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RECENZJA

osiagnie¢ naukowych oraz catoksztattu dorobku pana doktora tukasza Peptowskiego w zwiazku
z postepowaniem o nadanie mu stopnia doktora habilitowanego w dziedzinie nauk Scistych
i przyrodniczych, w dyscyplinie fizyka

Niniejsza recenzje przygotowatem w odpowiedzi na pismo prof. dr. hab. Ireneusza Grabowskiego,
Przewodniczgcego Rady Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu Mikofaja Kopernika w Toruniu,
informujace mnie o powotaniu przez tg Rade na recenzenta w postepowaniu o nadania stopnia
doktora habilitowanego Panu doktorowi tukaszowi Peptowskiemu. Recenzja zostata przygotowana
zgodnie z ustawg ,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” zdn. 20 lipca 2018 (z pozniejszymi
zmianami), na podstawie dotaczonej do w/w pisma dokumentacji przedtozone] przez Habilitanta,
spetniajacej wedle mojej oceny wymogi formalne ustawy.

Pan dr Lukasz Peplowski ukonczyl studia na Wydzial Fizyki, Astronomil
i Informatyki Stosowanej Uniwersytetu Mikotaja Kopernika (UMK) w Toruniu, gdzie
w 2004 r. uzyskat tytut magistra fizyki. W roku 2009 na tym samym Wydziale doktoryzowat
sie na podstawie rozprawy ,,Wykorzystanie metod dynamiki molekularnej i bioinformatyki do
badania mechanizméw reakcji enzymatycznych, ze szczegolnym uwzglednieniem hydratazy
nitrylowej”, przygotowanej pod kierunkiem prof. Wiestawa Nowaka, uzyskujac stopien

doktora nauk fizycznych.

W roku 2008 Habilitant zatrudnit sie poczatkowo na stanowisku asystenta a nastepnie
(od roku 2009) adiunkta na swoim macierzystym wydziale UMK, gdzie pracuje do dzisiaj.
W roku 2011 pracowat tez krétko jako stazysta w dziale badawczo-rozwojowym firmy
farmaceutyczno-biotechnologicznej Adamed w Pienkowie k. Warszawy, za$ w latach 2016—
2023 odbyt kilka krétkoterminowowych stazy w zespole badawczym, z ktorym wspotpracuje
(prof. Zhemina Zhou z Jiangnan University w Wuxi w Chinach). Wedle informacji, ktérymi

dysponuje, Kandydat ubiega si¢ o nadanie stopnia doktora habilitowanego po raz pierwszy.

Zainteresowania naukowe dra Peptowskiego maja przede wszystkim charakter
aplikacyjny i koncentruja si¢ na wykorzystaniu metod molekularne; biofizyki obliczeniowej

w celu poprawy parametrow funkcjonalnych enzyméw o znaczeniu biotechnologicznym.



Swoje badania z wykorzystaniem symulacji molekularnych oraz innych narzedzi
obliczeniowych Habilitant prowadzi w Scistej wspotpracy z zespotami specjalizujacymi sig
w doswiadczalnej biotechnologii — wspomniana powyzej grupa prof. Zhou a ostatnio takze
grupa prof. Xianzhonga Chena z (ego samego uniwersytetu. Nalezy podkreslic, ze ta
wspolpraca z doswiadczalnikami okazata sie by¢ bardzo owocna a jej wynikiem jest cykl
artykutéw przedtozony jako osiagniecie habilitacyjne. Wezesniej dr Peptowski zajmowat sig
takze zastosowaniem nieréwnowagowej dynamiki molekularnej (tzw. dynamika sterowana)
do badania przyczyn zréznicowanej stabilnosci strukturalnej biatek posiadajacych wezty
cysteinowe (wspotpraca z prof. Markiem Cieplakiem) oraz do badania procesu
mechanicznego rozciagania podwdjnej helisy DNA (badania pod kierunkiem prof.
Wiestawa Nowaka). Wykorzystywal — takze —metody kwantowochemiczne w  celu

przewidywania widm oscylacyjnych czasteczek organicznych.

Od czasu uzyskania stopnia doktora do momentu zlozenia wniosku Habilitant
opublikowat 18 artykutéw w czasopismach indeksowanych w JCR, z czego 8 stanowi
osiagniecie naukowe przeditozone jako podstawa wniosku o nadanie stopnia doktora
habilitowanego. Z uwagi na specyfike zrealizowanych badan wiekszos¢ artykutow z tego
cyklu zostata opublikowana w solidnych czasopismach z dziedziny biotechnologii i katalizy
ajedna w prominentnym czasopismie adresowanym do szerszej spotecznosci chemikow
(Chemical Science). Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania (IF) tego zbioru publikacji
wynosi ok. 52 (zgodnie z danymi opublikowanymi w r. 2022). Habilitant publikowat tez
wyniki swoich badan w specjalistycznych czasopismach z dziedziny fizyki chemicznej

i biologicznej, chemii teoretycznej i spektroskopii.

Od 2009 r. Habilitant wygtosit 4 referaty na zaproszenie na lokalnych konferencjach
oraz zaprezentowat 15 doniesien w formie plakatow na konferencjach w kraju i za granica, co
wskazuje na dosyé ograniczona aktywnos¢ konferencyjna. Wygtosit takze 4 referaty na
zaproszenie oraz przeprowadzil szereg wyktadéw szkoleniowych z zakresu biofizyki

obliczeniowej w zaprzyjaznionym Jiangnan University.

Publikacje pana dra Peptowskiego byty do momentu zlozenia wniosku cytowane 152
razy (nie wliczajac autocytowan; dane z Web of Science), za$ jego indeks Hirscha wynosi 9.
W mojej opinii wskazniki cytowan sytuuja Habilitanta ponizej $redniej na tym etapie kariery.
Nalezy jednak zauwazy¢, ze z racji na specjalistyczny 1 aplikacyjny charakter jego badan ich
potencjal cytowalnosci jest z koniecznosci ograniczony. Dodatkowo wiele sposrod jego
najwazniejszych artykutéw ukazato si¢ stosunkowo niedawno (dla przykladu, cykl
habilitacyjny powstal w latach 2018-2022), stad mogly jeszcze nie zosta¢ w petni
dostrzezone. Z deklaracji dotyczacych wkiadu pracy, z ktérymi w pelni wspotbrzmia
oéwiadczenia wspotautoréw, wynika jednoznacznie, ze Habilitant mial wiodacy udziat
w powstaniu duzej czgsci swoich artykutéw, odpowiadajac za czes¢ predykcyjna

i obliczeniowa interdyscyplinarnych badan. Adekwatnie do tego udziatu, w czterech



publikacjach przedtozonego cyklu byl on autorem korespondencyjnym, w jednaj zas
(Chemical Science) zajmuje pierwsze miejsce na liscie autoréw (wraz z dwoma innymi
osobami). Biorac pod uwage wiodacy i dobrze zdefiniowany udziat dra Peptowskiego w jego
wspotautorskich pracach, uwazam, ze przytoczone powyzej dane naukometryczne sg

wystarczajace do ubiegania sie 0 stopien doktora habilitowanego.

Jako osiagniecie naukowe stanowiace podstawe do wniosku o wszczecie
postepowania habilitacyjnego pan dr Lukasz Peptowski przediozyt cykl osmiu artykutow
naukowych opatrzony tytutem Zastosowanie metod teoretycznej biofizyki obliczeniowej do
ulepszania enzymow biotechnologicznych”. Cykl ten spetnia wymog jednotematycznosci
i poswiecony jest projektowaniu modyfikacji dwo6ch — enzymow wykorzystywanych
w przemystowej biotechnologii, hydratazy nitrylowej oraz fosforylazy sacharozy, w celu
zmiany ich spektrum substratowego oraz zwiekszenia aktywnosci katalityczne]
i termostabilnoéci. Opracowanie ulepszonych wariantow tych enzymOw jest wazne przez
wzglad na to, ze umozliwiaja one przemystowa produkcje odczynnikow chemicznych
w sposob energooszezedny i mniej uciazliwy dla érodowiska naturalnego niz ma to miejsce
w tradycyjnej syntezie chemicznej. Jak stusznie zauwaza Habilitant, stanowiac podejscie
komplementarne do eksperymentu, metody obliczeniowej biofizyki powinny pozwala¢ na
precyzyjne i niskokosztowe projektowanie mutacji punktowych oraz innych modyfikacji
enzym6w majacych na celu usprawnienie ich funkcji. Przedstawiony cykl dowodzi
jednoznacznie, ze taki program badawczy rzeczywiscie moze przynies¢ pozadane rezultaty.
Co réwnie istotne, dzieki umocowaniu w formalizmie mechaniki statystycznej, metody
obliczeniowe pozwolity takze na powiazanie mikroskopowej dynamiki enzymow z ich
parametrami mierzonymi w skali makro a co za tym idzie, umozliwily zaproponowanie w jaki
sposéb konkretne mutacje wptynety na popraweg whasnosci funkcjonalnych. Tak jak
wspomniatem powyzej, wypada zatozyc, ze relatywnie niewielka liczba cytowan cyklu
habilitacyjnego w literaturze przedmiotowej wynika raczej z niszowego charakteru badan niz

z braku pozytywnego odzewu srodowiska naukowego.

Pierwsza praca cyklu [HI1] poswiecona jest poszerzeniu spektrum substratowego
hydratazy nitrylowej (NHaza), ktora katalizuje konwersjg nitryli do amidow. W pracy tej,
wykorzystujac narzedzia bioinformatyczne, Habilitant w pierwszej kolejnosci wytypowat
5 niezakonserwowanych reszt aminokwasowych w centrum aktywnym, ktére mogty zostac
zmutowane bez utraty funkcji katalitycznej enzymu. Charakteryzujac eksperymentalnie 100
mozliwych mutacji punktowych w wytypowanych pozycjach wspdlpracownicy Habilitanta
zidentyfikowali nastgpnie dwa warianty o zwiekszonej aktywnosci katalitycznej oraz
poszerzonym spektrum substratowym. Dla mutantéw tych otrzymano dalej struktury
krystaliczne, za ktorych walidacje i analize odpowiedzialny byt Habilitant. Przeprowadzit on

takze poréwnawcze symulacje petnoatomowej dynamiki molekularnej (MD) obu mutantow



oraz szczepu dzikiego biatka. Na podstawie analizy wygenerowanych  trajektorii
dynamicznych postawit szereg hipotez wyjasniajacych molekularne podloze obserwowanej

poprawy wiasciwosci NHazy.

Eksploracja przyczyn zwigkszone] aktywnosci enzymatycznej p. dr Peplowski
zajmowal sie takze w kolejnej pracy cyklu [H2], ktorej celem byto udoskonalenie
termostabilnego wariantu hydratazy nitrylowej. Podobnie jak w pracy [H1] zastosowal w tym
celu petnoatomowa dynamike molekularna. 7 uwagi na brak wysokorozdzielczych danych
strukturalnych dla badanego wariantu NHazy, Habilitant otrzymal a nastepnie poddat
symulacji model homologiczny enzymu. Analiza pod katem wiasciwosci strukturalnych
centrum aktywnego pozwolita na zaproponowanie, w jaki sposob zidentyfikowane mutacje

warunkuja podwyzszong aktywnos¢ NHazy.

W trzech zblizonych tematycznie pracach [H3], [H4] i [H5] Habilitant zajmowat si¢
projektowaniem wariantow sekwencyjnych hydratazy nitrylowej z dwoéch  roznych
mikroorganizméw, ktére charakteryzowatby sie podwyzszona termostabilnoscia. W pracach
[H3] i [H4], wykorzystujac programy predykcyjne Rosetta (modut ddg) [H3] i FireProt [H4]
oraz dynamike molekularng [H3], zaproponowal szereg mutacji punktowych NHazy
majacych na celu zwiekszenie jej stabilnosci termicznej. Zwiekszona termostabilnos¢ wielu
sposrdd tych wariantow sekwencyjnych zostata nastgpnie potwierdzona eksperymentalnie
przez jego wspdtpracownikow na podstawie pomiaréw zmian aktywnosci katalitycznej
w czasie. Dla trzech najlepszych mutantéw punktowych [H3] oraz mutanta zawierajacego 10
mutacji (tzw. wariant M10) [H4], Habilitant przeprowadzil nastgpnie produkeyjne symulacje
dynamiki molekularnej, w celu wyjasnienia podtoza zwigkszonej termostabilnosci. Wariant
MI10 okazal sie takze bardziej wydajny katalitycznie, czego przyczyny badal Habilitant,

dokujac substrat (nikotynonitryl) do zrelaksowanej struktury biatka i analizujac strukture
uzyskanego kompleksu.

Praca [HS] dotyczyla innego sposobu zwiekszania termostabilnosci  bialek,
polegajacego na laczeniu podjednostek ~ protomerycznych —przy —pomocy linkeréw
peptydowych. Stosujac linkery o roznej dhugosci i sekwencji, wspotpracownicy p. dra
Peptowskiego potaczyli fancuch o i f NHazy, uzyskujac jej bardziej termostabilne warianty.
Nastepnie poprzez umiejetne wykorzystanie kilku narzedzi bioinformatyki strukturalnej
Habilitant uzyskat petnoatomowe modele tych wariantow i poddat je symulacjom dynamiki
molekularnej w dwéch temperaturach (300 i 335 K). Analiza fluktuacji reszt oraz kontaktow

miedzyresztowych wskazata na mozliwe przyczyny zwiekszonej stabilno$ci termicznej.

W pracy [H6] Habilitant wykorzystal procedure badawcza przetestowang wczesnie]
dla NHazy, w celu zwigkszenia termostabilnosci fosforylazy sacharozy — enzymu
katalizujacego reakcje konwersji sacharozy do fruktozy i glukozo-1-fosforanu. Podobnie jak

poprzednio badania doswiadczalne potwierdzity wyzsza stabilnos¢ szeregu zaprojektowanych



wariantow sekwencyjnych a symulacje MD postuzyly wyjasnieniu podtoza tego efektu dla

najbardziej obiecujacego sposrod nich.

W dwéch ostatnich pracach cyklu [H7] i [H8], p. dr Peptowski zajmowat sig
projektowaniem wariantow enzyméw o zmienionej selektywnosci wzgledem substratow.
Konkretnie, w celu uzyskania stereospecyficznej NHazy wykorzystal dokowanie molekularne
oraz sterowane symulacje MD do wytypowania czterech reszt mogacych mie¢ znaczenie dla
rozrozniania obu enancjomerow substratu (mandelonitryl) [H7]. Wszystkie mozliwe mutanty
punktowe w wytypowanych pozycjach zostaly nastepnie wyeksprymowane i poddane
doswiadczalnej ewaluacji pod katem aktywnosci katalitycznej. Okazalo sie, ze jeden z tych
mutantéw wykazywal bardzo wysoka enancjoselektywno$¢, katalizujac hydratacje niemal
wylacznie S-mandelonitrylu. Habilitant zbadat mozliwe przyczyny tej preferencji ponownie
wykorzystujac dokowanie i symulacje MD. Ustalil, ze mutacja prowadzi do istotnych
rearanzacji struktury centrum aktywnego NHazy, znacznie utrudniajacych katalize substratu

o konfiguracji R.

Praca [H8] poswiecona byta otrzymaniu wariantu NHazy, ktory charakteryzowalby si¢
regioselektywnoscia, konwertujac do funkcji amidowej tylko jedna z dwoch grup nitrylowych
obecnych w czasteczce substratu. Dokujac do zrelaksowanego modelu homologicznego
NHazy cztery rozne dinitryle, Habilitant zidentyfikowatl szereg reszt aminokwasowych, ktore
potencjalnie mogtyby wptywac na regioselektywnos¢ enzymu. Podobnie jak w poprzednich
pracach, wszystkie mozliwe mutacje wytypowanych reszt zostaty  przetestowane
eksperymentalnie, wiaczajac tym razem takze podwéjne mutanty w obiecujacych pozycjach.
Jeden z tych podwdjnie zmutowanych wariantow okazal sig by¢ niemal w 100 %
regioselektywny dla czterech badanych dinitryli. Molekularny mechanizm wyjasniajacy te
obserwacje Habilitant zaproponowat na podstawie dokowania substratow do zmutowanych

wariantéw NHazy.

Reasumujac, uwazam, ze przedstawione mi do oceny osiagniecie naukowe pana dra
Peplowskiego stanowi solidny i spojny tematycznie cykl artykutow, dowodzacy, ze metody
obliczeniowej biofizyki molekularnej moga z powodzeniem wspomagac otrzymywanie
zmodyfikowanych enzyméw o poprawionych parametrach funkcjonalnych. Symulacje
molekularne oraz pozostale obliczenia zrealizowane przez Habilitanta w ramach podejscia
zintegrowanego z eksperymentem byly uzyteczne zaréwno na etapie projektowania badz
zawezania zakresu testowanych mutacji, jak 1 przy stawianiu hipotez dotyczacych
mikroskopowych determinantow obserwowanych zmian aktywnosci i stabilnosci. Moje
zastrzezenia wzbudzily natomiast niektére zbyt daleko idace wnioski z przeprowadzonych
klasycznych symulacji MD, znajdujace wyraz w takich sformutowania, jak np. ,Kolejnym
czynnikiem zwigkszajacym aktywnos$¢ katalityczna  wzgledem duzych aminokwasow
[zapewne chodzito o nitryle] jest zmiana w korelacji wzajemnej ruchow duzych fragmentow

podjednostki B~ czy ..Odlegtos¢ kobalt-azot (...) wynosita w przypadku biatka natywnego 3.9



A, a w wariancie M10 5.4 A (...) co spowodowato tatwiejsza aktywacje reakcji
enzymatycznej”. W rzeczywistosci Habilitant  nie badal bezposrednio aktywnosci
katalitycznej enzymow, stad w mojej opinii twierdzenia oparte wylacznie na korelacji
z danymi doswiadczalnymi nie powinny by¢ tak Kategoryczne. Jest tak, tym bardziej ze
symulacje byly na ogét dosyc krotkie a Habilitant stosunkowo mato uwagi poswigca
kluczowej w dziedzinie symulacji makroczasteczek kwestii probkowania przestrzeni
konfiguracyjnej 1 ocenie uzbiezniania wynikow. W tym miejscu rodzi si¢ takze pytanie, czy
Habilitant rozwazat rozszerzenie swoich badaf o dynamike molekularna ab initio w wariancie
QM/MM, ktéra w potaczeniu z metodami wzmocnionego probkowania umozliwitaby mu
bezposrednia ocene wplywu mutacji na sam proces katalizy? Trudno mi sie takze zgodzic¢
7 twierdzeniem, ze model homologiczny przygotowany Z uzyciem SwissModel ,.zachowuje
sie podobnie jak zblizona struktura krystalograficzna”, nawet jesli parametry RMSD i RMSF

nie wskazuja na brak stabilnosci w ciagu 200 ns symulacji.

Szczegotowo okreslone wklady pracy nie pozostawiaja watpliwosci, ze p. dr
Peptowski mial wiodacy udziat w srealizowaniu badan wchodzacych w skiad jego osiagniecia
habilitacyjnego. Byt on wylacznym autorem koncepcji czesei obliczeniowej wszystkich prac,
zaplanowal i wykonal wiekszosc obliczen i analiz numerycznych, w tym w szczegolnosci
srealizowat lub nadzorowat realizacje symulacji molekularnych i analize ich wynikow,
przygotowat modele homologiczne enzymow, a takze badat ich struktury z uzyciem narzedzi
biologii strukturalnej. Byt takze odpowiedzialny za napisanie tych fragmentow artykutow,
ktére dotycza wynikéw obliczeniowych. Biorac pod uwage zawartos¢ merytoryczna
i wiodaca rolg, uwazam, ze badania Habilitanta wniosly istotny wktad w rozwdj biofizyki a

jego wniosek o przyznanie stopnia doktora habilitowanego jest Z tej perspektywy
uzasadniony.

7 wykazu dorobku wynika, ze p. dr Peptowski wykazywal sig dotad raczej
ograniczona skutecznoscia w pozyskiwaniu srodkow na realizacje swoich badan. Przez ponad
13 lat od uzyskania stopnia doktora kierowat tylko jednym matym projektem badawczym
(Miniatura z Narodowego Centrum Nauki), 4 razy zas byl wykonawca w projektach
finansowanych przez zewnetrzne instytucje (Europejski Fundusz Rozwoju Regionalnego,
NCN oraz Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego). Bral takze udzial w realizacji
projektow finansowanych w ramach wewnetrznych grantéw UMK w programie Inicjatywa

Doskonatosci Uczelnia Badawcza.

Bardzo wysoko oceni¢ nalezy z kolei zaangazowanie p. dra Peplowskiego
w miedzynarodowa wspotprace naukowa. Jak juz wspomniatem, caly jego cykl habilitacyjny
powstat w $cistej wspotpracy z dwoma zespotami biotechnologéw z Jiangnan University
w Wuxi w Chinach. W wyniku staran Habilitanta, wspotpraca ta zostata sformalizowana

w ramach bilateralnej umowy miedzy Uniwersytetami. Odbyt on kilka krotkoterminowych



wizyt w Jiangnan University (tacznie ok. 3 miesiecy), w trakcie ktorych wygtosit cztery
referaty a kilka razy poprowadzit takze warsztaty dla studentéw i doktorantéw. Pomagat
réwniez w realizacji jednej pracy magisterskiej w Jiangnan University. Warto podkresli¢, ze
az 11 z 18 artykutéw opublikowanych przez Hamilitanta po uzyskaniu stopnia doktora
powstato we wspotpracy z zagranicznymi naukowcami. Uwazam zatem, ze mimo braku
odbycia pelnowymiarowego stazu podoktorskiego, p. dr Peptowski spetnia ustawowy wymog
_wykazywania si¢ istotna aktywnoscia naukowa” realizowana w wiecej niz jednej uczelni lub

instytucji naukowe;.

Wysoko oceniam takze dziatalnosc dydaktyczna, organizacyjna i popularyzatorska
p. dra Peptowskiego. Prowadzit on liczne zajecia ¢wiczeniowe i laboratoryjne dla studentow I
i Il stopnia z zakresu fizyki, metod numerycznych, programowania i symulacji
molekularnych. Jako promotor pomocniczy sprawowal opieke merytoryczna nad trojgiem
doktorantéw (jeden nadany stopien, dr Rafal Jakubowski). Byl takze promotorem siedmiu
prac magisterskich, jednej licencjackiej i czterech inzynierskich obronionych na Wydziale
Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej UMK. Od 2006 roku jest cztonkiem komitetu
organizacyjnego corocznej, miedzynarodowej konferencji BIT (Biolnformatics in Torun).
W 2019 pozyskat dla UMK srodki z Narodowej Agencji Wymiany Akademickiej w ramach
programu PROM - Miedzynarodowej wymiany stypendialnej doktorantéw 1 kadry
akademickiej (finansowanie), bedac koordynatorem tego programu. Byt takze zaangazowany
w organizacje oraz brat udziat jako wyktadowca i instruktor w szeregu szkolen, warsztatow

oraz konferencji o charakterze popularyzatorskim.

Podsumowujac stwierdzam, ze przediozone przez pana dra Lukasza Peplowskiego
osiagniecie naukowe, jakim jest monotematyczny cykl publikacji, stanowi znaczny wktad
Autora w rozw6j nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie fizyka. Uwazam, ze uzyskat
on kwalifikacje do prowadzenia samodzielnej dziatalno$ci badawczej i nauczania na poziomie
akademickim, a istotna czes¢ swoich badan zrealizowal w ramach owocnej wspotpracy
miedzynarodowej. Wobec spetnienia wymogow okreslonych w art. 219. ust 1 ustawy ,,Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce” (Dz.U. 2018 poz. 1668 z pézn. zm.), popieram wniosek
pana dra Lukasza Peptowskiego o nadanie mu stopnia doktora habilitowanego i wnosze

o dopuszczenie go do dalszych etapow postepowania habilitacyjnego.
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