzo solidnie i daje
duzo materiatu poréwnawczego. Przypuszczam, ze wkiad habilitanta w powstanie tego
raportu w prestizowym czasopismie (200 pkt.) byt wigkszy niz 1/16 wynikajaca z prostej
arytmetyki.

H2. Pawel Krupa, Anna Hatabis, Wioletta Zmudzinska, Stanistaw Otdziej, H.A.
Scheraga, Adam Liwo,* “Maximum Likelihood Calibration of the UNRES Force
Field for Simulation of Protein Structure and Dynamics”, Journal of Chemical
Information and Modeling 2017, 57 (9), 2364-2377.

IF(2021) = 6.162, PM = 100

Istotag publikacji H2 jest opracowanie nowego sposobu parametryzacji (kalibracji) pola
UNRES. Celem byta poprawa jakosci przewidywania struktury biatek i unikniecie interwencji
manualnych poprzez naktadanie wiezow, co bylo wymagane w oryginalnych protokotach
zwijania biatek polem UNRES. Wykorzystano nowy schemat obliczeniowy, ktory
automatycznie wybiera struktury (mate klastry wynikajace z rozktadu konformacji), ktore
postuza do optymalizacji parametrow. Sam kalibracja, realizowania w cyklach, oparta jest na
wczesniej opisanej ( 2015 JCIM, bez udzialu PK) metodzie maksymalnego podobienstwa,
wykorzystywane sa dane doswiadczalne z NMR (od 17 do 300 konformacji dla kazdego
uktadu, czasem w réznych temperaturach. Wyniki sa zachgcajace, dobér parametrow oparty
tym razem nie na matym biatku TrpCage, a zbiorze 46 zroznicowanych biatek, daje rezultaty
wyraznie lepsze niz wczesniejsze pole UNRES, zwlaszcza dla biatek zawierajgcych
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fragmenty drugorzedowe B. Habilitant brat udziat w testowaniu metody, optymalizacji
parametrow, implementacji potencjatow dla pola sitowego. Wykonat tez symulacje REMD.
Nie mam watpliwosci, ze ta praca stanowi postep w dziedzinie doskonalenia narzg¢dzi
biofizyki teoretycznej i modelowania biatek.

H3. Pawel Krupa*, Pham Dinh Quoc Huy, and Mai Suan Li*, “Properties of
Monomeric AB42 Probed by Different Sampling Methods and Force Fields: Role
of Energy Components”, The Journal of Chemical Physics 2019, 151(5), 055101.
IF(2021) = 4.304, PM = 100

W tej publikacji stykamy si¢ z tematyka badan realizowanych od lat w grupie prof. Mai Suan
Li w IF PAN w Wwie. Wiele danych wskazuje na to ze powaznie nam zagrazajace choroby
neurodegeneracyjne maja Swoje przyczyny W niszczeniu neurondéw poprzez tzw. ztogi
amyloidowe. W wielu laboratoriach bada sie procesy agregacji peptydow i poszukuje metod
odwroécenia tego procesu, spowolnienia lub czynnikéw warunkujacych agregacjg. Znaczenie
praktyczne tych badan moze by¢ ogromne, Dzigki modelowaniu, coraz lepiej rozumiemy co
dzieje si¢ z poszczegolnymi czasteczkami w przypadku patologicznych agregacii.

W publikacji tej wiele si¢ dzieje: najpierw dynamika gruboziarnista UNRES jest
wykorzystywana do rozbijania tetrameréow do formy zbioru statystycznego czterech
monomerow A 3 42, by nastgpnie $ledzi¢ Sciezki (tez metoda UNRES) ponownej agregacji
monomeroéw do stabilnego tetrameru. Wyniki pokazuja, ze najcze¢stszym mechanizmem jest
2+2 tj. potaczenie dwoch uprzednio utworzonych dimeréw. Najstabilniejsze w UNRES
tetrametry byly poddane dalszej szczegétowej analizie pod wzgledem dynamiki za pomoca
symulacji MD pelnoatomowych AMBER i OPLS. Publikacja zawiera wiele danych
szczegOtowych, ale tez pewne obserwacje ogélne. Na przyktad, ciekawe i moim zdaniem
wazne jest to, ze cechy fizyczne modeli teterameru uzyskanych z prostej selekcji monomerow
sgsiadujacych w doswiadczalnie okreslonych protofibrylach witokiem amyloidowych sa
odmienne od najstabilniejszych tetrameréow uzyskanych w drodze symulowanej UNRESem
agregacji. Autorzy zalecajg ostroznos¢ w doborze modelu startowego w innych podobnych
badaniach. Stuszne sg tez ostrzezenia, ze wyniki modelowania odnoszg si¢ do agregacji w
wodzie, w warunkach fizjologicznych inne czynniki typu btony lub obecnos¢ kompleksow
biatkowych, mogg wplywac¢ na mechanizm tworzenia ztogéw. Praca jest wg mnie ciekawa,
taczy aspekty metodologiczne — jak poprawnie symulowac agregacje peptydow - z aspektami
fizjologicznymi: co si¢ dzieje z waznym medycznie peptydem w organizmie ludzkim

Whktad habilitanta jako pierwszego autora do tej publikacji jest znaczny, poza zaplanowaniem
obliczen i wykonaniem symulacji pelnoatomowych MD nadzorowat On obliczenia REMD,
analizowat dane i spisywat wyniki do formy artykutu.

H4. Nguyen Hoang Linh, Pawel Krupa, Minh Hai Nguyen, Huynh Quang Linh, Mai
Suan Li*, “Structure and physicochemical properties of AB42 tetramer:

Multi-scale molecular dynamics simulations”, Journal of Physical Chemistry B

2019, 123, 7253—7269.
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IF(2021) = 3.466, PM = 140

Szczegotowe wyniki modelowania MD dla AB42 opisano z kolei w publikacji H4, gdzie rola
dr P. Krupy byla raczej drugoplanowa. Uczestniczyt On w planowaniu obliczen i
przygotowaniu wstepnych danych do symulacji, nadzorowat obliczenia i analizy wynikow,
uczestniczyt w pisaniu manuskryptu.

Istota publikacji H4 jest nie tyle poszukiwanie wyjasnienia zjawiska fizjologicznego, co
gruntowne poréwnanie skutecznosci rozmaitych pol sitowych i ich wariantow (5 modeli
teoretycznych) w jak najlepszym odzwierciedleniu danych doswiadczalnych nt. konformacji 8
amyloidu (przesuniecia NMR). Dyskutowana jest wazna kwestia metodologiczna — co jest
lepsze do probkowania przestrzeni konformacyjnej — jedna dtuga trajektoria klasyczna (10 ps)
czy szereg krotkich trajektorii REMD (tgcznie ok. 30 us) , znacznie tanszych. W badanym
przypadku okazuje si¢, ze lepsze korelacje z danymi doswiadczalnymi daje stosowanie serii
(np. 20) krotkich obliczen REMD (niezaleznie od stosowanego pola sitowego) niz
ojedynczych dtugich trajektorii CMD. Zwazywszy na zastosowania GPU i pewne trudno$ci w
uruchomianiu REMD na kartach graficznych optymalna strategia probkowania moze by¢
jeszcze inna. Publikacja zawiera szereg ciekawych obserwacji o charakterze technicznym, np.
dekompozycje energii na wktady od poszczegolnych rodzajéow oddziatywan. Praca ta nie jest
przetomowa, ale daje lepsze zrozumienie czy postep w parametryzacji, np. dla modeli biatek
nieustrukturalizowanych, jest mozliwy.

H5. Daniela Marasco-, Caterina Vicidomini«, Pawel Krupa-, Federica Cioffi, Pham
Dinh Quoc Huy, Mai Suan Li, Daniele Florio, Kerensa Broersen, Maria Francesca
De Pandis, Giovanni N Roviello*, “Plant isoquinoline alkaloids as potential
neurodrugs: A comparative study of the effects of benzo [c] phenanthridine and
berberine-based compounds on B-amyloid aggregation”,

Chemico-Biological Interactions 2021 334, 109300.

IF(2021) = 5.168, PM = 100

Bardzo ciekawa w recenzowanym cyklu jest “nietypowa” publikacja H5. Habilitant wraz z
zespotem zastosowali dos¢ wyrafinowane protokoly obliczeniowe by sprobowaé wyjasnié
intrygujaca obserwacje doswiadczalng (zespoty z Wtoch): dlaczego sanguinaryna (SA)
op6znia tworzenie amyloidow, zas koralina (CO) przyspiesza ten proces? Poza danymi
doswiadczalnymi w artykule przestawiono wyniki serii symulacji MD wraz z probami
dokowania obu tych alkaloidoéw izochinolinowych o bardzo podobnej strukturze do réznych
form amyloidow. Wyniki dokowania nie sg konkluzywne, jest wiele miejsc korzystnego
wigzania tych czasteczek do badanych modeli amyloidow. Roéznice pojawiajg sie W
modelowaniu dynamiki: SA op6znia tworzenie agregatow api«. bowiem promuje a-helisy, zas
CO utatwia ich tworzenie poniewaz wspomaga tworzenie si¢ Wyzszej zawartosci 3 struktur w
amyloidach, a te formy dominujg w fibrylach. Badania modelowe sg w tym artykule wazne i
mocno rozbudowane. Dla mnie jest to cenny przyktad wspoétpracy teoretykow z
eksperymentatorami, przyktad mozliwosci technik MD w testowaniu hipotez ttumaczacych



pewne procesy 0 znaczeniu medycznym. Artykut ten uzasadnia sens ulepszania metod
badawczych w obszarze modelowania bioczasteczek i potencjalnych lekow. Zdolnos¢ do
szerokiej wspotpracy naukowej jest w mojej opinii bardzo cennym wyrdznikiem
samodzielnos$ci badacza. Takich przyktadow w karierze pana dr. P. Krupy znajdziemy wigce;.
Rola habilitanta w powstaniu teoretycznej czesci tego artykutu byta wiodaca.

H6. Yuliia Varenyk, Panagiotis E. Theodorakis, Dinh Q. H. Pham, Mai Suan Li, and
Pawel Krupa*, “Exploring Structural Insights of AB42 and a-Synuclein

Monomers and Heterodimer: A Comparative Study Using Implicit and Explicit
Solvent Simulations”, J. Phys. Chem. B 2024, 128 (19), 4655—-4669.

IF(2021) = 3.466, PM = 140

Bardzo duzy wktad (autor korespondujacy) wnidst habilitant rowniez do publikacji H6, ktora
ukazata si¢ w ub. roku. Ta publikacja jest trudna w lekturze, poniewaz nie bardzo wiadomo o
co chodzi: czy o stwierdzenie jak wyglada kompleks monomeru a-synukleiny z B A42, czy 0
testowanie skuteczno$ci metod modelowania, w szczegdlno$ci akceptowania lub nie modeli z
implicit solvent w tego rodzaju badaniach. Pierwszy problem wydaje mi si¢ sensowny,
poniewaz sg doniesienia doswiadczalne, ze oba te uktady oddzialuja in vivo, a szczegdtow
strukturalnych na temat agregatow nie ma. Nie za bardzo natomiast widz¢ celowosé
otestowania”  modeli  teoretycznych  rozpuszczalnika na  kompleksie  mato
ustrukturalizowanego biatka (w zasadzie IDP) i duzego pepetydu, czyli  amyloidu (1-42).
Zwlaszcza, ze rozne oceny wartosciujace zawarte w publikacji (,, This allows us to propose
with confidence the most probable heterodimer structure”) nie sa oparte na strukturalnych
danych do$wiadczalnych tylko na ogélnym zdrowym rozsadku (by nie powiedzie¢ intuicji)
teoretyka. Wiemy, ze metoda MM-PBSA oceny energii swobodnej wigzania jest wybitnie
przyblizona, a sa nawet opinie wsrdd teoretykow, ze nie powinna by¢ stosowana. W kazdym
razie logiczny jest wniosek, iz nalezy unikaé stosowania taniego podejscia tj. pomijajacego
jawne stosowanie molekut wody, oraz ze kompleksy a-synukleiny z A P42 sa
przypuszczalnie trwale 1 mogg by¢ krokiem wstepnym w tworzeniu groznych wtokien w
mozgu.

H7. Pawel Krupa, Giovanni La Penna*, Mai Suan Li, “Amyloid-p Tetramers and
Divalent Cations at the Membrane/Water Interface: Simple Models Support a
Functional Role”, International Journal of Molecular Sciences 2023, 24 (16),
12698.

IF(2021) = 5.168, PM = 100

Co robig jony metali (np. (Ca, Mg, zn*, Fe>, Cu) w bialkach jest fundamentalnym pytaniem od
lat. Wiemy, ze pozbawienie organizmow zywych mikroelementow prowadzi do powaznych
zaburzen metabolizmu, a bez dost¢pu do jondw np. zelaza cztowiek by umart.

Pomyst by zbadac¢ jak jony miedzi wplywaja na tetramery dobrze juz poznanych peptydow f3-
amyloidow i na btong modelowag DMPC uwazam za bardzo dobry i cickawy. W pracy moze
nie dokonano wielkich syntez i odkry¢, ale pokazano, ze jony miedzi tworzg stabilne
kompleksy z peptydami amyloidowymi. Moje duze watpliwosci budzi sekcja 2.1 tej
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publikacji. Autorzy przy pomocy metody probkowania parasolowego policzyli tzw.
potencjaty sredniej sity dla przejscia poszczegolnych jonow przez btone modelowa. Z danych
wynika np. ze jony sodu, i to solwatowane, praktycznie bez bariery energetycznej moga
przejsé przez btone. Wedtug mnie nie odpowiada to rzeczywistosci fizycznej - transport Na*
przez btony jest wysoce selektywny i wymaga kanatow jonowych, gdyby jony tak swobodnie
uciekaty to komorki nie mogtyby by mie¢ ujemnego potencjatu spoczynkowego. Gdzies jest
btedne zatozenie albo komentarz do tych wynikow jest zbyt uproszczony. Zdanie ,, Therefore,
the bilayer thickness is approximately 17 A for DMPC” (ibid.) jest tez nieiciste, poniewaz grubo$¢ takiej
biwarstwy to ok. 34 A. Mimo pewnych brakéw publikacja ta wnosi nowe dane nt. potencjalnego znaczenia A
42 w obszarze synapsy — pepetyd moze wigzaé liczne w tym rejonie jony miedzi i
modyfikowaé poprzez takie kompleksy wilasciwosci btony neuronalnej. Moze to by¢
(wywiedziona z obliczen) ciekawa inspiracja do nowych doswiadczen. W tej publikacji udziat
habilitanta byt bardzo duzy, zarowno na etapie planowania i wykonani badan jak i analiz
wynikow.

H8. Natalia Karska, Igor Zhukov, Andrea D Lipinska, Sylwia Rodziewicz-Motowidto,
Pawel Krupa*, “Why does the herpes simplex 1 virus-encoded UL49. 5 protein

fail to inhibit the TAP-dependent antigen presentation?”’, Biochimica et

Biophysica Acta (BBA)-Biomembranes 2023, 1865 (8), 184200.

IF(2021) = 6.578, PM = 140

Niedawno opublikowana praca H8 naszpikowana jest terminologiag biochemiczng i mozna
zastanawiac si¢ co robi w wykazie autorow fizyk. Przyczyna jest prosta: jest to kolejny
przyktad mozliwosci jakie dajg metody obliczeniowe (modelowanie, symulacje dynamiki,
analizy struktur) biologom i biochemikom. Istota tej pracy polega na poszukiwaniu roznic,
strukturalnych, ktéore moga wyttumaczy¢ odmienne oddziatywania biatka nazwijmy, je dla
prostoty A (UL49.5) z ludzkiego wirusa opryszczki (herpes) i biatka B (z podobnego wirusa,
ale z bydta - UL49.5 z BoHV-1) w pewnym waznym dla obrony przed wirusami biatkiem
TAP (transporter associated with antigen processing). Pan dr Krupa wykazat si¢ tutaj bardzo
cenna umiejetnoscig wspotpracy z eksperymentatorami, ktorzy dokonali szeregu pomiarow
zwlaszcza dla biatka A i jego oddziatywan. Utworzyt on hipotetyczne modele obu biatek oraz
nowy model btony retikulum endoplazmatycznego gdzie poprawnie dobrano kompozycje
poszczegolnych fosfolipidow. Praca ta jest wazna w dorobku habilitanta bowiem poswieca jej
omowieniu stosunkowo wiele miejsca w Autoreferacie. W wyniku obszernych symulacji MD
i analiz autorzy podali szereg przyczyn odmiennego oddziatywania biatka A z biatkiem B. Sa
to tutaj mniej istotne szczegodty. Chciatbym tylko zwrdci¢ uwagg, ze w tej publikacji widaé
pewien upor badawczy i dociekliwos¢, wielostopniowe przygotowywanie modeli, korzystanie
z serwerdw S$wiatowych, analiza dostgpnych danych do$wiadczalnych, do$¢ ostrozne
formutowanie wnioskow. Wirus ludzi ma jedna dtugg helis¢ transmembranowa, zwierzecy
dwie krotsze ustawione prostopadle i to by¢ moze rzutuje w gtdwnym stopniu na brak
oddziatywania z TAP. W publikacji nie ma dyskusji jakie znaczenie medyczne ma ta
obserwacja, ale mam nadzieje, ze pomoze w walce z wirusem HV-1, ktory jest tak
rozpowszechniony w populacji ludzkiej. Wkiad habilitanta w powstanie tej ciekawej
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publikacji byt dominujgcy, wykonat nie tylko planowanie obliczen ale i same symulacje oraz
opracowat ich wyniki. Projekt byt czescig realizacji “Sonaty” kierowanej przez P.K.

H9. Pawel Krupa*, “Treatment of disulfide bonds in coarse-grained UNRES force
field”, TASK Quarterly 2016, 20 (4), 393-398. PM = 20

Ta niewielka publikacja z roku 2016 ma kilka charakterystycznych cech: powstata tuz po
doktoracie, czasopismo jest lokalne i do$¢ niszowe, jest najkrotsza z publikacji cyklu i jako
jedyna jest jednoautorska. Zapewne zostata dotgczona do cyklu z powodoéw ,,politycznych”:
Gdyby kto$ miat watpliwosci, to artykulik ten dowodzi umiejetnosci habilitanta jesli chodzi o
catkowicie samodzielne przeprowadzenie drobnego projektu naukowego zakonczonego
publikacja wynikow. Przedmiotem badan byta ocena czy stosowanie wigzoOw zwigzanych z
mostkami disiarczkowymi w procesie modelowania zwijania biatek polem gruboziarnistym
UNRES ma sens i czy lepszy jest wariant z statycznymi czy z dynamicznymi wigzaniami S-S.
Whioski sg do$¢ oczywiste, mostki disiarczkowe zwlaszcza statyczne poprawiajg jako$é
zwinigtych de novo niewielkich bialek, jednak chcac szeroko probkowaé przestrzen
konformacyjng w celu zbadania mechanizmow zwijania lepiej jest Stosowaé wersje
dynamiczng mostkow S-S. Podsumowujac okreslitbym ten artykut jako pozyteczny
przyczynek do wiedzy o metodzie UNRES.

H10. Pawel Krupa, Adam K. Sieradzan, Magdalena A. Mozolewska, Huiyu Li, Adam
Liwo, and Harold A. Scheraga*, “Dynamics of Disulfide-Bond Disruption and
Formation in the Thermal Unfolding of Ribonuclease A”, Journal of Chemical

Theory and Computation 2017, 13 (11), 5721-5730.
IF(2021) = 6.578, PM = 140

Problem roli wigzan disiarczkowych w ustalaniu struktury i funkcji biatek jest oczywiscie
bardzo powazny i zgadzam si¢ z habilitantem, ze trochg niedoceniany. Sam dtugo zmagatem
sic z Kkwestia potencjalnej kontroli wydzielania tlenu z neuroglobiny, gdzie
tworenie/rozrywanie mostka S-S w wyniku reakcji redox mogtoby by¢ sensorem stanu
hipoksji w neuronach. Dlatego nie dziwi mnie opublikowanie w bardzo prestizowym
czasopismie JCTC artykutu na temat dynamiki wigzan disiarczkowych w rybonukleazie A,
ktora dla biochemii bialek jest tym czym czasteczka wodoru dla fizyki. Rybonukleaza A
przecina RNA 1 do swojej aktywnoS$ci potrzebuje obecno$ci 4 wigzan disiarczowych, z czego
dwa sa krytycznie wazne. Zwijanie trwa bardzo dtugo, zatem autorzy badali komputerowo
rozwijanie tego biatka wykorzystujac mozliwos¢ dynamicznego tworzenia wigzan S-S w polu
UNRES. Symulacje wyjasniaja kolejno$¢ tworzenia si¢ poszczegolnych wigzan i ich role w
stabilizacji struktury enzymu. Uzasadniajg tez zalety stosowania dynamicznego opisu
potaczen Cys-Cys. Praca ta jest istotnym wkladem do metodologii badan teoretycznych
biatek. Habilitant jest tutaj pierwszym autorem, ktory wykonat wiekszos¢ obliczen i analiz,
tacznie z poszukiwaniem waznego potencjatu eliminujacego niefizyczne oddzialywnia cystein
(SSS).



H11. Pamela Smardz, Adam K. Sieradzan*, Pawel Krupa*, “Mechanical Stability of
Ribonuclease A Heavily Depends on the Redox Environment”, The Journal of
Physical Chemistry B 2022, 126, 33, 6240-6249.

IF(2021) = 3.466, PM = 140

Ta publikacja rowniez dotyczy badania roli wigzan disiarczkowych w Rybonukleazie A, a
doktadniej sprawdzenie znaczenia jakie ma srodowisko redox dla stabilnosci mechanicznej
tego enzymu. Autorzy zastosowali sprawdzone w modelowaniu wigzan S-S pole UNRES, ale
dodali tez pewien trick do pola AMBER: poprzez specjalny potencjat wzorowany na UNRES
mogli $ledzi¢ metodami klasycznymi proces rozrywania wigzan S-S w modelu
petnoatomowym. Wyniki symulacji metodg sterowanej dynamiki molekularnej (SMD) w
przypadkach CG i AA okazaty si¢ jakosciowo zgodne. Tak jak mozna przypuszczaé potencjat
redox w $rodowisku ma bardzo duze znaczenie dla stabilnosci mechanicznej rybonukleazy.
Ta publikacja tez mi si¢ podoba, poniewaz dotyka waznych aspektow nanomechaniki biatek i
podpowiada, jak mozna realizowaé¢ badania modelowe innych biatek majacych mostki
disulfidowe (ok. 20 % znanych bialek). Jestem przekonany, ze ten artykul zyska sporo
cytowan, chociaz badania AFM czy SMD pojedynczych czasteczek sg juz nieco mniej
modne. Habilitant wykonat obliczenia SMD dla AA (AMBER) i wniost powazny wktad w
powstanie tego artykutu.

H12. Pawel Krupa, Agnieszka G. Karczynska, Magdalena A. Mozolewska, Adam
Liwo, Cezary Czaplewski*, “UNRES-Dock - protein-protein and peptide-protein
docking by coarse-grained replica-exchange MD simulations”, Bioinformatics
2021 37 (11), 1613-1615.

IF(2021) = 6.931, PM = 200

W czasopismie ‘“Bioinformatics” publikuje si¢ informacje o metodach, algorytmach i
programach szczegolnie przydatnych dla spotecznosci badajacych struktury biomolekut. Nie
jest tatwo przewidywac¢ struktury 3D biatek z sekwencji, ale jeszcze trudniej jest przewidywac
struktury kompleksow biatko-biatko. Najnowszy AlphaFold3 ma taka ceche, i jest dosé¢
skuteczny, ale peten algorytm nie zostal opublikowany, ze wzgledu na potencjalne
zastosowania komercyjne. Habilitant wnidst kluczowy wktad w powstanie programu
UNRES-Dock opisanego w artykule H12. Pomyst polega na wykorzystaniu pola UNRES i
wymiany replik, wraz z odpowiednim doborem potencjatow mrozacych/lub_nie dokowane
biatka, do mozliwe szybkiego przeszukiwania przestrzeni konformacyjnej. Funkcja celu jest
energia uktadu liczona wg wzorow UNRES, ktérg bardzo przyjemnie Koreluje z niskim
RMSD (czy sa poprawne struktury) dla testowanych komplekséw. Cenne jest
zaproponowanie nowej metody dokowania. Niebezpieczne jest to, ze wyniki bardzo silnie
zalezg od szczegotow parametryzacji poszczegolnych krokow. Testy (H13) dajg zachecajce
wyniki, zwtaszcza dla przypadkow biatko-peptyd. Czy UNRES-Dock sie przyjmie - pokaze
przyszto$¢é. Autorzy twierdzg, ze ta metoda jest lepsza niz znany od pewnego czasu
CABS_Dock rozwijany na UW w grupie prof. A. Kolinskiego.
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Ten wktad dr P. Krupy do biofizyki oceniam wysoko, wykorzystat On swojg wiedze i
doswiadczenie do przygotowania nowego narzedzia badawczego.

H13. Pawel Krupa*, Marta Spodzieja, Adam K. Sieradzan, “Prediction of
CD28-CD86 protein complex structure using different level of resolution
approach”, Journal of Molecular Graphics and Modelling 2021 103, 107802.
IF(2021) =2.942, PM =70

Artykut H13 to przyktad konkretnego zastosowania wczesniej omawianego podejscia
UNRES-Dock do praktycznego zagadnienia jakim jest okreslenie struktury (nieznanej) pary
biatek CD28-CD86 waznych w dziataniu uktadu immunologicznego. Autorzy przedstawiaja
ciekawg dyskusje znaczenia tego kompleksu, wykorzystuja nowy schemat obliczeniowy
UNRES-Dock do wygenerowania hipotetycznych komplekséw oraz klasyczne AA MD do
udoktadnienia proponowanego modelu. Praca wymagata wielu obliczen i prob, wynik
oczywiscie musi by¢ zweryfikowany w doswiadczeniach, jednak glowny morat jest taki, ze
modelowanie moze by¢ bardzo uzyteczne w wypehlianiu luk w naszej wiedzy o tych
tysigcach kompleksow bialkowych regulujagcych homeostaze ludzkiego (czy zwierzecego)
organizmu. Artykul demonstruje biegtos¢ ekipy w tego typu badaniach, daje tez sugestie,
ktore aminokwasy sa wazne w tworzeniu kompleksu zmieniajacego zapewne aktywnosé
limfocytow T. Prace te daja wklad w ,,dlugodystansowe” polepszenie technik racjonalnego
projektowania lekow. Habilitant jest tutaj pierwszym i korespondujacym autorem.

Prace cyklu, opublikowane byty w latach 2016-2023, sa wieloautorskie, naliczytem tacznie ok.
20 wspotpracownikow. Oswiadczenia wspotautorow sg maksymalnie kompletne i nie budza
moich wigkszych watpliwosci (niektore zamieszczono nawet podwojnie). Ocena wktadu
habilitanta w powstanie publikacji jest zwykle dos¢ trudna, a nie pomaga w niej powtarzajgce
si¢ wielokrotnie sformutowanie jakie widziatem w omawianych o$wiadczeniach ,,konsultacje
naukowe”, bowiem jest ono bardzo pojemne. Z racji liczby zatgczanych do cyklu publikacji
(13) czestego pelnienia roli autora korespondujacego, Czy pierwszego autora, nie mam
watpliwosci, ze bez udziatu doktora P. Krupy prace z cyklu by nie powstaly albo bylby
bardzo okrojone. Zatem warunek powaznego wktadu habilitanta w ten cykl uwazam za
spelniony.

Jako$¢ czasopism liczona ich rangg w srodowisku jest dobra lub bardzo dobra (Bioinformatics,
JCIM, JChemPhys, JPhysChem). Cytowania sg ilosciowo umiarkowane, ale to wynik z tego,
ze pole UNRES nie jest az tak popularne, zas wiele prac z cyklu opublikowano niedawno w
ostatnich latach.

Ocena osiagniecia naukowego

Po zapoznaniu sie z bardzo obszernym materiatem uwazam, ze przedstawiony mi do oceny
cykl prac H1-H13 stanowi istotny wktad do nauk fizycznych, w szczegdlnosci do biofizyki
obliczeniowej. Prace sg réznorodne, ale wpisuja si¢ w ogdlny nurt podany w tytule
osiggniecia. Co prawda publikacje cyklu jak dotad nie byly cytowane jaka$ imponujaca
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liczbe razy (mam na mysli cytowania obce — 640, i tak wiecej niz w niejednej profesurze, ale
to zalezy od tematyki), jednak wktad habilitanta do (1) zwigckszenia zakresu stosowalno$ci
konkretnego waznego pola sitowego oraz (2) zrozumienia dynamiki szeregu istotnych
uktadow molekularnych jest pozyteczny, w wielu aspektach nowatorski i moze przyczynic si¢
do postepu w obszarze modelowania biatek. Bez tych publikacji nasza wiedza bytaby ubozsza
1 narz¢dzia obliczeniowe mniej przydatne do realizacji nowych projektow. Pewne
zastrzezenia mam co do stopnia autonomicznosci mtodego badacza jakim jest dr P. Krupa. W
przedstawionym do oceny dorobku wyraznie widze pewna ,,doraznos¢” podejmowanych
tematow, wynikajaca z ,,zadanych” z zewnatrz probleméw. Przyczyng byla zrozumiata
koniecznos¢ realizacji badan, na ktore sg srodki (granty). Tylko niewielka czg¢é¢ prac H1-H13
to osiggni¢cia zwigzane z realizacja wlasnego grantu Sonata, ale ceni¢ te cz¢s$¢, bo sygnalizuje
ona poczatek samodzielnosci naukowej, ktora ma dokumentowac habilitacja. Rezultaty
zawarte w recenzowanych publikacjach nie s3 wg mnie przetomowe, ale sg to bardzo solidnie
udokumentowane prace, wykonane wg regut sztuki, w dobrych i uznanych zespotach
miedzynarodowych, opublikowane na ogét w b. dobrych specjalistycznych czasopismach o
zasiegu $wiatowym.

Uwazam, ze dr Pawet Krupa osiggnat prég samodzielnosci naukowej, a Jego osiggniecie
habilitacyjne spetnia w dobrym zakresie oczekiwania od kandydata do stopnia naukowego

doktora habilitowanego.

Ocena istotnej aktywnosci naukowej habilitanta

Mtody badacz poza przedstawionym do oceny cyklem prac ,.habilitacyjnych” ma przewaznie
szereg innych publikacji, w tym przypadku odnotowatem ok. 23 (+5R) pozycji. na tym etapie
rozwoju naukowego jest bardzo dobry. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze w okresie
przygotowywani doktoratu pan P. Krupa byt wspotautorem 8 powaznych publikacji
naukowych oraz kilku (5) rozdziatéw w monografiach. Oceniatem wiele doktorantéw i sam
wypromowatem ponad 10 doktoréw i wiem, ze nie jest to standardowe i powszechne
zjawisko.

Aktywnos¢ naukowa dr P. Krupy koncentruje si¢ wokol wykorzystania metod symulacji
komputerowych do modelowania biatek i ich kompleksow. Poza tym gldownym nurtem, w
ktory wpisuje sie cykl habilitacyjny mamy szereg zagadnien szczegdtowych:

- okreslenie podstaw molekularnych potencjalnej nanotoksyczno$ci molekut;

- badania wptywu bton lipidowych na biatka oraz wptywu réznych molekut na dwuwarstwy
lipidowe;

- ocena mechanicznej stabilno$ci kwaséw nukleinowych o okreslonych sekwencjach.

Podam jako dobry przyktad wyjscia poza krag UNRESa, AMBERa i biatek, dokonania
kwalifikujgce si¢ jako inne (poza cyklem) osiagniecia naukowe dr P. Krupy. Sa to solidne
publikacje na temat stabilnosci kwasow nukleinowych ( “Computational Studies of the
Mechanical Stability for Single-Strand Break DNA”, Pawet Krupa*, David Wales, Adam K.
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Sieradzan, Journal of Physical Chemistry B 2018, 122, 8166-8173) oraz oceny toksycznosci
w nanoskali (“Inhibitors or Toxins? Large Library Target-Specific Screening of Fullerene-
based Nanoparticles for Drug Design Purpose ”, Lucky Ahmed, Bakhtiyor Rasulev, Supratik
Kar, Pawet Krupa, Magdalena A. Mozolewska, Jerzy Leszczynski*, Nanoscale 2017, 9 (29),
10263-10276 ). Artykuty te, zamieszczone w solidnych czasopismach branzowych, zyskuja
cytowania obce, a to wplywa na dyscypling. W dorobku widze tez ambitniejsze proby
zrozumienia istotnych cech przyblizonych metod modelowania (“Ergodicity and model
quality in template-restrained canonical and temperature/Hamiltonian replica exchange
coarse-grained molecular dynamics simulations of proteins”, A.S. Karczynska, C.
Czaplewski, P. Krupa, M.A. Mozolewska, K. Joo, J. Lee, A. Liwo*, Journal of Computational
Chemistry 2017, 38 (31), 2730-2746.), zatem mogg stwierdzi¢, ze dziatalno$¢ naukowa Pana
dr. P. Krupy, chociaz ma struktur¢ wynikajace z Jego doswiadczenia i stazy, nie jest catkiem
monotematyczna, dotyka roznych zagadnien fizykochemicznych, a nawet problemow
biologiczno-medycznych. Mam nadzieje, ze te eksploracje pomoga habilitantowi wyznaczy¢
wlasna marke i osiaggna¢ samodzielng, wiodacg, oryginalna specjalizacjg.

Konferencje

Pan dr P. Krupa byt dos¢ aktywny na konferencjach, wygtosit co najmniej 15 wyktadow na
konferencjach miedzynarodowych, z czego 10 na zaproszenie. Byt tez wspotautorem ok. 50
komunikatéw posterowych. Jest to bardzo przyzwoita statystyka.

Bardzo aktywnie dziata jako recenzent w systemie ,, peer review ”, recenzowat dotad blisko 60
prac do powaznych wydawnictw, co nalezy uzna¢ za duzy plus, w czasach komercjalizacji
wszystkiego. Ma pewien minimalny dorobek organizacyjny ( wspoétorganizowat przed laty
jedng konferencje naukowsg). Nie zauwazylem czy nalezy do PTF, PTBI, PTBioifz czy
nigdzie. Istotne jest to, ze zna si¢ na kierowaniu projektami naukowymi — uczestniczyt w
wielu jako wykonawca, ale byt tez kierownikiem Sonaty, co ceni¢ b. wysoko. Ma dobre
rozbudowana wspoétprace migdzynarodowa (USA, Korea, Wiochy, Wietnam) i na pewno
prowadzit badania w niejednym osrodku naukowym (IF PAN, UG, Cornell Univ.)

Osiagniecia dydaktyczne, popularyzacyjne, opieka naukowa

Praca w PANie nie daje wielu okazji do osiggnie¢ dydaktycznych. Jednak pan dr P. Krupa ma
w swoim CV liczne epizody dydaktyczne — zajecia dla studentow w Gdansku (technologie
informatyczne/programowanie/chemia teoretyczna) a przede wszystkich regularne petne
(30h/rok) wyktady z metod modelowania/biofizyki dla stuchaczy szkoty doktorskiej (co
najmniej 4 edycje). Oceniam te aktywnosci bardzo dobrze, dr Krupa stara si¢ dzieli¢ swoja
wiedzg i popularyzowaé biofizyke, co wydaje si¢ konieczne. Sprawowat opieke jako
promotor pomocniczy nad jedng doktorantkg (obrona odbyta si¢ w 2019) i jest promotorem
pomocniczym kolejnej osoby.
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Brat udziat w popularyzowaniu nauki, ale jak widze tylko w USA, wiec jest to dorobek
mizerny.

Konkluzja

Analizujgc wszystkie elementy dorobku dra Pawta Krupy, w tym osiggniecie habilitacyjne
jakim jest cykl 13 publikacji H1-H13 pt. ,Rozwéj i wykorzystanie podl sitowych o réinych
poziomach rozdzielczosci do badania struktury i dynamiki wybranych biatek”, uwazam, ze
spetnione sg wymagania ustawowe (Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, Dz. U. z 2022
poz. 54 ze zm.) i zwyczajowe uzasadniajagce nadanie kandydatowi, stopnia doktora
habilitowanego nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki fizyczne, zatem wnosze do
Rady Naukowej Instytutu Fizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie o nadanie tego stopnia.

14



