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Rozprawy doktorskiej mgr. Krzysztofa Kamila Bojarskiego

pt.: Computational approaches to study protein-glycosaminoglycan systems
wykonanej pod opieka naukowa dr hab. Sergeya Samsonova
Podstawg formalng wykonania recensyi stanowi pismo Rady Dyseypliny Nanki Chemiczne 3 dnia 12 VII 2021 r

Glikozaminoglikany stanowia grupe naturalnych sacharydow znajdujacych si¢ w organizmach
zywych i pelnigcych tam réznorodne funkcje, w tym posredniczaca w aktywnosci enzymow
bialkowych, regulujaca funkcjonalnosé macierzy zewnatrzkomorkowej, budulcowa, 1 wiele innych.
Z uwagi na ich heterogenicznos¢ chemiczng, zmienng dlugosé ladcucha, duza labilnosc
konformacyjng oraz niejednorodng funkcjonalizacje precyzyjne okreslenie ich roli w procesach
zachodzacych z ich udzialem jest niezwykle trudne. W celu zidentyfikowania mechanizmow takich
procesow, szczegblowego poznania dynamicznej struktury glikozaminoglikanow a takze zwigzku
miedzy taka strukturg a ich funkcjami w ukladach biologicznych stosowaé mozna zaréwno metody
eksperymentalne (np. krystalografia rentgenowska, spektroskopia magnetycznego rezonansu
jadrowego), jak i teoretyczne (np. dokowanie ligand-bialko, dynamika molekularna). Metody
obliczeniowe sluzace do badania struktury i konformacji biomolekul, jak réwniez zajmujace si¢
analiza odpowiednich oddzialywan wewnatrz- i miedzyczasteczkowych maja ugruntowang pozycje
w dziedzinie nauk chemicznych oraz biochemicznych, zaréwno jako odgrywajace rolg
komplementarng w stosunku do badan eksperymentalnych, jak i niezalezne narzedzie badawcze. Z
uwagi na mozliwosc¢ wgladu w badane procesy w rozdzielczosci atomowej, metody modelowania
molekularnego czesto oferuja wyjasnienie trudnych do interpretacji danych eksperymentalnych
badz tez przewiduja wlasciwosci ukladéw, jakie nie zostaly zbadane na drodze doswiadczalne).
Tego typu problematyce, skoncentrowanej na przypadku glikozaminoglikanéw oraz wybranych
procesow zachodzacych z ich udzialem poswigcona jest recenzowana rozprawa doktorska,

napisana przez mgr. Krzysztofa Kamila Bojarskiego.
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Przedstawiona do oceny rozprawa skonstruowana jest w formie kompilacji artykulow

opublikowanych w uznanych czasopismach o zasiggu migdzynarodowym, znajdujacych si¢ na liscie
filadelfijskiej. Do zestawu artykuléw dolaczony jest wstep, w ktérym autor przedstawil wybrane
zagadnienia bezposrednio zwigzane z tematyka badan, a takze skondensowany opis celéw oraz
rezultatow pracy, podzielony analogicznie do tematyki kazdego z artykulow.

Podstawg recenzowanej pracy jest szesc artykulow naukowych, zawierajacych wyniki badas
wlasnych. Sa to artykuly opublikowane w: Journal of Chemical Information and Modeling (2 artykuly, 1F
= 4,956), Biochimica et Biophysica Acta — Proteins and Proteamics (1 artykul, IF = 3,036), Biopolymers (1
artykul, IF = 2,505), Carbohydrate Polymers (1 artykual, IF = 9,381) oraz Journal of Molecular Structure (1
artykul, IF = 3,196). Udzial autora w realizacji badari bedacych podstaws tych prac jest mozliwy
do okreslenia dzigki zalaczonym oswiadczeniom, w ktorych w sposéb opisowy oraz procentowy
zdefiniowano wklad wszystkich wspélautoréw. Z oswiadezen tych wynika, ze rola doktoranta w
realizacji wszystkich prac bedacych podstawa doktoratu byla znaczaca i dotyczyla wigkszosci zadasi
natury obliczeniowej, tj. przeprowadzania symulacji metoda dynamiki molekularnej i analizowania
ich wynikéw, jak réwniez wkladu w pisanie manuskryptéw publikacji. Wyrazone procentowo
wklady wahaja si¢ od 20 do 70%, przy czym nizsze wartosci odpowiadaja publikacjom
wieloautorskim, laczacym badania eksperymentalne z teoretycznymi. Miejsce doktoranta na liscie
autorow w ww. artykulach, ktore jest pierwsze (4 artykuly, 1 artykul z adnotacja o réwnych
wkladach z drugim autorem) lub trzecie (2 artykuly, 1 artykul z adnotacja o réwnych wkladach z
drugim autorem) koresponduje z deklarowanym wkladem.

Tematem wigzacym wszystkie prace jest teoretyczne badanie glikozaminoglikandw gléwnie
w kontekscie ich oddzialywan z biatkami, bedacymi ich naturalnymi celami molekularnymi. Cele
zdefiniowane we wstepic przez Autora tozprawy dotycza kilku glownych aspektow. Pierwszy
obejmuje wplyw glikozaminoglikanéw na aktywnos¢ enzymatyczng bialek z rodziny katepsyn.
Drugi dotyczy konformacji fosforylowanych pochodnych —glikozaminoglikanéw  oraz
mechanizméw ich oddzialywania z bialkami. Trzeci jest zwigzany z problematyka dlugosci
symulacji ukladow zawierajacych glikozaminoglikany i jej wplywem na otrzymane wyniki. W konicu
czwartym zagadnieniem jest analiza orientacji zwigzanego laficucha glikozaminoglikanu jako
czynnika wplywajacego na charakter jego oddzialywania z bialkami.

Dolaczony do zestawu publikacji wstep jest dosc krotki, lecz wystarczajacy do pokazania,
ze Autor rozprawy dobrze potusza si¢ w tematyce prowadzonych przez siebie badan oraz

pokrewnych zagadniefi blisko zwigzanych z tematyka glikozaminoglikanéw. Tre$é wstepu
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podzielono na kilka sekcji, dotyezacych muin. charakterystyki glikozaminoglikanéw, ich roli w

ukladach biologicznych, w szczegdlnosci w tych zawierajacych biatka z rodziny katepsyn, metod
eksperymentalnych oraz teoretycznych, jakie moga zosta¢ uzyte do badania struktury
glikozaminoglikanéw, oraz natury ich oddzialywari z innymi biomolekulami. Calos¢ kazdej z tych
sekcji stanowi spojny ciag, w ktorym Autor wprowadza czytelnika w zagadnienia istotne dla
opisanych pézniej badan. Nalezy tu zaznaczy¢, ze wstep w duzej czgsci oparty jest na informacjach
zawartych w najnowszych pracach z dziedziny glikozaminoglikanéw, co potwierdza dobra
orientacj¢ doktoranta w tej dziedzinie. Nastepnie precyzowane sa cele badawcze, a na kofcu
prezentowane (w sposob skondensowany w poréwnaniu do oryginalnych artykuléw naukowych)
wybrane wyniki uzyskane w toku badan. Prezentacj¢ wynikéw podzielono w analogii do artykuléw,
w ktorych si¢ one oryginalnie ukazaly.

Ponizej omawiam badania i ich wyniki, zawarte w pracach bedacych podstawa rozprawy.
Oméwienie to jest bardzo pobieznie z uwagi m.in. na to, ze prace wchodzace w sklad rozprawy
byly juz recenzowane. Co wigcej, z racji faktu, iz niektére prace dotycza badan
multidyscyplinarnych, skupiam si¢ na elementach dotyczacych bezposrednio recenzowanej
rozprawy.

© Praca D1 dotyczy wplywu sulfonowanej chondroityny na aktywnosé enzymatyczna ludzkiej
i szczurze] katepsyny K. Roznice w obserwowanych aktywnosciach do$é podobnych
strukturalnie i sckwencyjnie bialek zostala zinterpretowana przy uzyciu metod
modelowania molekularnego (dokowanie i dynamika molekularna) jako skutek odmiennego
sposobu wigzania laricucha sulfonowanej chondroityny.

o0 Praca D2 skupia si¢ na mechanizmach oddzialywania laficuchéw réznych
glikozaminoglikanow z czasteczka prokatepsyny B i ich skutkach. Wykazano m.in., ze rézne
glikozaminoglikany wykazuja znaczace powinowactwo do prokatepsyny B oraz
zaproponowano mechanizm wyjasniajacy w jaki sposéb glikozaminoglikany moga wplywaé
na transformacj¢ protokatepsyny do katepsyny (stabilizacja wybranych orientacji czasteczki
propeptydu).

© W pracy D3 badano w jaki sposéb sulfonowany heparan wplywa na funkje katepsyny V.
Pokazano, ze wigzanie heparanu do czasteczki katepsyny V moze wplywaé na inhibicje
zdolnosci enzymatycznych tego bialka. Ponadto, wskazano kluczowy aminokwas (Leu20),

wplywajacy na ten efekt.
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© Praca D4 obejmuje badanie wlasciwosci fosforylowanych analogéw naturalnych
glikozaminoglikanéw w kontekscie zaréwno ich konformacji, jak i oddzialywania z
typowymi celami molekularnymi glikozaminoglikanéw (katepsyna K, czynniki wzrostu
fibroblastéw 1 i 2). Stwierdzono znaczace powinowactwo takich zwigzkéw do badanych
bialek, co czyni je obiecujacymi kandydatami w perspektywnie dalszych badan
farmakologicznych lub farmaceutycznych.
© Praca D5 dotyczy wplywu skali czasowej symulacji ukladu glikozaminoglikan-bialko (na
przykladzie kompleksu heparyna-FGF-1) na otrzymane wyniki. Badajac konformacje
zarowno kompleksu, jak i glikozaminoglikanu, stwierdzono znaczacy wplyw dlugosci
symulacji na finalne wartosci Srednie wybranych parametréw  strukturalnych oraz
enetgetycznych. Uzyskano rowniez szereg wynikow charakteryzujacych dynamike
kompleksu heparyna-FGF-1.
© Praca D6 obejmuje badania wplywu alternatywnych orientacji laficucha glikozaminoglikanu

w miejscu wigzacym bialka (tu: FGF-1 i FGF-2) na stabilnos¢ takiego kompleksu oraz

charakterystyke towatzyszacych mu oddzialywan. Oprécz potwierdzenia znaczacych

stabilnosci takich komplekséw okreslono rowniez mozliwe S$ciezki  reorientacji
glikozaminoglikanu w miejscu wigzacym.

Wyniki zawarte w ww. pracach oceniam jako wartosciowe i wnoszace istotny wklad w
dziedzing modelowania glikozaminoglikanéw oraz ukladéw biologicznych je zawierajacych. Prace
D1-D3 skupiajace si¢ na problematyce zwigzanej z istotnymi biologicznie ukladami katepsyn,
interpretuja w skali molekularnej mechanizmy zachodzacych z ich udzialem proceséw. Praca D4
dostarcza szeregu informacji dot. zachowania si¢ nowej klasy zwiazkéw (funkcjonalizowanych
analogéw glikozaminoglikanéw), mogacych odgrywaé istotng role zaréwno jako terapeutyki, jak i
narzedzia do lepszego poznania funkeji glikozaminoglikanéw i ich celéw molekularnych. W koticu,
prace D5 i D6 maja potencjal do wyznaczenia nowych trendéw w symulowaniu komplekséw
glikozaminoglikan-bialko, ilustrujac wyraznie zlozonoé¢ proceséw wplywajacych na funkcje takich
ukladow oraz duzg skale czasowa, konieczna do zauwazenia kluczowych aspektow odpowiednich
oddzialywan. Poréwnujac otrzymane wyniki z zalozonymi zamyslami, uwazam, ze cele badawcze
deklarowane przez Doktoranta we wstepie zostaly w pelni zrealizowane.

Chociaz prace skladajace si¢ na rozprawe doktorskq oraz wyniki w nich zawarte byly juz
uprzednio recenzowane, szczegélowa analiza rozprawy, wliczajac w to dolaczony wstep, ujawnila

kilka niewielkich niedociagni¢é¢, ktére przedstawiam ponizej:
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O Zaréwno we wstepie, jak i w pracach wchodzacych w sklad rozprawy nie znalazlo sie
miejsce dla szerszego i krytycznego spojtzenia na ograniczenia zwigzane ze stosowaniem
danej klasy modeli, lezacych u podstawy wigkszosci uzyskanych wynikéw. Konkretnie,
chodzi tu o potencjalne niedokladnosci pél sitowych uzywanych w symulacjach. O ile
wybor pola silowego GLYCAM/AMBER oraz towarzyszaca symulacjom metodologie
oceniam jako w pelni poprawne, nalezy wyraznie zaznaczyé, ze kazde pole silowe ma
granice swojej stosowalnosci, ktore czasami pozostaja dosé slabo okreslone. W kontekscie
zarowno rownowagi konformacyjnej pierscieni piranozowych, jak i oddzialywania
weglowodan-biatko brak jest konsensusu, jesli chodzi o przewidywania najnowszych edycji
biomolekulanych pél sitowych (CHARMM, GROMOS, GLYCAM/AMBER). Oba te
zagadnienia sa szeroko reprezentowane w pracy, stad tez krytyczne uwagi nt. mozliwych
niedokladnosci wynikajacych z parametréw samego pola silowego, tudziez poréwnanie z
przewidywaniami innych pél silowych bylyby mile widziane.

O Zastanawia takze znikoma ilos¢ metod symulacyjnych wykraczajacych poza standardowe
probkowanie. Metody enbanced-sampling sa stosowane w szerszym zakresie jedynie w
przypadku prac D5 i D6. Cho¢ skala symulacji (zazwyczaj mikrosekundy) i problematyczny
wybor wspélrzednych w wigkszosci przypadkéw dobrze uzasadnia rezygnacje z tego typu
podejscia, niektore analizowane problemy (w szczegolnosici wplyw dlugosci symulacji na
zbieznos¢ wynikéw; praca D5) wydaja si¢ naturalnie zwiazane z odniesieniem do wynikow
symulacji o wiele szybciej zbieznych (4. enbanced-sampling).

© W odniesieniu do poprzedniego punktu, jako przyklad mozna podaé zbieznoéé wynikéw
dot. konformacji pierscienia IdoA 1 IdoA2S (Tab. 5 w pracy D5), gdzie otrzymane populacje
konforﬁcréw zaleza ilosciowo od konformaciji startowej.

0 Cho¢ wstep do zestawu prac zostal napisany starannie, Autor nie ustrzegl si¢ niewielkich
bledéw natury gramatycznej, typograficznej czy edytorskiej lub tez niejasnych
sformulowan. Przykladowo:

- w Rys. 2: nieprawidlowo przypisany typ wiazania dla dermatanu (8 zamiast ot);

- nieprawidlowy ladunek dla dimeru hialuronianu (Tab. 1) a ladunki dla DS i KS
oparte sq na tylko jednym typie funkcjonalizacji;

- bledny wzér nr (2) we wstepie, a dotyczacy obliczeri energii swobodnej metoda

perturbacyjna;
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- czeS¢ celow badawczych zamieszczonych na stronie 41 jest sformulowana w

sposob dos¢ nieprecyzyjny (np.: pkt. 1: skala czasowa symulacji nie wplywa na
przestrzen konformacyjng jako taka, lecz co najwyzej na jej probkowanie, natomiast
w pkt. 2 nie zaznaczono, ze chodzi o orientacje juz zwiazanego glikozaminoglikanu)
i staja si¢ w pelni zrozumiale dopiero po przeczytaniu odpowiednich prac.
Z. drugiej strony, liczba takich bledow 1/lub niejasnoéci jest niewielka i nie stanowi wigkszej
przeszkody w zrozumieniu tresci wywodu.
© Dodatkowo, niezaleznie od powyzszych uwag nasuwa si¢ ogolne pytanie w odniesieniu do
mozliwosci zastosowania potencjaléw typu coarse-grained do badania analogicznych ukladow
typu glikozaminoglikan-bialko na drodze symulacji metoda dynamiki molekularnej. Takie
podejscie wydawalby si¢ wlasciwe z uwagi na bardzo duza skale czasows obserwowanych
procesow i, by¢ moze, perspektywiczne w identyfikacji alternatywnych miejsc wigzacych.

Oprécz dyskutowanej powyzej rozprawy doktorskiej oraz wynikow w niej zawartych nalezy
takze doceni¢ duza aktywnos$¢ Doktoranta na innych polach zwigzanych z nauka. W szczegdlnosci
chodzi tu o ponadprzecigtng aktywnosé konferencyjng (12 prezentacji konferencyjnych, w tym 7
wystapien ustnych) oraz udzial w dwoch keétkich stazach w zagranicznych jednostkach
naukowych. Autor rozprawy wykazuje rowniez duze zaangazowanie w realizowaniu projektéw
badawczych (udzial w 5 projektach, z czego w 3 jako kierownik). W koficu warto zaznaczy¢, ze
pelny dorobek naukowy oprécz 6 prac wehodzacych w sklad rozprawy obejmuje 4 dalsze artykuly,
opublikowane w czasopismach z listy filadelfijskiej oraz 1 artykul o zasi¢gu krajowym.

Oceniajac wysoko poziom badani naukowych bedacych podstawg recenzowanej rozprawy,
w podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona przez doktoranta praca doktorska spelnia warunki
stawiane rozprawom doktorskim przez Ustawg o stopniach naukowych i tytule naukowym w sakresie ssiuki
z dnia 14 marca 2003 r (wraz z poznicjszymi zmianami). Dlatego tez wnioskuje do Rady Wydziatu
Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Krzysztofa Kamila Bojarskiego do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Ponadto, biorac pod szereg czynnikéw pozytywnie wyrozniajacych prace naukows oraz
aktywnos¢ Doktoranta, wnioskuj¢ o wyrdznienie rozprawy. Uzasadniam to przede wszystkim
ponadprzecigtnym dorobkiem naukowym (wspolautorstwo 11 artykuléw naukowych) wnoszacym
istotny wklad do tematyki modelowania glikozaminoglikanow oraz duza aktywnoscig naukowsa

(funkcje kierownika w projektach badawczych oraz udzial w stazach zagranicznych).
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Z powazaniem,

W T7esisz—

prof. dr hab. Wojciech Plazifiski
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