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RECENZJA

osiggnieé naukowych oraz catoksztattu dorobku pani doktor Karoliny Mikulskiej-Ruminskiej
w zwigzku z postepowaniem o nadanie jej stopnia doktora habilitowanego w dziedzinie nauk
$cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki fizyczne

Niniejsza recenzje przygotowatem w odpowiedzi na pismo prof. dr. hab. Ireneusza Grabowskiego,
Przewodniczacego Rady Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu,
informujace mnie o powotaniu przez te Rade na recenzenta w postepowaniu o nadania stopnia
doktora habilitowanego pani doktor Karolinie Mikulskiej-Rumirskiej. Recenzja zostata przygotowana
zgodnie zustawg ,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” zdn. 20 lipca 2018 (z pdiniejszymi
zmianami), na podstawie dotaczonej do w/w pisma dokumentacji przedtozonej przez Habilitantke,
spetniajacej wedle mojej oceny wymogi formalne ustawy.

Pani dr Karolina Mikulska-Ruminska ukonczyta studia magisterskie na Wydziale
Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej Uniwersytetu Mikotaja Kopernika (UMK)
w Toruniu, gdzie w 2009 r. uzyskata tytut magistra fizyki ze specjalnoscia Fizyka medyczna.
Stopien doktora nauk fizycznych uzyskata w 2014 r. w tej samej instytucji, bronigc
z wyréznieniem rozprawy pt. ,,Badanie nanomechaniki adhezyjnych bialek neuronalnych
metodami sterowanej dynamiki molekularnej i spektroskopii sil pojedynczych czqsteczek”,
przygotowanej pod kierunkiem prof. Wiestawa Nowaka. W roku 2013 zatrudnita si¢ na
swoim macierzystym Wydziale, pracujac poczatkowo jako asystent naukowo-dydaktyczny a
od 2019 jako adiunkt. W latach 2016-2018 odbyta staz podoktorski w zespole kierowanym
przez prof. Ivet Bahar (School of Medicine, University of Pittsburgh).

Zainteresowania naukowe Habilitantki koncentruja sie na badaniu ukladéw
biomolekularnych z wykorzystaniem metod biofizyki obliczeniowej, w tym symulacji
dynamiki molekularnej (MD), technik opartych na modelach sieci elastycznych oraz
dokowania molekularnego. W szczegdlnosci zajmuje sie ona badaniem mikroskopowych
mechanizmow lezacych u podstaw zjawiska ferroptozy, czyli jednego z poznanych rodzajow
programowanej $mierci komoérkowej, ktéry jest zalezny od zelaza i charakteryzuje sig
nagromadzeniem nadtlenkéw lipidéw. Badania te, zapoczatkowane w ramach stazu
podoktorskiego, prowadzi w Sciste] wspotpracy z zespotami doswiadczalnymi kierowanymi
przez prof. V. Kagana (University of Pittsburgh), Swiatowy autorytet w dziedzinie biologii



wolnych rodnikéw, a takze prof. H Bayir ze Szpitala Dzieciecego w Pittsburghu. Ponadto
pani Mikulska-Ruminska prowadzila takze szereg innych badan nad uktadami o znaczeniu
biologicznym, dotyczacych miedzy innymi roli biatka IL-1o w regulowanej $mierci komorki,
podstaw choroby genetycznej okreslanej jako zespol Bartha, wiasciwosci mechanicznych
wybranych bialek oraz sygnalizacji allosterycznej w obrebie biatek opiekuncznych. W ramach
swojej wspolpracy z zespotem prof. Bahar byta takze zaangazowana w rozwdj narzedzia
obliczeniowego ProDy bedacego pakietem do analizy dynamiki strukturalnej biatek opartym
na modelach sieci elastycznych i technikach analizy gtownych sktadowych oraz analizy

modoéw normalnych.

Od czasu uzyskania stopnia doktora do ztozenia wniosku Habilitantka opublikowata
15 artykutow w czasopismach z listy JCR, z czego 8 stanowi osiagniecie naukowe
przedlozone jako podstawa wniosku o nadanie stopnia doktora habilitowanego. Wiele z tych
publikacji ukazalo sie w czolowych czasopismach kierowanych do szerokich spotecznosci
naukowych, takich jak Cell, J. Am. Chem. Soc, Nat. Chem. Biol. czy Proc. Natl. Acad. Sci., co
wskazuje na zaawansowany charakter prowadzonych badan oraz ich duzy walor
innowacyjnosci. Publikacje pani dr Mikulskiej-Ruminskiej byty do momentu skladania
wniosku cytowane 836 razy (nie wliczajac autocytowan, dane z Web of Science), zas jej
indeks Hirscha wynosi 12. Przelomowa w dziedzinie ferroptozy interdyscyplinarna praca
opublikowana w Cell w 2017 roku zostata juz do tej pory zacytowana ponad 400 razy, co
swiadczy o duzym znaczeniu tych badan dla nauk biologicznych i medycznych. Na podstawie
deklaracji dotyczacych wktadu pracy, ktére znajduja potwierdzenie takze w oswiadczeniach
wspotautorow, mozna stwierdzi¢, ze w wiekszosci swoich najwazniejszych prac Habilitantka
byla odpowiedzialna za czes¢ obliczeniowa szerzej zakrojonych badafn biologicznych.
Habilitantka zaprezentowata 16 referatow na konferencjach miedzynarodowych i krajowych,
a takze wygtlosita 4 wyktady na zaproszenie na konferencjach i spotkaniach w Polsce oraz 6
seminariow na zaproszenie, gtownie w University of Pittsburgh. W mojej ocenie przytoczone
powyzej dane naukometryczne oraz znaczacy i dobrze zdefiniowany udziat
w interdyscyplinarnych badaniach jednoznacznie sytuujg dorobek naukowy Habilitantki

wsrod najlepszych na tym etapie kariery naukowe;.

Jako osiagniecie naukowe stanowiace podstawe do wniosku o wszczecie
postepowania habilitacyjnego pani dr Karolina Mikulska-Ruminska przedtozyta cykl o$miu
publikacji zatytulowany: ,,Rozszyfrowanie maszynerii molekularnej, oddzialywan fizycznych,
transdukcji  sygnalu oraz inhibicji procesu ferroptozy”. Ten jednotematyczny cykl
poswiecony jest badaniu wybranych aspektow ferroptozy ze szczegélnym uwzglednieniem
mechanizméw dziatania kluczowych enzymoéw zaangazowanych w ten proces oraz
potencjalnych sposobéw jego inhibicji. Jak to szczegdétowo i przystepnie opisuje Habilitantka

we wstepie do swojego osiagniecia, ferroptoza to niedawno odkryty wariant programowanej



$mierci komorkowej, w ktérym  dochodzi do akumulacji nadtlenkéw  lipidow
a w konsekwencji do rozlegtych uszkodzen blon fosfolipidowych. Za enzymatyczny szlak
peroksydacji lipiddbw odpowiadaja zawierajace nie-hemowe zelazo enzymy z Klasy
lipooksygenaz (LOX), ktérych substratami sa przede wszystkim wielonienasycone kwasy
ttuszczowe (PUFA), zarowno wolne jak i wystepujace jako tancuchy acylowe w czasteczkach
lipidow btonowych. Uwaza sie, ze ferroptoza odgrywa istotna role w stanach patologicznych
wielu narzadéw, chorobach neurodegeneracyjnych a nawet chorobach infekcyjnych.
Adekwatnie do tego znaczenia zainteresowanie procesem ferroptozy w literaturze swiatowej

stale wzrasta.

Sposrod osmiu wieloautorskich prac przedtozonych jako cykl habilitacyjny siedem
stanowi owoc wieloaspektowej wspdtpracy doswiadczalno-teoretycznej. Jak to jasno wynika
z oS$wiadczen o szczegdtowych udziatach, zaré6wno dotaczonych do wniosku, jak
i zdefiniowanych w artykutach, w pracach tych Habilitantka byla odpowiedzialna za
okreslong czes$¢ badan teoretycznych, biorac udzial w ich konceptualizacji i wykonaniu. Ze
wzgledu na dominujaca role doswiadczenia w biologii, tylko w jednej z tych siedmiu
interdyscyplinarnych prac (H6, Int. J. Mol. Sci.) Habilitantka zajmuje pierwsze miejsce na
liscie autoréw i jest jedna z dwoch autorek korespondujacych. Nie pomniejsza to jednak
znaczenia uzyskanych przez nia wynikow, ktore dostarczyly molekularnej interpretacji
pomiaréw doswiadczalnych a takze postuzyly jako punkt wyjscia do dalszych
eksperymentéw. Jedna z przedtozonych prac (H4, J. Chem. Inf. Model.) ma charakter czysto
obliczeniowy, a w jej powstaniu Habilitantka miata wiodacy udzial, odpowiadajac za
koncepcje i realizacje badan, opracowanie i wizualizacje wynikow, a takze napisanie
wstepnego tekstu pracy. Znajduje to takze odzwierciedlenie na liscie autorow, gdzie
Habilitantka jest wymieniona jako pierwsza autorka oraz jako jedna z dwdch autorek
korespondujacych (razem z 1. Bahar, jej przelozona w trakcie stazu podoktorskiego).
Wszystkie prace sktadajace sie na osiagniecie habilitacyjne zostaly opublikowane
w renomowanych czasopismach recenzowanych (w tym tak prominentnych jak wspomniane
wyzej Cell, JACS i Nat. Chem. Biol.), zatem poddane zostaty bardzo skrupulatnej
i rygorystycznej ocenie merytorycznej przez niezaleznych ekspertow. Znaczaca liczba ich
cytowan w literaturze przedmiotowej $wiadczy o tym, ze wywotaty takze pozytywny odzew

wsrod spotecznosci naukowe;.

Pierwsze cztery prace cyklu habilitacyjnego (H1-H4) dotycza mechanizméw dziatania
enzyméw z klasy lipooksygenaz, odgrywajacych — jak wspomniatlem - kluczowa role
w enzymatycznej peroksydacji lipidéw w procesie ferroptozy. W pierwszej publikacji (HI,
Cell) badacze przedstawili przetomowe odkrycie polegajace na wykazaniu kluczowej roli
biatka PEBP1 (ang. Phosphatidylethanolamine-binding protein 1) w procesie ferroptozy.
W ramach obliczeniowej czesci badan Habilitantka zaproponowata strukture kompleksu, jaki

biatko to tworzy z lipooksygenaza 15LOX, wykorzystujac w tym celu dokowanie biatko-



biatko. Na podstawie przewidzianej struktury wytypowata reszty PEBP1 odpowiedzialne za
stabilizacje kompleksu, co zostalo pdzniej potwierdzone poprzez eksperymentalna
mutageneze. Wykorzystanie modeli sieci elastycznych oraz dokowania molekularnego
pozwolito z kolei Habilitantce na zaproponowanie w jaki sposéb biatko PEBP1 modyfikuje
aktywnosé enzymatyczna 15LOX poprzez wptyw na jego globalna dynamike oraz preferencje

wzgledem wolnych lub zestryfikowanych substratéw typu PUFA.

W drugiej pracy cyklu (H2, JACS) autorzy kontynuowali watek zaskakujacej
selektywnosci kompleksu 15LOX/PEBP1 wzgledem konkretnego typu lipidu blonowego
(wielonienasycona fosfatydyloetanoloamina). W ramach czesci obliczeniowej, Habilitantka
testowata hipoteze, wedle ktorej za te specyficznos¢ substratowa odpowiada allosteryczny
wptyw efektora PEBPl na kieszen wiazaca substraty biatka 15LOX. W tym celu
wykorzystata modele sieci elastycznych, ktore oparte sg na statycznej geometrii biatka badz
lokalnej krzywiznie hiperpowierzchni energii potencjalnej. Taki wyb6r rodzi pytanie, czy
Habilitantka rozwazala zastosowanie bardziej wyrafinowanych metod badania komunikacji
allosterycznej, bazujacych na prébkowaniu przestrzeni konfiguracyjnej. W ciagu ostatnich lat
spoteczno$¢  biofizykow  obliczeniowych dopracowala sie szeregu takich technik
wykorzystujacych m.in. formalizm teorii informacji (entropia transferu, informacja

wzajemna) oraz uczenie maszynowe.

Artykut H3 dotyczyl wyjasnienia, w jaki sposéb homolog ludzkiej lipooksygenazy
15LOX pochodzacy z patogena bakteryjnego P. aureginosa, biatko pLoxA, moze wywotywa¢
ferroptoze w ludzkich komoérkach nabtonkowych bez udziatu PEBP1. Poprzez poréwnanie
sekwencji i struktury obu homologéw Habilitantka wskazata, ktore elementy strukturalne
biatka moga by¢ kluczowe dla zachowania aktywnosci peryoksydacyjnej wzgledem
wielonienasyconych fosfatydyloetanoloamin. Zidentyfikowata takze w obregbie biatka pLoxA
dodatkowe helisy, ktére — jak wykazata analiza z wykorzystaniem sieci elastycznych — moga

petnic role podobna do PEBP1 w przypadku ludzkiego 15LOX.

Scisle obliczeniowa praca H4, w ktérej powstaniu Habilitantka miata przewodnia role,
stanowi niejako kontynuacje badan podjetych w H3. Wykorzystujac szereg zaawansowanych
metod opartych na modelach sieci elastycznych oraz 88 dostepnych struktur krystalicznych,
Habilitantka poréwnata w niej wiasciwosci strukturalne i dynamiczne enzyméw z rodziny
lipooksygenaz. Warto odnotowaé, ze zastosowana w pracy metode badania wytrzymatosci
mechanicznej biatek Habilitantka sama zaimplementowala w programie ProDy. Badania
wykazaty szereg podobienstw i réznic we wihasciwosciach lipooksygenaz pochodzacych
z organizmdw reprezentujacych rézne gatezie drzewa zycia oraz wskazaty na rejony i kanaty

dostepowe dla substratéw potencjalnie wazne dla aktywnosci katalityczne;.

W serii artykutow H5-H8 pani dr Mikulska-Ruminska wraz ze wspotpracownikami

eksplorowata mozliwosci kontroli procesu ferroptozy, jako procesu potencjalnie



odgrywajacego duzg role w etiologii licznych choréb. W zblizonych tematycznie pracach HS
i H6 badacze pokazali, ze zmniejszona odpornos¢ na ferroptoze makrofagéw uktadu
immunologicznego wynika z obnizonego poziomu tlenku azotu(Il), charakterystycznego dla
okreslonych stanéw patologicznych (H5), a nastepnie analizowali molekularne mechanizmy
tej zaleznosci (H6). Pelnoatomowe symulacje MD przeprowadzone przez Habilitantke
w ramach tego programu badawczego dostarczyly molekularnej interpretacji obserwowanych
zjawisk. W szczegdlnosci wskazaly, ze czasteczki tlenku azotu sa dostarczane do miejsca
katalitycznego 15LOX-2 poprzez kanal tlenowy i konkuruja o miejsce wiazania z tlenem.
Symulacje ujawnity takze, m.in., ze zwigzanie biatka PEBP1 do lipooksygenazy 15LOX

moze zwiekszac jej powinowactwo do tlenku azotu.

Praca uwzgledniona w cyklu habilitacyjnym jako H7 poswigecona byla wyjasnieniu
tzw. paradoksu ferroptotycznej smierci komorek, czyli obserwacji, ze zwiazek ferrostatyna,
bedacy inhibitorom ferroptozy, dziata jako wydajny zmiatacz rodnikéw, ale nie hamuje
aktywnosci 15LOX, co z kolei mogloby sugerowac¢, ze ta lipooksygenaza nie odgrywa waznej
roli w ferroptozie. Badacze wykazali mianowicie, ze o ile ferrostatyna rzeczywiscie nie
wplywa na dziatanie izolowanej 15LOX, to skutecznie hamuje dzialanie kompleksu
ISLOX/PEBP1. Potwierdza to wazna role enzymatycznego szlaku peroksydacji
w ferroptozie. Na podstawie dokowania molekularnego i pelnoatomowych symulacji MD
Habilitantka zaproponowata, ze ferrostatyna wiaze si¢ z kompleksem 15LOX/PEBPI
w trzech miejscach i moze zaktocaé niskoczestotliwosciowe mody kompleksu 15SLOX/PEBP1

wazne dla jego aktywnosci peroksydacyjnej.

W ostatniej pracy przedtozonego osiagniecia autorzy pokazali, ze fosfolipaza iPLA2p
moze zapobiegac ferroptozie poprzez hydrolize sygnalnych nadtlenkéw, podczas gdy jej
inaktywacja uwrazliwia komoérki na ferroptoze. iPLA2PB dziata zatem jako tzw. straznik
antyferroptotyczny. W czesci obliczeniowej pracy Habilitantka zademonstrowata istotne
réznice w sposobie oddzialywania z substratem pomiedzy iPLA2pB a jej mutantem R747W
o nizszej aktywnosci wzgledem nadtlenkéw. Dodatkowo, przeprowadzone symulacje MD
wykazaty, ze peroksydowane tancuchy acylowe lipidéw sa, srednio rzecz biorac, ulokowane
blizej powierzchni blony, gdzie sa eksponowane do centrum katalitycznego fosfolipazy (tzw.
model Whisker).

Podsumowujac, uwazam, ze osiagniecie naukowe pani dr Mikulskiej, ktére zostato mi
przedstawione do oceny, jest fascynujacym, starannie zrealizowanym i logicznie powiazanym
cyklem publikacji, ktory dostarczyt przetomowych informacji dotyczacych mechanizmow
ferroptotycznej $mierci komorki oraz sposoboéw jej kontroli i hamowania. Stanowiac
integralna czes¢ multidyscyplinarnego programu badawczego, symulacje komputerowe oraz
inne obliczenia z dziedziny biofizyki molekularnej i bioinformatyki zrealizowane przez
Habilitantke pozwolity na interpretacje wynikow doswiadczen w kontekscie struktury

1 dynamiki biatek oraz lipidow zaangazowanych w proces ferroptozy. Bez tej interpretacji



wyniki doswiadczalne bytyby niepetne i mialy raczej charakter opisowy niz mechanistyczny.
Nie mam zatem zadnych watpliwosci co do istotnego wktadu, jaki badania Habilitantki
wniosty w rozwéj szeroko pojetych nauk fizycznych, dlatego jej wniosek o przyznanie

stopnia doktora habilitowanego jest wedtug mnie w petni uzasadniony.

Nalezy takze podkresli¢, ze pani dr Mikulska-Ruminska byta zaangazowana w szereg
innych interesujacych dziatah badawczych niewlaczonych w sklad osiagnigcia
habilitacyjnego. Na potrzeby tych badan nawiazata on wiele wartosciowych wspotprac
naukowych z uznanymi uczonymi w Polsce i za granica. Wymieni¢ mozna w tym miejscu
m.in., prace nad dziataniem mediatoréw lipidowych w innych wariantach programowanej
$mierci komorkowej (wspolpraca z zespotami prof. van der Wel, University of Groningen,
Prof. Arditi, Cedars-Sinai Medical Center, Los Angeles, USA oraz ze wspomnianymi wyZzej
zespotami w University of Pittsburgh); nad nanomechanika biatek modutowych oraz
repelentami komaréw (wspétpraca z prof. W Nowakiem i dr. J. Strzeleckim, UMK). Wartym
odnotowania jest fakt, ze az 14 z 15 artykulow opublikowanych przez Habilitantke po
otrzymaniu stopnia doktora powstalo we wspotpracy migdzynarodowej. Nie ma zatem dla
mnie zadnych watpliwosci, ze pani dr Mikulska-Ruminska spetnia ustawowy wymog
,,wykazywania sig istotng aktywnoscia naukowa” realizowana w wiecej niz jednej uczelni lub

instytucji naukowe;j.

“Pani dr Mikulska-Ruminska potrafi efektywnie pozyskiwac srodki na realizacje badan
naukowych ze zrédet zewnetrznych. Mimo 2,5-letniego stazu podoktorskiego oraz trzech
odbytych w latach 2014-2020 urlopéw macierzynskich zdobyta na potrzeby swoich badan
dwa granty naukowe — Preludium (2013, przed doktoratem) oraz Sonata (2020), z ktorego to
zroédta sfinansowane bylo jej zatrudnienie na UMK od 2020 na stanowisku naukowym.
W trakcie stazu podoktorskiego wraz z prof. Bahar uzyskata takze roczny grant obliczeniowy
na komputerze Anton udostepnionym przez firm¢ D.E. Shaw Research. Byla takze
wykonawczynia w szeregu innych projektow badawczych w Polsce i za granica, przede
wszystkim o charakterze podstawowym, ale rowniez aplikacyjnym (m.in. wspétpraca z firma

farmaceutyczng Shire).

Habilitantka zrecenzowata 19 manuskryptéw publikacji naukowych nadestanych do
redakcji czasopism miedzynarodowych. Aktywnie uczestniczyta tez w organizacji kilku
warsztatéw i szkot naukowych w Polsce i USA. Za swoja dziatalnos¢ naukowa otrzymata
takze wiele wyrdznien, w tym prestizowa nagrode w miedzynarodowym programie L'Oréal-
UNESCO For Women in Science oraz nagrode naukowa im. Stefana Pienkowskiego
Wydziatu 11l Nauk Scistych i Nauk o Ziemi Polskiej Akademii Nauk (PAN).

Wysoko oceni¢ nalezy takze dorobek dydaktyczny i popularyzatorski pani dr
Mikulskiej-Ruminskiej. Mimo przerw w dziatalnosci dydaktycznej spowodowanych stazem

podoktorskim, urlopami macierzynskimi oraz zatrudnieniem na stanowisku naukowym



prowadzita on ze studentami =zajecia m.in., z ,Analizy matematycznej”, ,,Podstaw
programowania” oraz z przedmiotéw specjalistycznych z zakresu biofizyki obliczeniowej. Od
roku 2018 Habilitantka sprawowala opieke merytoryczna nad realizacja dwoéch prac
doktorskich na UMK (jako promotor pomocniczy). Obecnie pod jej opieka naukowa powstaje
na UMK jedna praca magisterska i trzy inzynierskie. Habilitantka angazowata sie takze
w dziatania popularyzujace nauke poprzez autorstwo artykutléw o charakterze popularnym

oraz udzielenie szeregu wywiadéw w ogdlnopolskich i lokalnych mediach.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawione mi do oceny osiagniecie naukowe
pani dr Karoliny Mikulskiej-Ruminskiej, jakim jest cykl przelomowych publikacji na temat
molekularnych podstaw procesu ferroptozy, stanowi znaczny wkiad w rozwoj nauk Scistych
1 przyrodniczych w dyscyplinie nauki fizyczne. Realizujac swoje badania teoretyczne we
wspoétpracy z zespotami doswiadczalnymi z czotowych instytucji naukowych, Habilitantka
zdobyla uznanie miedzynarodowej spotecznosci badaczy 1 zdobyta kwalifikacje oraz
umiejetnosci niezbedne do prowadzenia samodzielnej dzialalnosci naukowo-badawczej.
Wobec spetnienia wymogow okreslonych w art. 219. ust 1 ustawy ,,Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce” (Dz.U. 2018 poz. 1668 z p6zn. zm.), popieram wniosek pani dr Mikulskiej-
Ruminskiej o nadanie jej stopnia doktora habilitowanego i wnosze o dopuszczenie jej do

dalszych etapéw postepowania habilitacyjnego.
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