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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr inz. Michata Olewniczaka

zatytulowanej: ,Mechanizm allosterycznej aktywacji bialek Hsp70” Recenzja przygotowana zostala na
zlecenie Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Gdanskiej, z dnia 12 maja 2026 r. Opiniowana praca
doktorska powstata pod opiekg naukowg Prof. dr hab. inz. Jacka Czuba.

1. Uwagi wstepne.

Recenzowana Rozprawa obejmuje badania teoretyczne dotyczgce mechanizmu allosterycznej aktywacji
biatek Hsp70 z uwzglednieniem oddziatywan z biatkiem J. Z duzg ciekawos$cig zapoznalem sie z powierzong
mi do oceny Rozprawag, jej lektura byta cenng podrézg w swiat biatek szoku cieplnego. Badania teoretyczne,
w kluczowej fazie zostaly skonfrontowane z wynikami eksperymentalnymi. Nalezy podkresli¢, Zze badania
byty prowadzone w systematyczny sposéb, ze szczegdlnym zwrdceniem uwagi na przygotowanie modeli.
W swoich badaniach Doktorant z sukcesem opanowat i wykorzystat szeroki wachlarz nowoczesnych metod
obliczeniowych wykorzystywanych w dziedzinie chemii i biologii.

Praca stanowi samodzielne dzielo, cze$¢ z wynikéw zostata opublikowana w biezgcym roku w prestizowym
czasopi$mie z listy filadelfijskiej - PLoS Computational Biology. Manuskrypt liczy 118 ponumerowanych
stron, zawiera miedzy innymi liste 6 innych publikacji, opublikowanych takze w czasopismach z listy
filadelfijskiej, ktérych mgr inz. Michat Olewniczak byl wspétautorem, wskazujgc na wysokg aktywnosc¢
naukowg doktoranta. Cze$¢ zwynikéw powstata we wspdipracy z mgr Marcinem Pitkiem
z Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego. Wszystkie odniesienia do wspdipracy zostaly precyzyjnie opisane i nie pozostawiajg
watpliwosci, co do wkladu poszczegélnych autoréw w badania i autorstwa przedstawionej mi do analizy
Rozprawy.
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2. Ocena redakcji pracy.

Rozprawa napisana zostala w jezyku polskim. Pod wzgledem edytorskim praca jest spdjna, przejrzysta,
czytelnik nie ma problemdw z poruszaniem sie po niej. W wiekszos$ci rysunki sg czytelne i przejrzysScie
ilustrujg otrzymane wyniki i uzupelniajg przeprowadzang analize.

3. Omo6wienie i ocena zawartosci rozprawy, tematy do dyskusji.

W czeéci zasadniczej przedstawiona rozprawa zawiera (i) wprowadzenie, ktéry wprowadza czytelnika
w problematyke Rozprawy, (ii) cel i zakres rozprawy, (iii) opis metod obliczeniowych stosowanych przez
Doktoranta, (iv) opis procedur symulacyjnych, (v) wyniki wtasne i dyskusje wynikow badan wtasnych wraz
z odniesieniem do istniejgcych juz badan, (vi) krétkie podsumowanie, (vii) zatgczniki oraz (viii) spis
literatury i wlasnego dorobku naukowego.

W pierwszym rozdziale, poprzedzonym listg stosowanych skrotéw, wprowadzeniu — Doktorant krdtko
i zwiezle przestawia podstawowe dla Rozprawy terminy (allosterii, szoku cieplnego) oraz opisuje kluczowe
z punktu widzenia Rozprawy biatka: Hsp70, biatko ] (Hsp40) oraz biatka DnaK i DnaJ. Przyznam, Ze jestem
pod duzym wrazeniem tego w jaki sposdb Doktorant skomasowat na niecatych 16 stronach informacje,
sprawnie poruszajgc sie w tematyce skomplikowanych mechanizmoéw regulacji i oddziatywania wzajemnego
omawianych biatlek. Duza kompresja informacji, niestety obdarzona jest tez pewnym kosztem, skrétami
logicznymi utrudniajgcymi precyzyjne zrozumienie przedstawionych informacji (przyktadowo str. 10
»W macierzy mitochondrialnej Hsp70 i Hsp40 sq zakotwiczone do btonowego kanatu (jakiego?, blony
wewnetrznej, czy zewnetrznej?), a fragment polipeptydowy (,a” sugeruje powigzanie zakotwiczenia biatek
Hsp z transportem fragmentu peptydowego, czy tak jest?) stopniowo przechodzi przez translokazy
zewnetrznej i wewnetrznej btony mitochondrialnej. Gdy w matriks znajdzie sie fragment (mowa o fragmencie
peptydu, ktéry byl transportowany?) mogqcy zwiqzac sie z Hsp70, nastepuje utworzenie kompleksu Hsp70
z biatkowym substratem (to substratem jest fragment peptydu czy biatko?).” Rozdziatl jest bardzo bogato
ilustrowany, cho¢ dwa z nich (Rys. 1.5.1 oraz Rys 1.6.1) nie s3 w mojej opinii wystarczajgco czytelne.
W rozdziale opisany zostat tez mechanizm ,entropowego szarpania” - fascynujgca jest informacja o sile
efektu rzedu 10-20 pN. Czy mégtbym poprosi¢ o informacje na podstawie jakiego eksperymentu zostata ona
wyznaczona? Jedynym znaczgcym mankamentem rozdzialu w mojej opinii jest brak w zakonczeniu
rozdziatu krétkiego podsumowania dotyczgcego istniejgcych luk w ,,state of the art” i ich znaczenia.

Rozdziat 2 cel pracy — w sposdb krotki i zwiezly przedstawia cele badawcze. Mojg uwage zwrdcil ostatni
akapit. Bylbym wdzieczny, gdyby Doktorant rozszerzyt informacje na temat potencjalnego wykorzystania
biatek Hsp70 jako celu molekularnego. W jaki spos6b tak opracowany lek miatby dziata¢ w przypadku choréb
neurodegeneracyjnych i nowotworowych? W jaki sposéb miataby by¢ zagwarantowana jego selektywnos$¢
w stosunku do komérek nowotworowych, a nie prawidtowych?

W rozdziale 3 przedstawiona zostata metodyka badan. Jest to bardzo spdjnie i dobrze opisany rozdziat,
szczegbtowo wprowadzajacy czytelnika w podstawy teoretyczne warsztatu wykorzystanego w badaniach
wiasnych. Jedynym mankamentem z mojego punktu widzenia jest brak, cho¢by bardzo skrétowej informacji
na koncu kluczowych podrozdziatéw, pozwalajgcej odnie$¢ przedstawiong teorie do praktycznego
zastosowania w analizowanych uktadach (czyli méwigc inaczej, w jakim celu dana metoda, teoria byta
wykorzystana).

Nastepujgcy po metodyce badan rozdzial 4-ty do$¢ szeroko i szczeg6towo opisuje procedury symulacyjne.
Ze wzgledu na moje wlasne zainteresowania nie moge sie powstrzymac¢ i zapyta¢ o model wody
wykorzystany w symulacjach — dlaczego taki wtasnie zostal wybrany i jakie sg potencjalne konsekwencje
tego wyboru. W niektérych miejscach brakuje takze, uzasadnienia wyboru startowych struktur
(przyktadowo, dlaczego ,,Uktad DnaK do badania dysocjacji SBDB z powierzchni NBD zostat przygotowany na
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podstawie struktury 4JNE” — wynika to z dostepnosci struktury? Jej rozdzielczosci? Kompletnosci?). Brakuje
takze wyjasnienia dlaczego wystepujg tak duze réznice w zastosowanych statych sitowych (dla uktadu NBD
z ADP i ATP przy zmianie réznicy RMSD zastosowano jednostronny potencjat harmoniczny o statej sitowej
réwnej 10000 k]-mol-nm™, a stala sitowa potencjatu harmonicznego przyktadanego w kazdym oknie byta
réwna 7500 kJ-mol'-nm2, natomiast w uktadzie DnaK do badania dysocjacji SBDg stale sitowe byly znacznie
mniejsze. Dlaczego $ciezki reakcji zostaly zdefiniowane w obu przypadkach w inny spos6b (raz RMSD stanu
reprezentacyjnego dla ukladu ,substratu” i ,produktu” raz, jako odleglosci pomiedzy centrum masy
predefiniowanych atoméw? Mysle, ze kazdy czytelnik Rozprawy docenily takze umieszczenie w rozdziale
4 rysunkéw schematycznych opisujagcym schematycznie wybrane Sciezki dla wyznaczanych profili
energetycznych (czytelnik musi skaka¢ pomiedzy rozdzialem 4 i 5). Na stronie 51, omytkowo dtugosé
symulacji zostala podana w nm.

Rozdzial 5 - zawiera wyniki wlasne wraz z ich omdéwieniem i poréwnaniem z wynikami dostepnymi
w literaturze. Podobnie jak w poprzednich rozdziatach zwraca uwage solidny i systematyczny spos6b
przedstawienia danych. Zastanawia mnie jednak rozbiezno$¢ zastosowanych przez Doktoranta kryteriow,
od tych dostepnych w literaturze (str. 57, poréwnanie wynikow wilasnych z wynikami analiz NMR).
Rozbiezno$¢ ta uniemozliwia wyciggniecie bardziej precyzyjnych wnioskéw, brakuje tez uzasadnienia
dlaczego parametry selekcji sg bardziej restrykcyjne. Podobnie w przypadku poréwnania z danymi
otrzymanymi przez inne grupy badawcze dla duzo krétszych symulacji — czy metody wykorzystane do
poréwnanie korelacji byly takie same? Mojg uwage zwrdécito tez kilka rycin. Rysunek 5.1.3 ze wzgledu na
niezbyt szczesliwg reprezentacje wybrang do przedstawienia kontaktéw reszt aminokwasowych — trudno
na nim stwierdzi¢, czy i ktdore kontakty sg wspdlne dla konformacji otwartej i zamknietej, brakuje takze
mozliwosci szybkiego przypisania aminokwaséw do poszczegdlnych platéw. Z kolei na rysunku 5.1.4
zastanawia mnie fakt, ze dla profilu energii swobodnej dla przejscia konformacyjnego NBD miedzy stanem
otwartym i zamknietym w obecno$ci ADP stan posredni pomiedzy stanem otwartym i zamknietym ma
energie nizszg niz potencjalny stan rGwnowagowy.

Idgc dalej docieramy do bardzo interesujgcych badann dotyczgcych wplywu mutacji alaninowych
poszczegdlnych reszt na powinowactwo SBDS do NBD. Szczegdlng uwage zwraca fenyloalanina 216.
Doktorant podsumowujgc badania, zatuje, Ze brakuje informacji literaturowych i biochemicznych.
Z ciekawosci zapytam, czy Doktorant prébowatl przeanalizowa¢ bazy zawierajgce dane o polimorfizmach
(bazy SNP)?

Kolejny interesujacy aspekt badany przez Doktoranta to, w jego analizie, negatywna weryfikacja hipotezy
dotyczgcej stabilizacji stanu Thr-close przez reszte Tyrl45. W tym celu Doktorant wykonat symulacje
z mutacjg Y145A. Dlaczego Doktorant nie zastosowal zamiast mutacji do alaniny - fenyloalaniny?
Wéwczas, réznice pomiedzy analizowanymi wariantami sprowadzatyby sie tylko i wylgcznie do braku
kluczowej wg niego grupy hydroksylowej. Prosze zwrdci¢ uwage, ze w strukturze krystalograficznej treonina
podstawiona jest przez alanine, a nie waline, co umozliwia na zlokalizowanie czgsteczki wody (widocznej
w strukturze krystalograficznej) i odtworzenie wigzan wodorowych. Czy doktorant przeprowadzit analize
czasteczek wody zlokalizowanych pomiedzy wprowadzong w miejsce tyrozyny 145 alaning a treoning
i ATP??

Finalnie, w podrozdziale poswieconym roli motywu HPD w stymulacji aktywnosci biatka DnaK, Doktorant
w systematyczny sposob zbadal wptyw podstawienia kazdego z trzech badanych aminokwaséw alaning. Nie
ulega watpliwosci, ze kazde z takich podstawieri wptywa na aktywnos$¢ analizowanego biatka. Szkoda, ze
podejscie to nie zostato rozszerzone o dwa dodatkowe pytania: i) czy kazda mutacja w motywie HPD bedzie
skutkowata niekorzystnymi zmianami? ii) czy sgsiednie aminokwasy nie majg takze podobnego wptywu?
Ostatnia moja uwaga dotyczaca prezentowanych wynikéw zwigzana jest z wynikami przedstawionymi
w podrozdziale 5.3.3 ,Podatnos¢ na "tamanie” SBDa w obecnhosci czynnikéw allosterycznych”. Doktorant
poréwnuje otrzymane przez siebie wyniki z danymi otrzymanymi metodami krystalografii. Czy nie ma
dostepnych wynikéw z NMR?

W rozdziale 6 Doktorant zgrabnie podsumowuje otrzymane wyniki i wnioski wynikajgce z jego pracy.
Nastepnie zamieszcza jak juz wspomniatem wyzej zalgczniki z surowymi danymi, spis literatury obejmujacy
205 pozycji oraz spis wtasnego dorobku.
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4. Wniosek koncowy.

Przytoczona powyzej ilo§¢ pytan moze sugerowa¢ wystepowanie powaznych mankamentéw
w przedstawionej mi do oceny Rozprawie. Jest to absolutnie btedne wrazenie. Dociekliwo§¢ Doktoranta
sprawila, ze w wielu miejscach odpowiedzi, ktére otrzymuje generujg kolejne pytania. Jest to sytuacja,
z ktérg notorycznie stykamy sie w naszej pracy naukowej. Bardzo wysoko oceniam poziom
przeprowadzonych badan naukowych bedacych podstawg recenzowanej Rozprawy i w podsumowaniu
stwierdzam, Ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pana mgr inZz. Michata Olewniczaka pod
tytulem: ,Mechanizm allosterycznej aktywacji bialek Hsp70” " oparta jest o oryginalny, bogaty
i warto$ciowy dorobek naukowy i speinia z naddatkiem wszelkie wymagania okre$lone w Ustawa Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce, z dnia 20 lipca 2018 r. (t.j. Dz. U. 2024, poz. 1571 z pdzn. zm.) i wnioskuje
do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Gdarskiej o dopuszczenie mgr inz. Michata
Olewniczaka do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych
i przyrodniczych, w dyscyplinie nauk chemicznych.
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