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Praca doktorska mgra Macieja Baranowskiego jest jedna z najlepszych, o ile nie najlepsza
i najcickawsza ze wszystkich prac doktorskich, z Jjakimi mialam do czynienia w mojej dos¢
dtugiej karierze naukowej. Jest to prawdziwa rozprawa, w ktorej autor prowadzi dyskusje
i rozwazania bazujac na wlasnych wynikach oraz pogladach opisanych w literaturze. a nie
prezentuje otrzymanych przez siebie wynikéw i ich dyskusji. W zasadzie doktorant nic
przedstawia wlasnych wynikow. ale krok po kroku omawia je: po kazdym kroku wyclaga
wnioski, ktore stanowia motywacje do podjecia kolejnego kroku. Ta rozprawa Jest
pasjonujaca i wysoce prawdopodobna historia o drodze ewolucyjnej waznego biatka
opiekunczego z rodziny Hsp40. Tustracje w pracy sa bardzo dobrze dobrane, bardzo starannie
wykonane i opisane.

Proces naprawy 7le zwinigtych  bialek jest niezwykle wazny dla prawidlowego
funkcjonowania komérki. Rozpoznanie nieprawidtowo zwinigtych polipeptydéw nalezy do
zadan bialek z rodziny Hsp40, ktore wiazg je i przekazuja do bialek Hsp70, ktore z kolei
czesto przekazuja je dalej do bardzie; wyspecjalizowanych bialek opiekunczych. Proces

naprawy jest wigc wieloetapowy i zlozony i jest obiektem intensywnych badan.

Glownym zagadnieniem rozprawy jest rozpoznanie i wiazanie przez Hsp40 nieprawidtowo
sfatdowanych biatek. Dotychczas prowadzone badania nad tym zagadnieniem korzystaty
z metod strukturalnych: dyfrakeji rentgenowskiej i magnetycznego rezonansu jadrowego, oraz
z metod biochemicznych: phage display i macierzy peptydowych. Badania te dostarczyly
wiele cennych danych, m. in. struktur bialek, ich fragmentow. kompleksow z peptydami,
typéw  reszt aminokwasowych zaangazowanych w  wigzanie substratu. jednak nie
odpowiadaly na zasadnicze pytanie, jak Hsp40 rozpoznaja i wiaza praktycznie kazde zle

zwiniete biatko.

Poniewaz, badania eksperymentalne nie dawaty odpowiedzi na pytanie zasadnicze. doktorant
postanowit szuka¢ na nie odpowiedzi stosujac zupetnie inne podejscie, tj. bioinformatyczne.
Upraszczajac sprawe, za tym wyborem stat racjonalny argument. ze biatka opickuncze Hsp40
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muszg mie¢ przodka ewolucyjnego, a znalezienie tego przodka moze sporo wyjasni¢
1 wskaza¢ dalsze drogi postepowania. Wybor okazat sie nad wyraz stuszny, gdyz, po
glebszych analizach i rozwazaniach, doktorant byl w stanje wskaza¢ ewolucyjne”
pochodzenie miejsca wigzania substratu przez Hsp40 oraz jego strukturalne i tizyko-
chemiczne wlasnoscei — kluczowe dla miejsca wigzania sa dwa zaglebienia hydrofobowe
i otaczajace je natadowane lub polarne reszty aminokwasowe. Watpliwosci  dotyczace
drugiego zaglebienia doktorant sprawdzal metoda symulacji dynamiki molekularne;]
zrozdzielezoscia  atomowa. W petni uwodniona C-Terminalna Domena biatka Sisl
reprezentujgeego biatka Hsp40, byla symulowana przez co najmniej 40 ns. Symulacje byty
prowadzone dla 10 kopii uktadu, co umozliwito Oszacowanie statystyczne wynikow. Wyniki
pokazaly silne fluktuacje obu zagtebien, ale nie ich zamknigcie. Obecno$é obu zaglebien
i pozostale wlasnosci miejsca wiazania pozwolity na zaproponowanie dtugoscei i typow reszt
aminokwasowych fragmentu tancucha peptydowego biatka wigzanego w tym miejscu.
Symulacje  dynamiki molekularnej nieoczekiwanie pokazaty dwa stabilne stany
konformacyjne C-Terminalnej Domeny 1 (CTD1), z ktérych jeden, zamkniety, jest widoczny
w strukturach krystalicznych, a drugi, otwarty, nie. Doktorant przeprowadza rozwazania nad
udzialem wody w separacji dolnego i goérnego arkusza p CTDI (stan otwarty) oraz rolg
polarnych reszt aminokwasowych na powierzchni styku obu arkuszy. Stan otwarty CTD]
ulatwia wigzanie substratu do bialka.

Te rozwazania sa bardzo przekonujace, ale niestety, nie bazuja na mocnych podstawach.
Twierdze tak na podstawie informacji zawartych w rozdziale Materiaty i metody. Obliczenia
metodg symulacji  dynamiki molekularnej byly prowadzone dla uwodnionego uktadu
z obcigeiem dalekozasiegowych oddziatywan na odleglosci 8 A (»s-..long range interactions
cut off ar 8 47). Taki promien obciecia jest wyjatkowo maly. Poniewaz w biatku wystepuja
reszty natadowane, wlasciwa metoda obliczania dalekozasiegowych oddziatywan w takim
ukfadzie jest metoda sumowania Ewalda - wskazuje na to wiele testow opisanych
w literaturze. Doktorant nie wspomina o przeciwjonach, ktore bylyby niezbedne przy
metodzie Ewalda. W opisanych obliczeniach oszacowanie oddziatywan elektrostatycznych
Jest prawdopodobnie niepoprawne, co podaje w watpliwos¢ wyniki i wyciagane na ich
podstawie wnioski. Wprawdzie wnioski i scenariusz przedstawione przez doktoranta sg
bardzo prawdopodobne, 10 Jednak bylyby znacznie mocniejsze, gdyby metodyka symulacji
dynamiki byfa poprawna. Nb., Jesli uktad rownowazono w 250 000 krokach o dtugosci 0.2 fs,
to cata symulacja trwata 50, a nie 25 ps. Troche dziwi mnie ten krotki krok czasowy — jesli

rozpoczgto symulacje od niskiej temperatury, to krok powinien by¢ raczej dluzszy niz
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krotszy. Poza tym., jesli uktad symulowany jest dynamiczny i w ukladzie zachodza zmiany
konformacyine, to chyba wiasciwsze jest. by ukfad mogt zmienia¢ ksztatt i objetosé (kontrola
cisnienia), niz by miat stata objetosé.

Pomimo duzego naktadu pracy i wielu prob, doktorantowi nie udato sie przeprowadzi¢
doswiadczen, ktére moglyby potwierdzié¢ shusznosc Jjego rozwazan. Pomimo jednak, ze
pierwsze kroki prowadzace do walidacji wynikow otrzymanych na gruncie modelowania
komputerowego nie powiodty si¢ to zarysowat si¢ plan dalszych badan,

Drobne uwagi:

Pomimo, ze praca jest spdjna, pewien moj niedosyt wywotal podrozdzial 6.5.1, w ktorym
doktorant omawia otwarta konformacje CTDI1 biatka Sisl. Ma sie wrazenie. ze ten
podrozdziat jest niedokonczony. Dopiero w Dyskusji oméwione jest znaczenie konformacji

otwartej dla wigzania substratuy dalszego przekazywania go do biatka Hsp70.

Doktorant wybrat . mato przyjazny” sposéb cytowania literatury w tekscie — za duzo nazwisk
autorow jednej pracy, tak, ze cytowania zajmujg czasem 2-3 linijki, co utrudnia znalezienje

dalszego ciagu tekstu.

Osie pionowe na rysunkach 26 i 27 nie sg opisane — SASA Jest zapewne podana w A7 Czy
Jak w pozostatych przypadkach, Running average byt z oknem 100 ps?

Nie mam podstaw, by ocenia¢ poprawnogé i¢zyka angielskiego, w ktdrym napisana jest praca
— Czyta si¢ ja bardzo dobrze, a drobne pomytki sa do zignorowania,

Moje uwagi krytyczne dotycza obliczen metoda  symulacji - dynamiki molekularne;.
Przeprowadzone symulacje byly dopetnieniem analiz bioinformatycznych i nie byly
konieczna, cho¢ wazng, czgscia badan. Symulacje mozna powtorzy¢ — nie wymagaja duzego
naktadu srodkéw finansowych, Jedynie czasu — jesli dadzg podobne wyniki, to wnioskj
wyciagniete przez doktoranta beda mocniejsze. Pomimo tych zastrzezen, uwazam prace za
bardzo dobrg i wnosze do Rady Mi¢dzyuczelnianeg0 Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgra Macieja
Baranowskiego do dalszych etapow przewodu  doktorskiego, gdyz spetnia wszystkie

Wymagania ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym.
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