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Ocena osiggniecia naukowego doktor nauk fizycznych Karoliny Anny Mikulskiej-
Ruminskiej w zwigzku z postepowaniem w sprawie nadania stopnia doktora habili-
towanego

Sylwetka Habilitantki

Pani doktor Karolina Mikulska-Ruminska uzyskata tytut magistra fizyki w 2009 roku na Wy-
dziale Fizyki, Astronomii i Informatyki Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu (UMK).
Na tym samym wydziale w 2014 roku obronita z wyrédznieniem rozprawe doktorska, ktérej pro-
motorem byt prof. Wiestaw Nowak. Poruszana tematyka obejmowata wtadciwosci mechaniczne
bialek adhezyjnych, a badania prowadzone byly w oparciu o symulacje dynamiki molekularnej i
mikroskopie sit atomowych. Od 2013 roku Habilitantka pozostaje zatrudniona na UMK, obecnie
zajmujac stanowisko adiunkta. W latach 2016 — 2018 odbyla staz podoktorski w grupie prof.
Ivet Bahar na Uniwersytecie Pittsburskim.

Zainteresowania badawcze pani dr Mikulskiej-Ruminskiej dotycza podstaw fizycznych funk-
cjonowania wybranych uktadéw biomolekularnych. Jej prace opieraja sie o wykorzystanie metod
bioinformatyki i biofizyki obliczeniowej do analizy wtasciwoéci mechanicznych i dynamicznych
badanych biatek, efektow allosterycznych oraz mechanizméw ksztaltowania specyficznosci sub-
stratowej. Gléwna czeéé¢ badan poswiecona jest biatkom biorgcym udzial w przemianach lipidéw,
w szczegdlnosci zwiazanych z procesem ferroptozy. Inne watki dotycza biatek adhezyjnych oraz
receptoréw muskarynowych w kontekscie ich oddzialywania z repelentami owadéw. Odrebnym
kierunkiem jest udzial w rozwijaniu metod opartych o zastosowanie modeli sieci elastycznych do
przewidywania wtasciwoéci struktur makromolekularnych.

Pani dr Mikulska-Ruminska jest wspélautorka w sumie 23 publikacji naukowych o wysokiej
tacznej liczbie 1024 cytowan (bez autocytowan) wg bazy Web of Science na chwile obecna.
Indeks Hirscha Habilitantki w oparciu o dane z WoS wynosi 13.

Ocena osiggniecia naukowego

Pani doktor Mikulska-Ruminska przedstawilta osiggniecie naukowe pt. ,, Rozszyfrowanie maszy-
nerii molekularnej, oddzialywan fizycznych, transdukcji sygnalu oraz inhibicji procesu ferropto-
zy”. Sklada sie na nie 8 artykuléw naukowych opublikowanych w latach 2017 - 2021. Obejmuja
one wyniki badan dotyczacych ferroptozy, stosunkowo niedawno odkrytej formy regulowanej
Smierci komérki, zwigzanej z zalezng od zelaza akumulacja nadtlenkéw lipidéw. Przedmiotem
zainteresowania Habilitantki jest funkcja kompleksu lipooksygenazy 15LOX z biatkiem PEBP1
(ang. Phosphatidylethanolamine-binding protein 1) polegajaca na specyficznej oksydacji pochod-
nych kwasu arachidonowego, jak réwniez mechanizmy regulacji ferroptozy realizowane poprzez
oddziatywanie z tym kompleksem badz jego produktami.

Przedlozone prace powstaly w écistej wspdipracy z grupami doswiadczalnymi i klinicznymi,
przede wszystkim z Uniwersytetu Pittsburskiego w USA. Prezentuja one szerokie, interdyscypli-
narne podejscie do badanego problemu umozliwiajace uzyskanie kompletnych, wysokiej jakosci
wynikéw. Znajduje to odzwierciedlenie w fakcie, iz wszystkie prace zostaly opublikowane w



najwyzszej klasy czasopismach i osiagaja znaczace liczby cytowan. W dwéch artykutach Habi-
litantka jest pierwszym i zarazem korespondencyjnym autorem. Odmiennosé podjetej tematyki
od tej, ktora byla przedmiotem rozpraw doktorskiej i magisterskiej, jak réwniez brak na listach
autoréw wspoltpracownikéw z okresu poprzedzajacego uzyskanie stopnia doktora, $wiadcza o
tym iz pani dr Mikulska-Ruminska z powodzeniem wkroczyta na samodzielna Sciezke naukows.

Pierwszy artykut z cyklu, opublikowany w czotowej rangi czasopismie Cell, dotyczy bada-
nia roli biatka PEBP1 w regulacji procesu ferroptozy. Wykazano w nim, iz proferroptotyczne
dziatanie tego biatka moze wynikaé¢ z oddzialywania z lipooksygenaza 15LOX, prowadzacego
do zmiany specyficznosci substratowej enzymu w kierunku zestryfikowanych pochodnych kwasu
arachidonowego (SA-PE). Ich utlenianie, w odréznieniu od utleniania standardowego substratu,
tj. wolnej formy kwasu arachidonowego, prowadzi od powstawania wodoronadtlenkéw fosfoli-
pidéow odgrywajacych role sygnalu $mierci komérkowej w mechanizmie ferroptozy. W sposéb
typowy dla prac publikowanych we flagowych czasopismach z dziedziny biologii doswiadczalnej,
artykut jest wynikiem wspotpracy wielu grup badawczych, a gléwna argumentacja oparta jest o
wyniki badan eksperymentalnych. Niemniej jednak wktad Habilitantki uzyskany dzieki zastoso-
waniu metod modelowania molekularnego uznaé nalezy za bardzo istotny dla interpretacji calodci
wynikow. Po pierwsze, obejmuje on zaproponowanie geometrii kompleksu 15L.OX z PEBP1 na
podstawie dokowania i symulacji grubozianrnistej dynamiki molekularnej. Co istotne, geometria
ta zostala uwiarygodniona eksperymentalnie poprzez wykazanie, iz mutacja punktowa, wyty-
powana na podstawie analizy kluczowych oddzialywan w kompleksie, faktycznie prowadzi do
ostabienia wiazania pomiedzy biatkami i zmniejszenia obserwowanej aktywnosci enzymatycznej
wobec SA-PE. Po drugie, wykonane przez przez Habilitantke badania oparte o analize drgan
witasnych bialek w modelu sieci elastycznej wskazaly, iz po utworzeniu kompleksu z PEBP1
lipooksygenza 15LOX uzyskuje dostep do nowego zbioru konformacji oferujacych dodatkowe
miejsca wiagzace SA-PE. Jakkolwiek ich faktyczna rola nie zostata bezposérednio potwierdzona
eksperymentalnie ani poprzez teoretyczna ocene parametrow wiazania, poczynione obserwacje
pozwolily zasugerowaé¢ bardzo ciekawy mechanizm allosteryczny mogacy leze¢ u podstaw mody-
fikacji specyficznosci substratowej 15LOX w wyniku zwiazania PEBP1.

Analiza szczegdtéw oddzialywania 15LOX z SA-PE zostalta podjeta w pracy H2. Gtéwnym
problemem badawczym bylo tu wyjasnienie specyficznosci enzymu wzgledem tego konkretne-
go substratu wobec mnogosci w komérce innych, podobnych wielonienasyconych fosfolipidéw.
Ponownie, praca powstata przy wiekszosciowym udziale grup doswiadczalnych, jednakze zre-
alizowane przez panig dr Mikulska-Ruminska modelowanie pozwolito na interpretacje, moim
zdaniem najciekawszego z uzyskanych wynikéw. Bylo nim ustalenie, iz utworzenie przez 15LOX
kompleksu z PEBP1 powoduje selektywne zwickszenie wydajnosci utleniania lipidéw zawieraja-
cych fosfatydyloetanoloamine (PE). W oparciu o analize¢ drgan normalnych w modelu sieci ela-
stycznej oraz dokowanie molekularne Habilitantka wskazala, ze przytaczenie PEBP1 do 15LOX
powoduje zmniejszenie rozmiaréw tej czesci kieszeni wiazacej substrat, ktora oddzialuje z po-
larnym fragmentem czasteczki fosfolipidu. W tej sytuacji, PE, najmniejsza z rozwazanych grup
polarnych, jako jedyna okazala sie by¢ w stanie zapewnié¢ przytaczenie lipidu w konfiguracji
potencjalnie umozliwiajacej oksydacje wielonienasyconego tancucha acylowego.

Kolejna praca, H3, po$wiecona jest wykazaniu zdolnosci indukowania przez bakterie Pseudo-
monas aeruginosa ferroptozy w komérkach gospodarza, w mechanizmie zaleznym od utleniania
SA-PE. Poza potencjalnym znaczeniem praktycznym, implikowanym przez mozliwe zastosowa-
nia kliniczne hamowania ferroptozy, problem jest dodatkowo interesujacy ze wzgledu na fakt, iz
P. aeruginosa nie posiada wlasnych SA-PE. Sugeruje to, iz aktywno$¢ produkowanej przez nia
specyficznej lipooksygenazy, pLoxA, jest zachowana ewolucyjnie $ciéle na potrzeby oddzialywa-
nia na komorki gospodarza. Znaczna czes¢ tej bardzo ciekawej pracy poswiecona jest wykazaniu,
iz w tkankach objetych infekcja P. aeruginosa faktycznie dochodzi do uruchomienia sygnatu
proferrpototycznego, zaleznego od dziatania lipooksygenazy bakteryjnej na SA-PE gospodarza.
Wkiad Habilitantki polegat z jednej strony na przeprowadzeniu analizy filogenetycznej sekwencji
lipooksygenaz i ustaleniu duzego stopnia zachowania aminokwaséw w obrebie miejsca katalitycz-



nego, wskazujacego presje na zachowanie czynnosci enzymatycznej u bakterii. Z drugiej strony,
wykonana przez pania dr Mikulska-Ruminskg analiza poréwnawcza struktur pLoxA i 15LOX po-
zwolita wyjaénié¢ dlaczego lipooksygenaza bakteryjna jest w stanie katalizowaé utlenianie SA-PE
bez obecnosci biatka PEBP1, w odréznieniu od enzyméw ssaczych. Dwie a-helisy wystepujace
dodatkowo w biatku bakteryjnym, okazaly sie peini¢ role PEBP1 zaréwno w zakresie mode-
lowania architektury miejsca wiazacego w kierunku specyficznych oddziatywan z SA-PE, jak i
funkcjonalnym, powodujac odtworzenie najnizszego modu drgajacego charakterystycznego dla
kompleksu 15LOX z PEBP1.

Wydaje sie, ze ciekawe obserwacje poczynione w ramach pracy H3 byly inspiracja dla Habi-
litantki do systematycznego zbadania réznic i podobienstw w obrebie pelnej rodziny lipooksy-
genaz. Zagadnieniu temu poswiecona jest bowiem $cisle obliczeniowa praca H4, ktérej pani dr
Mikulska-Ruminska jest pierwsza i zarazem korespondencyjna autorka. Przedstawiono w niej wy-
niki skrupulatnych analiz odnoszacych sie do sekwencji, struktur oraz dynamiki mozliwie szeroko
wybranych lipooksygenaz. Szczegdlnie interesujace sa dane dotyczace tzw. profili sygnaturowych
dla prawie 90 dostepnych struktur krystalicznych, ilustrujacych amplitudy fluktuacji poszczegdl-
nych aminokwaséw w ramach modelu sieci elastycznych. Pozwalaja one wnioskowaé o rejonach
bialek bezposrednio zaangazowanych w aktywnosé enzymatyczna (obszary o stosunkowo niskiej
amplitudzie fluktuacji, zachowanej dla wszystkich przypadkéw) oraz potencjalnie odpowiedzial-
nych za specyficznosé oddzialywan z ligandami (obszary o ponadstandardowo duzym rozrzucie
wynikéw dla poszezegdlnych bialek). Na uznanie zastuguja takze trudne w realizacji i interpreta-
¢ji analizy sprzezen allosterycznych, ktére zostaly przeprowadzone i systematycznie poréwnane
w obrebie dostepnych struktur.

Druga czeé¢ cyklu prac koncentruje si¢ na mechanizmach kontroli ferroptozy. Pierwszym
jej watkiem, podjetym w artykutach H5 i H6, jest modulacja aktywnosci kompleksu 15LOX z
PEBP1 przez tlenek azotu. Punktem wyjscia jest tu obserwacja makrofagéw i komérek mikrogle-
ju wskazujaca, iz stopien uwrazliwienia na ferroptoze jest odwrotnie skorelowany z aktywnoscia
indukowanej syntazy tlenku azotu (iNOS). Wiekszoéé pracy H5 poswiecona jest eksperymen-
talnemu wykazaniu tej zaleznosci i ustaleniu jej mozliwych mechanizméw molekularnych. Rola
Habilitantki polegala na wykazaniu, iz tlenek azotu jest w stanie przeniknaé¢ do centrum ak-
tywnego kompleksu 15LOX-PEBP1 i kompetycyjnie hamowaé¢ reakcje zachodzaca z udzialem
czasteczek tlenu. Wykorzystane do tego celu pelnoatomowe symulacje dynamiki molekularnej
pozwolity z powodzeniem scharakteryzowac¢ Sciezki dyfuzji obu gazéw wewnatrz enzymu oraz
ich zalezno$é¢ od obecnosci PEBP1, uwiarygadniajac tym samym hipoteze o specyficznym od-
dziatywaniu tlenku azotu na aktywnos¢ kompleksu 15LOX-PEBP1. Badania te zostaly uszcze-
gbélowione w pracy H6, w ktérej wiodacy udzial pani dr Mikulskej-Ruminskiej podkreslony jest
przez pierwsze miejsce na liScie autoréw i status autora korespondencyjnego. Symulacje dostar-
czyly obszernych informacji o rezyduach tworzacych kanaty dostepu dla NO i Oy do centrum
aktywnego, pozycjonowaniu obu molekul wzgledem podlegajacych reakcji atoméw SA-PE oraz
wskazaly na pozytywny efekt obecnosci PEBP1 dla dyfuzji NO do wnetrza enzymu. Uzyskane
wyniki sg bardzo interesujace i w wysokim stopniu uprawdopodabniaja hipoteze, iz specyficzne
oddziatywanie tlenku azotu na oksydacje SA-PE przez kompleks 15LOX-PEBP1 jest jednym
z istotnych mechanizméw regulacji ferroptozy. Odrobine szkoda, iz nie pokuszono si¢ o inter-
pretacje fizyczng przyczyn obserwowanych réznic w dystrybucji NO i Os w obrebie struktur
biatkowych. Niestety, nie doszukalem sie tez informacji o parametrach pola sitowego przyjetych
dla tych molekut ani innych niestandardowych elementéw symulowanych uktaddow.

Praca H7 poswiecona jest z kolei ferrostatynie-1 (fer-1), jednemu z bardziej znanych, ni-
skoczasteczkowych inhibitoréw procesu ferroptozy. Autorzy dowodza, iz oprécz przyjmowanego
mechanizmu dziatania opartego o nieenzymatyczng aktywnos$¢ antyoksydacyjna, fer-1 moze tak-
ze specyficznie hamowaé¢ kompleks 15LOX-PEBP1. Wsparciem dla prezentowanych tu wynikow
badan do$wiadczalnych sa wykonane przez Habilitantke obszerne pelnoatomowe symulacje dy-
namiki molekularnej oraz dokowania. Pozwolily one ustali¢, iz wiazanie fer-1 do 15LOX uniemoz-
liwia utworzenie funkcjonalnego kompleksu z PEBP1. Zdaje sie to przekonywujaco ttumaczy¢



wczesniejszy brak dowodéw na specyficzne hamowanie enzymatycznego tworzenia wodoronad-
tlenkow lipidéw przez fer-1, wskazujac, iz uprzednie badania oparte byly jedynie o analize funkcji
samej lipooksygenzy 15LOX i nie uwzglednialy koniecznoéci rekrutacji PEBP1 do wygenerowa-
nie sygnalu proferroptotycznego.

Ostatnia praca z cyklu, H8, dotyczy badania roli fosfolipazy A2 (Ca?*-independent pho-
spholipase A203, iPLAs3) jako enzymu przeciwdzialajacego ferroptozie poprzez eliminowanie
utlenionych fosfolipidéw. Zasadza sie ona na obserwacji uposledzenia funkcji iPLA2G w sze-
regu chordb neurodegeneracyjnych przebiegajacych z potencjalnym nasileniem mechanizméw
ferroptotycznych. Przedstawione w pracy wyniki badan eksperymentalnych potwierdzaja ten
zwigzek i demonstrujg specyficzng aktywnoséé iPLAs3 w stosunku do wodoronadtlenku SA-PE,
jak réwniez zniesienie cytoprotekcyjnej funkcji enzymu przez jedng z mutacji punktowych o zna-
nym zwiazku z choroba Parkinsona. Modelowanie komputerowe przeprowadzone przez pania dr
Mikulska-Ruminsks pozwolito wykazaé preferencje peroksydowanych tancuchéw acylowych SA-
PE do lokalizowania sie przy powierzchni blony lipidowej, co uprawdopodabnia ich eliminacje
przez powierzchniowo zwigzana iPLAo(G. Co wiecej, Habilitantka wykonata pelnoatomowe sy-
mulacje w srodowisku bltonowym wersji natywnej enzymu oraz rozwazanego w eksperymentach
mutanta. W przypadku zmodyfikowanego biatka wyniki wskazuja na zwezenie kieszeni wiazacej
substraty oraz zmiane globalnej konformacji powodujaca cze$ciowa utrate kontaktu z btong lipi-
dowa. Jakkolwiek obserwacje te moga wyjasnia¢ wplyw mutacji na obnizong aktywnos$é iPLAoS,
nie sg one poparte analizg statystyczna. Ze wzgledu na duzy rozmiar uktadu i z natury powolna
relaksacje bton lipidowych, jestem nieco sceptyczny odnosénie mozliwosci uzyskania przekonywu-
jacych dowodéw odnosnie efektéw mutacji punktowej na podstawie trwajacych jedynie 100 ns
symulacji, nawet przy wykonaniu ich czterokrotnych powtorzen. Nie umniejsza to jednak istot-
nej roli wykonanego modelowania dla lepszego zrozumienia generalnych relacji przestrzennych
w omawianym uktadzie.

Podsumowujac, cykl prac przedstawiony przez pania dr Mikulska-Ruminska sktada sie na
bardzo solidne osiggniecie naukowe, wnoszace istotny wktad do badan nad procesem ferropto-
zy. Duze znaczenie uzyskanych wynikéow podkredlajg bardzo wysokie wskazniki bibliometryczne:
na chwile obecna artykuty H1-H8 zgromadzily tacznie 906 cytowan wg bazy Web of Science.
Cho¢ sérodek ciezkosci wiekszoéci prac przesuniety jest w kierunku badan eksperymentalnych,
uzyskane przez Habilitantke rezultaty oparte o modelowanie molekularne stanowig istotny ele-
ment catosci. Dostarczaja one bowiem mechanistycznej interpretacji obserwowanych zaleznodci,
co jest szczegodlnie cenne z punktu widzenia przysztych badan translacyjnych. Dominujacy wktad
Habilitantki w czes¢ prac zwiazana z wykorzystaniem metod obliczeniowych jest poparty o$wiad-
czeniami wspétautorow i nie budzi watpliwosci. Nalezy zaznaczy¢, iz pani dr Mikulska-Ruminska
biegle opanowala warsztat teoretycznej biofizyki molekularnej i bioinformatyki. Uzyskanie przed-
stawionych wynikéw wymagalo zastosowania szerokiego spektrum metod, poczawszy od anali-
zy sekwencji bialek, poprzez modelowanie homologiczne, modele sieci elastycznych, symulacje
gruboziarniste i pelnoatomowe, po obliczenia kwantowo-mechaniczne na potrzeby uzyskania pa-
rametréw pola silowego. Na uznanie zastuguje podjecie analiz sprzezen allosterycznych i ich
interpretacja, co jest zadaniem trudnym i wymagajacym zgromadzenia duzej wiedzy o bada-
nych uktadach. Bardzo pozytywnie oceniam tez zdolnosé¢ Habilitantki do prezentacji rezultatéw
prowadzonych badan zaréwno w zakresie opracowanych przez Nia czeéci artykutéw jak i dobrze
napisanego autoreferatu.

Pozostaly dorobek Habilitantki

Po uzyskaniu stopnia doktora, pani dr Mikulska-Ruminska byta wspoétautorka 8 artykutéw nie-
wchodzacych w sktad osiagniecia habilitacyjnego, z ktérych kazdy zostal opublikowany w wy-
sokopunktowanym czasopismie. Ich tematyka poswiecona jest badaniom oddzialywan miedzy-
czasteczkowych w wybranych ukladach o znaczeniu biologicznym (prace Al, A2, A7, A8) oraz
analizie wtasciwo$ci mechanicznych makromolekut obejmujacych sprzezenia allosteryczne oraz
odpowiedz na sily zewnetrzne (prace A3, A4, A5). W kazdym z nich Habilitantka odpowiedzial-



na byla za zastosowanie metod obliczeniowych takich jak modelowanie homologiczne, analizy w
oparciu o model sieci elastycznej, symulacje dynamiki molekularnej badz dokowanie. Jej wiodaca
role w powstaniu dwoch z tych prac podkresla status pierwszego i jednocze$nie koresponden-
cyjnego autora, jak réwniez fakt, iz zostaly one zrealizowane w ramach projektéw, w ktorych
pelnita ona role kierownika zespotu. Na szczegdlng uwage, ze wzgledu na odmienny charakter,
zastuguje praca A6 opublikowana w prestizowym czasopi$mie Bioinformatics. Jest ona poswie-
cona pakietowi ProDy, ktoéry obejmuje zestaw narzedzi programistycznych dla jezyka Python,
pozwalajacych na modelowanie i analize wlasciwo$éci dynamicznych struktur biatkowych. Istotny
wktad do niego Habilitantki polegal na zaimplementowaniu modutu MechStiff przeznaczonego
do oceny odpowiedzi biatka na sile zewnetrzna.

0Od momentu uzyskania stopnia doktora Habilitantka wygtlosita 7 referatéw konferencyjnych
(w tym 4 na zaproszenie) oraz trzykrotnie prezentowala wyniki w postaci plakatéw. W oma-
wianym okresie uzyskala status kierownika dwdch projektéw naukowych (NCN Sonata i grant
obliczeniowy na superkomputerze Anton) i pelnila role wykonawcy w 7 projektach. Wysoko
nalezy ocenié¢ jej zaangazowanie w inicjatywy lokalne (udzial w 5 grantach w ramach programu
IDUB, w tym w 2 w roli kierownika), projekty wspierajace wymiane miedzynarodowa (programy
Sciex-NMS®*, SPINAKER) jak réwniez dzialania popularyzujace nauke, obejmujace udziat w
programie L’Oréal-UNESCO For Women in Science, artykul popularnonaukowy oraz wystapie-
nia w kilku programach radiowo-telewizyjnych.

Zaangazowanie w dziatalno$¢ dydaktyczna pani dr Mikulskiej-Ruminskiej obejmuje zajecia
prowadzone w trakcie 4 semestrow na uczelni macierzystej oraz opieke nad dwdjka doktorantow
i czworka studentow. Oceniany jedynie na podstawie przytoczonych wskaznikéw jest to zakres
umiarkowany. Nalezy jednak wzia¢ pod uwage, iz w okresie stazu podoktorskiego jak i w trakcie
pelnienia obowiazkéw kierownika grantu Sonata Habilitantka realizowala prace stricte naukowsa
i nie byta zobligowana do prowadzenia zajeé. Okres dostepnosci dla dziatalnoséci dydaktycznej
byl tez ograniczony przez trzykrotny urlop macierzysty.

Ocena koncowa

Przedstawione przez pania dr Mikulska-Ruminska osiagniecie pt. ,,Rozszyfrowanie maszynerii
molekularnej, oddzialywan fizycznych, transdukcji sygnatu oraz inhibicji procesu ferroptozy”
stanowi spdjny tematycznie cykl publikacji o bardzo wysokiej wartosci naukowej. Zaprezentowa-
ne artykuly sa wynikiem udanej, wielokierunkowej wspotpracy i powstaly w ramach dziatalnosci
Autorki w innej niz macierzysta instytucji naukowej. Nie mam najmniejszych watpliwoéci, iz
przedstawione osiagniecie spelnia wymagania stawiane kandydatom do stopnia doktora habi-
litowanego, okreslone w art. 219 ust. z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce. Z przekonaniem rekomenduje o dopuszczenie dr Mikulskiej-Ruminsiej do dalszych etapéw
przewodu habilitacyjnego.
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