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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Michata Olewniczaka

pt. ,,Mechanizm allosterycznej aktywacji biatek Hsp70.”

Praca doktorska mgr inz. Michata Olewniczaka poswigcona jest badaniom teoretycznym nad
mechanizmem allosterycznej aktywacji bakteryjnego biatka DnaK nalezacego do rodziny biatek
szoku cieplnego Hsp70. Bialka szoku cieplnego, nazywane tez bialkami opiekunczymi pelnia
bardzo wazna role¢ w komoérkach pomagajac w prawidtowym zwijaniu nowo powstatych tancuchéow
polipeptydowych i zapobiegajac ich agregacji. Biatka opiekuncze uczestnicza tez w naprawie
nieprawidtowo zwinigtych biatek. W rezultacie biatka szoku cieplnego odpowiadaja za utrzymanie
homeostazy komoérkowej i ochrong organizmu przed skutkami stresu. Ich produkcja gwattownie
ro$nie w odpowiedzi na czynniki uszkadzajace, takie jak wysoka temperatura, promieniowanie UV,
toksyny, infekcje czy niedotlenienie. Nieprawidlowe dziatanie biatek szoku termicznego lub ich
nadmiar powiazany jest z chorobami neurodegeneracyjnymi, stanami zapalnymi oraz
nowotworami. Biatka Hsp70 (ang. Heat Shock Proteins o masie czasteczkowej okoto 70 kDa)
stanowia najwigksza i stosunkowo najlepiej poznana rodzing biatek szoku cieplnego. Mimo
rozlegltych badan, zaréwno teoretycznych jak i eksperymentalnych, szczegdly allosterycznego
mechanizmu aktywacji Hsp70 na poziomie molekularnym pozostaja niewyjasnione. Poruszana w
rozprawie problematyka nalezy do bardzo istotnych zagadnien chemii i1 biologii molekularne;.
Badania przedstawione w pracy doktorskiej maja charakter badan podstawowych, jednak poznanie
mechanizmu aktywacji biatlek Hsp70 ma znaczenie aplikacyjne. Zrozumienie tego mechanizmu
moze pozwoli¢ na projektowanie nowych lekow, ktore moglyby zatrzymaé lub cofnaé procesy

neurodegeneracyjne. Badania nad aktywacja Hsp70 moga tez pomdéc w opracowaniu
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skuteczniejszych terapii onkologicznych w zwiazku z nadaktywacja biatek Hsp70 w komorkach
nowotworowych.

Promotorem recenzowanej rozprawy jest prof. dr hab. inz. Jacek Czub kierownik Katedry
Chemii Fizycznej na Wydziale Chemicznym Politechniki Gdanskiej. Tematyka recenzowane;j
rozprawy doktorskiej jest jednym =z wielu watkéw badan dotyczacych molekularnych
mechanizmow i sit napedowych proceséw o istotnym znaczeniu biologicznym jakie sa prowadzone
w zespole Komputerowej Biofizyki Molekularnej kierowanym przez prof. Jacka Czuba.

Recenzowana rozprawa doktorska ma typowy uktad prac doktorskich w dyscyplinie nauki
chemiczne. Zawiera ona sze$¢ gtdéwnych rozdzialow poprzedzonych spisem stosowanych skrotow i
streszczeniem, a zakonczonych zalacznikiem z dodatkowymi tabelami i rysunkami oraz cytowana
literatura (205 pozycji). Dodatkowo doktorant zaprezentowat swoj dorobek naukowy: liste
publikacji i prezentacji na konferencjach naukowych.

Pierwszy rozdzial zatytutowany Wprowadzenie (16 stron) zgodnie z tytutem wprowadza
czytelnika w tematyke rozprawy doktorskiej. W rozdziale tym zdefiniowano termin allosteria i
krotko przedstawiono badania nad tym zjawiskiem. W dalszej czeéci opisane sa biatka szoku
cieplnego ze szczegdlnym uwzglednieniem biatek Hsp70 oraz Hsp40, zar6wno ich budowa jak i
funkcje. Jako gtowny obiekt badan przestawiono najlepiej poznany kompleks Hsp70-Hsp4O0:
bakteryjne biatka E. coli — DnaK i DnaJ oraz proponowany mechanizm aktywacji, w ktorym
zwiazanie DnaJ do DnaK stymuluje wiazanie substratu 1 wysoka aktywnos$¢ ATP-azowa.

Rozdziat drugi formutuje cel i zakres pracy. Cel pracy zostat sformutowany jasno i obejmuje
opisanie z rozdzielczoscia atomowa mechanizmu allosterycznej komunikacji wewnatrz biatek
Hsp70 (DnaK) oraz z ich partnerami wiazania: substratem oraz wspoétopiekunczym biatkiem DnaJ.
Cel nadrzedny zostat podzielony na trzy zadania szczegdtowe: opis zmian konformacyjnych DnaK
indukowanych hydroliza ATP, opis zmian konformacyjnych indukowanych zwiazaniem domeny J
oraz opis zmian konformacyjnych indukowanych obecnoscia substratu w domenie SBD biatka
DnaK.

Trzeci rozdziat zatytutowany Metodyka badan (26 stron) przedstawia podstawy teoretyczne
metod obliczeniowych stosowanych w badaniach prowadzonych w ramach rozprawy. Pewne

fragmenty moim zdaniem nie sa bezpo$rednio zwiazane z praca, np. przedstawienie réwnania
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Schrodingera tylko po to, zeby zaznaczy¢, ze w dynamice molekularnej rezygnuje si¢ z
rozwiazywania roéwnania Schrodingera i stosuje pole sitowe sktadajace si¢ z wkladow o prostej
matematycznie postaci. Przedstawiony opisy pola sitowego jest bardzo ogdlny, brakuje odniesienia
bezposrednio do wykorzystywanego w pracy pola sitowego CHARMM36m i modelu wody TIP3P.
Np. opisano niestosowany w polu CHARMM36m potencjal Morse’a dla wktadu opisujacego
odchylenia od optymalnych dtugosci wiazan, a brak jest opisu charakterystycznego dla tego pola
sitowego wkladu CMAP (Cross-Term Map) bazujacego na dwuwymiarowej siatce poprawek
energetycznych zaleznych od par katow dwusciennych szkieletu biatkowego. Jako przyktad
sposobow zwigkszenia kroku catkowania w dynamice molekularnej podana jest implementacja
hydrogen mass repartitioning, jednak w obliczeniach w pracy stosowano algorytm LINCS, ktory nie
jest oméwiony w metodyce badan. W opisie metody WHAM Dbrakuje moim zdaniem
przedstawienia metody bootstrap stosowanej w pracy do szacowania niepewnosci obliczen energii
swobodnej. Szczegétowo omoéwiono metody wzmocnionego probkowania: umbrella sampling,
metadynamikg oraz cykl termodynamiczny dla transformacji alchemicznych. Powinna zosta¢ w tym
miejscu omoéwiona metoda srednich blokow (ang. block average method) stosowana w pracy do
oszacowania niepewno$ci pomiaru otrzymanych profili energii swobodnej. Wplyw mutacji
oszacowano przy uzyciu narzedzia mCSM-PPI2 opartego 0 uczenie maszynowe i to narzedzie
réwniez nie zostato w zaden spos6b omowione W rozdziale trzecim.

W czwartym rozdziale Procedura symulacyjna (9 stron) opisano protokoty obliczeniowe
stosowane w pracy doktorskiej. Sa one przestawione szczegétowo i obejmuja zarowno parametry
symulacji dynamiki molekularnej, metod analizy trajektorii jak i metody wyznaczania profili
energii swobodnej oraz symulacji metadynamiki. Jedyna uwaga do tego rozdziatu to brak bardziej
szczegdlowej informacji o wykorzystaniu komputerow Centrum Informatycznego Trojmiejskiej
Akademickiej Sieci Komputerowej (TASK). Czy symulacje prowadzono jedynie z wykorzystaniem
CPU czy korzystano rowniez z GPU na co pozwala wykorzystywany program GROMACS? Jak
duzo czasu zajmowaty prowadzone obliczenia dla poszczeg6lnych symulowanych uktadow?

Wyniki przedstawione sa w rozdziale piatym Wyniki i dyskusja na 37 stronach, ktory
podzielony jest na trzy podrozdziaty omawiajace kolejno badania zmian konformacyjnych DnaK

indukowane hydroliza ATP do ADP, badania zmian konformacyjnych DnaK indukowane
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zwiazaniem domeny J oraz indukowane zwiazaniem substratu przez SBD. Ostatni rozdziat stanowi
zwigzte podsumowanie przeprowadzonych badan.

Gléwnych wynikiem symulacji prowadzonych w ramach pracy doktorskiej sa warto$ci
energii swobodnej w formie profilow energii swobodnej dla badanych przejs¢ konformacyjnych w
roznych uktadach (hydroliza ATP do ADP, obecno$¢ biatka J, obecnos¢ peptydowego substratu,
mutacje punktowe). Warto pokres§li¢, ze analizie poddane sa wartoSci energii swobodnej z
uwzglednieniem 0Szacowania bledow jakimi obarczone sa te wielkosci. Wyniki symulacji zmian
konformacyjnych DnaK indukowanych hydroliza ATP jednoznacznie wskazuja na to, ze hydroliza
ATP do ADP powoduje zmiang utozenia ptatbw domeny wiazacej nukleotyd (NBD) oraz
umozliwia wigksza mobilnos¢ tancuchow bocznych, w szczegdlnosci reszt migdzydomenowego
tacznika. Dla NBD w konformacji otwartej i zamknigtej doktorant okreslit charakterystyczne
kontakty wewnatrz domeny i pokazat, ze przy obsadzeniu kieszeni wiazacej przez ATP przejscie
pomiedzy konformacja otwarta i zamknigta nie zachodzi spontanicznie. Ponadto, doktorant
udowodnit, ze dysocjacja domeny wiazacej substrat (SBDp) z powierzchni NBD jest faworyzowana
jedynie po hydrolizie ATP. Cenne sa wyniki pokazujace wptyw mutacji punktowych w obrgbie
interfejsu NBD-SBDJ w sprzgganiu obsadzenia NBD z powinowactwem migdzy domenami.
Podkreslitbym tu szczegblnie pokazanie znaczenia reszty Phe216, ktorej mutacje nie byty wczesniej
badane eksperymentalnie. Analiza gldéwnych sktadowych dla potaczonych trajektorii DnaK z ATP
i z ADP pokazuje korelacje migdzy wartosciami pierwszej gtownej sktadowej a katem torsyjnym
migdzy ptatami NBD. Czy doktorant analizowat kolejne glowne sktadowe i czy rowniez mozna dla
nich przypisa¢ prosty parametr geometryczny opisujacy utozenie ptatéw NBD?

Symulacje zmian konformacyjnych DnaK, ktore prowadza do aktywacji biatka przez
zwiazanie domeny J pokazatly, ze obecnos¢ domeny J powoduje wzajemna rotacje ptatéw NBD i
faworyzuje przemieszczenie reszty Thr199 w kierunku terminalnego fosforanu ATP. Tu rowniez
mam pytanie o analiz¢ kolejnych gtéwnych sktadowych dla potaczonych trajektorii DnaK oraz
DnaK+JD. Pierwsza sktadowa, ktora jest skorelowana ze zmiang kata torsyjnego migdzy platami
NBD odpowiada jedynie za 28% catkowitej zmienno$ci konformacyjnej. Doktorant okreslit
doktadna rolg aminokwasow tworzacych silnie zakonserwowany motyw HPD obecny w sekwencji

biatek J. Analiza wynikow symulacji dla mutantow pokazata, ze sygnalizacja allosteryczna w
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obrebie wariantu kompensatorowego (R167A DnaK+D35N JD) pozostaje niezmieniona wzgledem
natywnego kompleksu, co wyjasnia zachowanie przez niego aktywnosci ATP-azowej w
eksperymencie. Na podstawie uzyskanych wynikéw doktorant zaproponowal mechanistyczne
wyjasnienie podtoza aktywacji DnaK przez domeng J, zgodnie z ktérym przebiega ona wedlug
mechanizmu indukowanego dopasowania. Zgonie z ta hipoteza wiazaniu domeny J do DnaK
towarzyszy steryczny nacisk, ktory odpowiada za rozluznienie interfejsu NBD-SBDf, co
umozliwia rotacje ptatow NBD. Jednocze$nie propagacja sygnatu allosterycznego w DnaK
powoduje deformacje¢ B—nici w obrebie subdomeny IIA, ktéra pozwala na utworzenie kontaktu
migdzy istotna katalitycznie reszta Thr199 i czasteczka ATP.

W dalszych badaniach doktorant scharakteryzowat stan stymulowanego DnaK (stan S)
przyjmowany w obecnosci substratu w SBD. Poréwnanie zmian konformacyjnych wzgledem
kompleksu DnaK-JD pokazalo spojny obraz aktywacji DnaK pod wptywem czynnikow
allosterycznych. Stan S charakteryzuje si¢ rotacja ptatbw NBD, trwatymi kontaktami migdzy
Thr199 a terminalnym fosforanem ATP, koordynowaniem Thr199 przez grupe hydroksylowa
Tyr145 oraz naruszeniem struktury drugorzedowej regionu 198-206; 219-227. Pozwala to wyjasnié
synergistyczne dziatanie domeny J 1 biatkowego substratu w stymulacji hydrolizy ATP.

Przedstawione w rozprawie wyniki jednoznacznie pokazuja, ze mgr inz. Michat Olewniczak
zrealizowal wszystkie postawione sobie cele badawcze. Zastosowanie dynamiki molekularnej i
metod wzmocnionego probkowania pozwolito na uzupelnienie i wyjasnienie dotychczasowych
wynikow badan eksperymentalnych nad DnaK. Przedstawione rezultaty analiz moga by¢
szczegolnie interesujace dla dalszych badan nad Hsp70 jako celem terapeutycznym w leczeniu
chorob neurodegeneracyjnych czy nowotwordéw. Szczegdtowa dyskusja osiagnigetych wynikéw,
precyzyjne wnioski znamionuja osobg przygotowana do prowadzenia tego typu badan naukowych.
Recenzowana praca doktorska przygotowana zostala na wysokim poziomie merytorycznym, a
zawarte w niej wyniki stanowia oryginalny i istotny wktad do nauki. Przedstawione powyzej uwagi
maja charakter dyskusyjny i nie obnizaja wartosci naukowej rozprawy.

Efektem wykonywanej pracy doktorskiej jest publikacja: M. Olewniczak*, M. Pitek*, J.
Czub, J. Marszalek, L. Nierzwicki, B. Tomiczek; Mechanism of Hsp70 activation: How J-domain
proteins push for ATP hydrolysis. PLoS Comput. Biol. 2026, 22(3), e1014094. Ponadto doktorant
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jest wspotautorem szeSciu artykutow niezwiazanych bezposrednio z tematyka rozprawy doktorskiej,
a takze czterech komunikatow konferencjach (komunikat na 15th European Biophysics Conference
dotyczy tematu rozprawy).

Reasumujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska spetnia formalne
wymagania stawiane przez Ustawe Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, z dnia 20 lipca 2018 r.,
jak 1 zwyczajowe warunki stawiane rozprawom doktorskim. Wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauki
Chemiczne Politechniki Gdanskiej o dopuszczenie mgr inz. Michata Olewniczaka do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.

Coery Grpleabe
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