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Recenzja pracy doktorskiej
Mgr. Macieja Baranowskiego

Pt.:
Structural analysis of substrate binding region of Hsp40 molecular chaperones

Przedstawiona do recenzji praca stanowi oméwienie i dyskusj¢ wynikéw badan
prowadzonych przez mgr. Baranowskiego pod kierunkiem Dr hab. S. Oldzieja, prof. UG w
Laboratorium Struktur Biopolimeréw na Migdzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Celem pracy sensu largo
bylo ustalenie czy istnieja jakies wspolne wymagania strukturalne istotne dla wigzania
substratu w domenie C-terminalnej (CTD) biatek Hsp40. Praca miata charakter zarowno
teoretyczny jak i zawierala czg$¢ eksperymentalng co zashuguje na pochwalg gdyz malo jest
tego typu prac interdyscyplinarnych wykonywanych przez jedng osobg. W czesci teoretycznej
wykonano szeroko pojeta analize bioinformatyczna i strukturalng oraz wykonano symulacj¢
dynamika molekularng wybranych ukladéw, ktore to badania daly podstawe do
sformulowania nowych hipotez co do wymogéw substratowych miejsc wigzacych biatek
Hsp40. W czeéci eksperymentalnej autor probowat zweryfikowac te nowe zaproponowane
hipotezy. Niestety ze wzgledu na problemy z izolacja odpowiednich biatek nie udato mu si¢
wykonaé zaplanowanych eksperymentéw potwierdzajacych stusznosé przyjetych zalozen.
Warto w tym miejscu jednak podkresli¢, ze mimo iz cel pracy nie zostal w pelni osiagnigty,
praca wnosi bardzo duzy element nowosci naukowej w zagadnienie rozumienia mechanizmu
rozpoznawania substratéw przez biatka Hsp40 i ich kooperacje z biatkami Hsp70.

Prowadzone przez Doktoranta badania mieszcza si¢ w szeroko pojetym obszarze
badan podstawowych zwigzanych z mechanizmem dziatania bialek opiekunczych, a w
szczegdlnosci mechanizmem rozpoznawania przez te biatka substratéw jakimi sg inne biatka.
Mechanizm te wciaz jest tylko czg$ciowo poznany, i mimo szeregu dostepnych struktur biatek
Hsp wymogi strukturalne i selektywnos$¢ rozpoznawania substratéw nie jest wyjasniona na
poziomie molekularnym. Badania prowadzone przez mgr. Baranowskiego odnosnie biatek
Hsp wpisujg si¢ tez w szerszym kontekscie w obszar badawczy zespolow naukowych
Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii, ktére od lat zajmujg sie biologia molekularna
biatek opiekunczych.



Na szczegdlne podkreslenie zasluguje element nowoscel naukowe] zaprezentowany w
pracy. Sa to co prawda jedynie hipotezy. ale oparte sa ona na bardzo solidnej analizie
strukturalnej popartej rownicz modelowaniem molekularnym. Otoz autor zaproponowal w
swojej pracy zupelnie nowa hipoteze na temat ewolucyjnego pochodzenia domeny C-
terminalnej bialka Tsp40. ktora wedlug niego pochodzi od bialka immunoglobuliny i
powstala ogolnie mowige poprzez utrate pewnych motywow bialka immunoglobulinowego.
Drugim waznym elementem  nowosci  naukowej bylo  zaproponowanie  wymogow
strukturalnych miejsca wiazacego w domenie CTD bialka Hspd0. W szczegolnosci autor
podkresla znaczenice drugiej (tak zwanej lewej) wneki hydrofobowej oraz znaczenie otoczenia
polarnego obu wnek. Do tej pory istotna rola drugiej wneki hydrofobowej dla rozpoznania
substratu nie byvla proponowana w literaturze. Nigjako trzecim elementem nowosci naukowej.
wartym podkreslenia. jest nic tyle hipoteza, co zaproponowanie objasnienia na poziomic
molekularnych mechanizmu wspoldzialania bialek Hsp40 1 Hsp70. W objasnieniu tym istotna
role stanowi podanie nicjako ogdlnej zasady rozpoznawania przez bialka Hsp40
niezwinietych  bialek  poprzez rozpoznawanie pewnego hydrofobowego motywu
pojawiajacego sic. gdy na przyklad bialko jest zle zwiniete lub tez doznalo rozfaldowania na
skutek stresu i hydrofobowe jadro zaczyna by¢ eksponowane na zewnatrz bialka przez co
moze by¢ rozpoznane przez bialka opiekuncze.

Jako recenzent musze powiedzieé. ze zaproponowane hipotezy 1 objasnienia na
poziomie molekularnym sa niezwykle eleganckie. logicznie uzasadnione. poparte badaniami
strukturalnymi 1 bioinformatveznymi.  Otwieraja  one pole do popisu dla  grup
eksperymentalnych i daja mozliwosci  dalszego ich rozwijania. Sam autor probowal
eksperymentalnie zweryfikowa¢ jedna z tych hipotez. ale niestety nie udalo mu si¢ tego
dokona¢ mimo szeregu podjetveh roznych prob izolacji biatka Sis1.

Uklad pracy:
Na poczatku cheialbym nadmieni¢. ze prace bardzo dobrze czyta si¢ mimo, ze jest ona
napisana w j. angiclskim i nie ma ona klasycznego ukladu. Praca zawiera bardzo dobrze
napisane streszczenie. po Ktorvim nastepuje wstep. Wstep jest niejako teoretycznym opisem
calej rodziny bialek opickunczych i zawiera réwniez proponowane mechanizmy dzialania
bialek Hsp40 i Hsp70. Po wstepie nastepuje rozdzial przedstawiajacy cel pracy. Przy czym.
sformulowanie celu pracy nie jest poprawne. Jako recenzent wielu réznych prac, musze w
tym miejscu odnotowac. z¢ coraz czesciej doktoranci 1 magistranci nie potrafig poprawnie
opisa¢ celu pracy mylge go z zakresem pracy. tak jak to ma miejsce rowniez w tym
przypadku. Celem pracy bowiem nie bylo. jak zostalo napisane przez mer. Baranowskicgo,
wykonanie analizy bioinformatycznej 1 otrzymanie jak najwiekszej ilosci danych. Celem
pracy bylo. co napisalem we wstepie postawienie pewnych hipotez i ich weryfikacja. A te
wszystkie analizy 1 badania strukturalne byly jedynie droga do osiagniecia tych celow.
Nastepnym rozdzialem w pracy sa materialy 1 metody. Niestety ten rozdzial zostal
potraktowany przez Doktoranta po macoszemu. Zawiera zaledwie dwie strony tekstu
opisujacego bardziej postgpowanic numeryczne w przypadku metod teoretycznych. niz same
metody. Mozna oczywiscic zalozy¢é. ze Doktorant rozumie wszystkie te teoretyczne podejscia.
ale takie przedstawienic rozdzialu metodycznego moze tez nasuwal przypuszcezenie. 7¢
oprogramowanie 7z jakicgo korzystal stanowilo dla niego uzywanie przystowiowych
nczarnych skrzynek™. Warto tez zaznaczyé, ze rozdzial metodyczny nie zawiera w ogole
opisu metod eksperymentalnych. ktory to opis znajduje si¢ dopiero w rozdziale z wynikami
tam gdzie nieudane wyniki eksperymentow izolacji biatka Sisl sa przedstawiane. Nie jest to
spojne i klasyczne podejscie. gdzie wszystkie metody 1 techniki sa grupowane w jednym
miejscu. Co prawda podejscie autora troche ulatwia czytanie pracy bo niejako opisy
eksperymentow sg przedstawiane wraz z ich wynikami.
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Na wyvrdznienic zasluguje rozdzial z dyskusja wynikow, ktory stanowi wyczerpujace
zestawienie otrzvmanych wynikow, zaproponowanie 1 opis hipotez oraz mechanizmow
rozpoznawania przez bialka Hsp40 i Hsp70 substratow. Ta czes¢ pracy stanowi o dojrzalosci
naukowej autora i umiej¢tnosci wyciggania wnioskow.

W calej pracy znajduje si¢ tez bardzo wiele odniesien do zrodtowej (troche starszej) i
biezacej literatury (nawet prace z 2016 1 sa cytowane) co wskazuje na rozlegla wiedze
Doktoranta w obszarze prowadzonych badan. Przeglad literaturowy 1 analiza danych w
dziedzinie objctej badaniami jest bardzo wnikliwa i $ci$le zwiazana z poszcezegdlnymi
zagadnieniami podejmowanymi w pracy doktorskiej.

Warto tez pochwali¢ edytorski aspekt pracy zwigzany z prezentacjg rysunkow
strukturalnych oraz schematow. Wszystkie te rysunki sa profesjonalnie przedstawione 1
posiadaja bardzo dobre opisy. w ktorych uzywa si¢ w nowatorski sposdb kolorow dla
ulatwienia czytania informacji na ryvsunku.

Uwagi i komentarze ogélne:

Mysle. iz nie bede odosobniony w opinii stwierdzajac. ze praca jest bardzo ciekawa. a jej
wyniki istotne ze wzgledu na postep wiedzy w dziedzinie rozumienia mechanizmu dziatania
bialek opiekunczyvch. Autor wykonujac rozlegla analize strukturalna zaproponowal szereg
nowych hipotez bardzo solidnie uzasadnionych wynikami tej analizy oraz otworzyl pole do
dalszych badan w tym kierunku. Praca z tego wzgledu niesie bardzo duzy element nowosci
naukowej. Do czesci pracy bedacej dyskusja 1 takiego przedstawienia wynikow nie mam jako
recenzent zastrzezen. Wyniki tej pracy zwlaszeza, jezeli zostana cho¢ w  czescl
zweryfikowane doswiadezalnie moga by¢ przedmiotem publikacji w  bardzo dobrym
czasopi$mie naukowym. Niestety Doktorant nie zamieszcza w rozprawie spisu swoich
osiagnie¢. wiec nic jestem w stanie oceni¢. czy np. czes¢ tych wynikow nie byla juz
przedmiotem publikacji chociazby w postaci doniesien konferencyjnych. Chociaz autor
wspomina w pracy o realizacji projektu grantowego wiec jak rozumiem ma zamiar
opublikowa¢ swoje wyniki.

7 obowigzku recenzenta cheialbym jednak zwroci¢ uwage. ze czytajac prace
znalazlem kilka roznych miejsc gdzie nie w pelni bylem usatysfakcjonowany opisem. gdyz
tekst nie zawieral wystarczajacego opisu lub zawieral taki, ktory nie byl w pelni zrozumialy.
Stad tez ponizej przedstawiam kilka uwag mniej lub bardziej szczegodlowych (w tym
edytorskich) wymagajacych komentarza.

Uwagi i komentarze szczegolowe:

Rozdzial 3.1:

Autor podaje, ze bialka opickuncze istotne sa dla ..pathologies™ — jest to zbyt ogdlne
okreslenie 1 w takich przypadkach oprocz cytowania literatury warto poda¢ jakich patologii to
dotyczy.

Strona 24:
W zdaniu: ... to elevated levels of intracellular NO™ nie jest jednoznacznie okreslone czy
chodzi o jaki$ skrot NO czy np. o zwiazek chemiczny.

Rys. 12:
Miejsce lacznika DVVVD. ktorego nie wida¢ na rysunku mozna byto wskaza¢ strzalka.

Strona 39:
W ramach przyeotowania struktur do symulacji dynamika molekularna usunicto czasteczki
wody obecne w strukturze pobranej z bazy pdb. Ze wzgledu na to, ze ilos¢ czasteczek wody



obecna w regionic otaczajacym [ragment hydrofobowy byla istotna (Rys. 36 1 37) mozna
zadaé pytanie. ¢zy nicktore z tych usunietych czasteczek wody nie sa tak zwanymi wodami
strukturalnymi. Czy np. autor poréwnywal konkretne wody (ich lokalizacje) obecne w
symulacji 1 oddzialujgee z badanymi polarnymi regionami pokazanymi na Rys. 36 z tymi
usunietymi czasteczkami wody ze struktury krystalograficznej?

Strona 0.
Autor wspomina. z¢ nicktore analizy wykonywane byly z uzyciem skryptow napisanych w
jezyku Perl w pracowni. Czy skrypty te byly napisane osobiscie przez Doktoranta?

Rysunek 261 27
Oba rysunki nie majg opisu osi pionowej 1 podanej jednostki powierzchni.

Generalna invaga co do eytoywania literatury 1w tekscie:

Literatura w tresci pracy nic jest spojnie cytowana. Czasami podawane sg jedno lub dwa
nazwiska 1 dodatek -ct al.” a czasami Doktorant podaje bardzo wielu autorow. Takie
cytowanie wielu autorow nie jest spotvkane w pracach naukowych i niepotrzebnie wydluza
tekst.

Podsumowanie:

Pomimo moich pewnych uwag krytyeznych przedstawionych powyzej. z ktorych cze
jedynie charakter dyskusji naukowej lub uwag korekcyjnych. bardzo wysoko oceniam
przedstawiona mi do recenzji prace Pana mgr. Macieja Baranowskiego pt.: “Structural
analysis of substrate binding region of Hsp40 molecular chaperones™ Zwlaszcza duzy wkiad
intelektualny 1 nowatorskie podejscie prowadzgce do zaproponowania nowych hipotez jest
przeze mnie wysoko ocenione. Sama praca stanowi dokumentacje oryginalnych badan
prowadzonych przez Doktoranta. o wysokich walorach naukowych 1 duzym wkiadzie

¢ ma

nowosci naukowej.

Moim zdaniem praca doktorska Pana Macieja Baranowskiego calkowicie spelnia
wymagania stawiane pracom doktorskim w pkt. 13 Ustawy o tytule 1 stopniach naukowych.
Praca wskazuje takze. z¢ Doktorant posiada wiedze teoretyezng w  dziedzinie Chemii
Fizyczne] 1 praktvezng w dziedzinie Biologii Molekularnej, w szezegdlnosci co do
mechanizmow dzialania bialek opiekunczych. W toku realizacji pracy wykazal On rowniez
umiejetnosé  samodzielnego prowadzenia skomplikowanych badan naukowych zaréwno
teoretycznych jak i eksperymentalnych. Z podanych wyzej wzgledow wnioskuje do Wysokiej
Rady Miedzyuczelniancgo Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego 1 Gdanskiego
Uniwersytetu Medveznego o dopuszezenie Pana mgr. Macieja Baranowskiego do dalszych
etapow przewodu doktorskicgo.
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