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Recenzja rozprawy doktorskiej mgra inz. Michata Olewniczaka

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgra inz. Michata Olewniczaka jest zatytutowana
,Mechanizm allosterycznej aktywacji biatek Hsp70” (ang. ,Mechanism of allosteric activation of
Hsp70s”). Promotorem rozprawy jest prof. dr hab. inz. Jacek Czub z Wydziatu Chemicznego Politechniki
Gdanskiej. Rozprawa zostata przygotowana w dyscyplinie nauki chemiczne.

Tematyka rozprawy dotyczy molekularnego mechanizmu allosterycznej aktywac;ji biatek opiekunczych
z rodziny Hsp70. Biatka Hsp70 nalezg do najliczniejszych i najbardziej zakonserwowanych rodzin biatek
w komorce. Uczestniczg one w zwijaniu nowo powstajgcych tancuchéw polipeptydowych oraz w
ponownym zwijaniu biatek. Ich dziatanie opiera sie na cyklu, w ktérym wigzanie i hydroliza ATP w
domenie wigzacej nukleotyd (nucleotide binding domain, NBD) reguluje powinowactwo drugiej
domeny, wigzacej substrat (substrate binding domain, SBD), oraz wzajemne utozenie obu domen. Caty
cykl jest koordynowany przez biatka J (Hsp40), ktére dostarczajg substrat i stymulujg aktywnos¢
ATPazowg Hsp70. Mimo licznych badan, mechanizm tej allosterycznej aktywacji na poziomie
atomowym pozostawat niejasny. Pan Michat Olewniczak podjat sie jego wyjasnienia, wykorzystujac
petnoatomowe symulacje dynamiki molekularnej wspierane metodami wzmocnionego probkowania
przestrzeni konformacyjnej, na przyktadzie najlepiej poznanej pary biatek bakteryjnych o nazwach
DnaK (Hsp70) i Dnal (Hsp40).

Efektem badan stanowigcych trzon rozprawy jest praca opublikowana w czasopismie PLoS
Computational Biology (M. Olewniczak i wsp., ,Mechanism of Hsp70 activation: How J-domain proteins
push for ATP hydrolysis”, 2026, 22(3), e1014094), w ktdrej pan Olewniczak jest pierwszym autorem o
rownym wktadzie z drugim wspétautorem. Na dorobek naukowy doktoranta sktada sie ponadto szereg
wspotautorskich publikacji w bardzo dobrych recenzowanych czasopismach (m.in. Carbohydrate
Polymers w roku 2020, Scientific Reports w roku 2021, Microbiology Spectrum w roku 2022, Journal of
Molecular Liquids w 2023, Journal of Colloid and Interface Science w roku 2024 oraz Journal of Physical
Chemistry B w roku 2025) oraz doniesienia konferencyjne. Tematyka pozostatych prac nie jest scisle
zwigzana z rozprawg doktorskg. Dorobek naukowy pana Michata Olewniczaka oceniam jako
wartoSciowy i Swiadczacy o dojrzatosci naukowej autora.
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Rozprawa mgra inz. Michata Olewniczaka ma klasyczny format monografii, jest napisana w jezyku
polskim i zawiera streszczenie w jezykach polskim i angielskim. Catos¢ liczy ponad 110 stron. Praca jest
podzielona na szes$¢ rozdziatdw i uzupetniona o zatgcznik oraz bibliografie (zawierajgcg ponad 200
pozycji), a takze wykaz dorobku naukowego. Uktad pracy jest klarowny i logiczny. Po wprowadzeniu i
sformutowaniu celdw nastepuje opis metodyki i procedury symulacji, a nastepnie autor opisuje wyniki
wraz z dyskusjg. Na zakonczenie wprowadza podsumowanie rozprawy.

W rozdziale pierwszym (Wprowadzenie) autor wprowadza czytelnika w pojecie allosterii oraz zjawisko
odpowiedzi na szok cieplny, a nastepnie szczegétowo omawia budowe i funkcje biatek Hsp70, domene
wigzacg nukleotyd (ATP lub ADP) i domene wigzacg substrat peptydowy, wraz z ich cyklem
katalitycznym. Pan Olewniczak opisuje takze budowe i funkcje biatek J (Hsp40), w tym mechanizm
autoinhibicji biatek J klasy B, oraz koncepcje tzw. entropic pulling. Rozdziat zamyka charakterystyka
modelowej pary biatek DnaK i Dnal oraz opis hydrolizy ATP przez DnaK. Wprowadzenie jest napisane
rzeczowo i kompetentnie, dobrze sie je czyta i dobrze przygotowuje czytelnika do czesci Wyniki.

W rozdziale drugim (Cele i zakres pracy) autor formutuje nadrzedny cel rozprawy. Celem byt opis z
rozdzielczoscig na poziomie pojedynczych atoméw mechanizmu allosterycznej komunikacji w obrebie
Hsp70 oraz z jego partnerami wigzania. Cel gtéwny autor pracy realizowat poprzez trzy zadania
szczegdtowe, odpowiadajgce réznym etapom cyklu katalitycznego. Po pierwsze badat zmiany
konformacyjne indukowane hydrolizg ATP, po drugie indukowane zwigzaniem domeny J oraz po
trzecie indukowane wigzaniem substratu peptydowego. Cele sg jasno postawione i dobrze
umotywowane oraz powigzane z danymi doswiadczalnymi dla zmutowanych biatek Hsp70.

Rozdziat trzeci (Metodyka badan) zawiera wprowadzenie do termodynamiki statystycznej, podstaw
mechaniki kwantowej oraz dynamiki molekularnej i pdl sitowych, wraz z algorytmem Verleta,
periodycznymi warunkami brzegowymi i sumowaniem Ewalda. Autor opisuje zastosowane metody
wzmocnionego probkowania (umbrella sampling, metadynamika), transformacje alchemiczne i cykl
termodynamiczny, a takze narzedzia analizy. Zestaw metod jest dobrany trafnie i adekwatnie do
postawionych celéw.

Na uznanie zastuguje szczegétowy opis metodyki badawczej. Przy wprowadzeniu termodynamiki
statystycznej, autor wychodzi od rozktadu Boltzmanna, poprzez definicje entropii i Srednich po zespole.
Opisuje tez réwnanie Schrodingera, potem przechodzi do dynamiki molekularnej i szczegétowo opisuje
rownania zwigzane z polem sitowym. Nastepnie opisuje jak zdefiniowana jest temperatura w
symulacjach dynamiki molekularnej oraz cisnienie. Przechodzi potem do opisu catkowania réwnan
ruchu i algorytmu Verleta, nastepnie periodycznych warunkow brzegowych i sumowania Ewalda do
obliczen elektrostatyki. Po tym obszernym wstepie przechodzi do metod wzmocnionego prébkowania
i opisuje te, ktorych uzywat w rozprawie. Positkuje sie takze licznymi rysunkami, zwtaszcza przy
wyjasnianiu metod wzmocnionego préobkowania. Utatwia to odbiér metod. Mysle, ze taki szczegétowy
opis metodologii bedzie przydatny dla innych mtodszych badaczy, ktorzy beda chcieli dogtebnie
zrozumie¢ metody symulacji w kontekscie dynamiki molekularne;j.

Rozdziat czwarty (Procedura symulacyjna) dokumentuje przygotowanie trzech uktadéw badawczych
oraz protokoty symulacji rGwnowagowych, analizy trajektorii i wyznaczania profili energii swobodnej,
w tym symulacje metadynamiki w wariancie OPES. Rozdziat ten jest napisany w formie publikacyjnej,
ale uwazam, ze poziom szczegdtowosci jest wystarczajgcy, aby odtworzy¢ obliczenia.



Rozdziat pigty (Wyniki i dyskusja) stanowi rdzen rozprawy i jest podzielony zgodnie z trzema zadaniami
opisanymi w czesci Cele i zakres pracy. W pierwszej czesci autor scharakteryzowat zmiany strukturalne
zachodzace w domenie wigzgcej nukleotyd po hydrolizie ATP oraz zbadat, w jaki sposdb obsadzenie tej
domeny wptywa na jej powinowactwo do domeny wigzacej substrat. W drugiej czesci przeanalizowat
zmiany konformacyjne wywotane zwigzaniem domeny J, przesledzit droge sygnatu allosterycznego
prowadzacg do centrum katalitycznego oraz okreslit role poszczegdlnych reszt zakonserwowanego
motywu odpowiedzialnego za aktywacje. Pokazat, ze obecno$¢ domeny J faworyzuje przemieszczenie
Thr199 w kierunku korncowego fosforanu ATP, umozliwiajgc utworzenie kluczowego kontaktu miedzy
Thr199 a ATP. W trzeciej czesci poréwnat te obserwacje ze zmianami wywotanymi obecnoscig
substratu, sprawdzajac, czy oba czynniki aktywujg biatko w podobny sposéb. Do tych analiz autor
wykorzystat symulacje roéwnowagowe dynamiki molekularnej oraz metody wzmocnionego
probkowania, uzupetnione analizg trajektorii i wyznaczaniem profili energii swobodnej. Te czes¢
rozprawy czyta sie z zainteresowaniem, a wyniki sg dobrze zilustrowane.

W rozdziale széstym (Podsumowanie) autor krétko podsumowuje uzyskane wyniki i przedstawia
zaproponowany mechanizm aktywac;ji biatka DnaK przez domene J, w tym zaproponowany mechanizm
aktywacji na drodze indukowanego dopasowania. Autor pokazuje, w jaki sposéb zwigzanie domeny J
uruchamia zmiany konformacyjne przenoszone przez czasteczke az do jej centrum katalitycznego,
prowadzac do stanu, ktéry umozliwia hydrolize ATP. Podsumowanie dobrze porzadkuje wnioski
ptynace z poszczegdlnych czesci pracy i osadza je w szerszym kontekscie dziatania tej rodziny biatek.

Po przeczytaniu rozprawy nasuneto mi sie kilka pytan, ktdre przedstawiam ponizej. Nie umniejszajg
one jej wartosci, lecz mogg stac sie przedmiotem dyskusji podczas obrony.

Model domeny NBD z ADP autor zbudowat na podstawie dostepnej struktury bez nukleotydu, wobec
braku struktury krystalicznej NBD zawierajgcej ADP (rozdz. 5.1.1). Czy nie byto problemoéw z
przygotowaniem tego uktadu? Jestem tez ciekawa, w jakim stopniu to mogto wptyngé na
whnioskowanie o ,,zamknietej” konformacji NBD po hydrolizie.

Autor podaje, ze niepewnosci profili US wyznaczyt metoda bootstrap (str. 45). Czy zastosowany wariant
bootstrap uwzgledniat autokorelacje danych w oknach.

Czy odrzucenie pierwszych 100 ns (okna SBDPB) i 250 ns (okna NBD) byto wystarczajgce i jak
zdecydowano o tym, ile ns odrzuci¢ przy réwnowazeniu?

Do opisu biatka, jondw oraz kompleksu Mg-ATP autor stosowat pole sitowe CHARMM36m. Nie byt dla
mnie jasny sposdb ustalenia standw protonacji i tautomerow reszt histydynowych (zwtaszcza His33)
oraz protonacji reszt tworzgcych mostki solne (np. Asp35-Arg167). Czy autor przyjat wartosci domysine
w CHARMM-GUI, czy inaczej je weryfikowat? Na ile te wybory mogty wptywac¢ na obserwowane
tworzenie kontaktu Thr199-ATP (rozdz. 5.2.2)?

Wptyw mutacji alanin na powierzchni oddziatywania NBD/SBDB zostat okreslany réznymi metodami
obliczeniowymi (Tabele 3-5 w zatgczniku). Czy te przewidywania udatoby sie moze odnies¢ do danych
eksperymentalnych, na przyktad do pomiaréw aktywnosci ATPazowej lub powinowactwa
miedzydomenowego dla kluczowych reszt (rozdz. 5.1.2)?

Znalaztam takze kilka drobnych literowek i btedéw gramatycznych, ktére nie wptywajg na wartosc
merytoryczng rozprawy, ale je wymieniam z obowigzku recenzenta.



str. 7, powinno by¢ , 0siggniecie”

str. 20, powinno by¢ ,, pomiedzy”

str. 25, powinno by¢ ,,znajdujgcych sie”

str. 38, powinno by¢ ,transformacje”

str. 50, powinno by¢ ,,zdefiniowanej”

str. 55, powinno by¢ ,,NBD”

str. 71, podpis Rysunku 5.2.8, powinno by¢ ,Zaburzenie struktury B-nici”
str. 43, powinno by¢ ,,macierz D, ktérej element”

str. 51, powinno by¢ ,profile ... zostaty obliczone”

str. 52, powinno by¢ , Odlegtosc ... byta zdefiniowana”

Uwazam, ze pan Michat Olewniczak podjat sie zbadania trudnego problemu allosterycznej aktywacji
biatek Hsp70. Jest to uktad, w ktorym wolne zmiany konformacyjne byty trudne do prébkowania. Autor
trafnie dobrat i potgczyt metody dynamiki molekularnej ze wzmocnionym prébkowaniem. Uzyskane
wyniki majg charakter oryginalny, sg spdjne z danymi biochemicznymi i wnoszg istotny wktad w
zrozumienie mechanizmu aktywacji i dziatania tej waznej rodziny biatek. Cele rozprawy zostaty jasno
sformutowane i co wazne w petni zrealizowane.

Podsumowujac, stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgra inz. Michata Olewniczaka przedstawia
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, potwierdza wiedze teoretyczng mgra inz. Michata
Olewniczaka w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki chemiczne, oraz
potwierdza umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Stwierdzam, ze przedstawiona
mi do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 roku (Dz. U. z 2024 r. poz. 1571 z pdzn. zm.). W zwigzku z tym
wnosze o dopuszczenie mgra inz. Michata Olewniczaka do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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