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Recenzja rozprawy doktorskiej mgra Krzysztofa Bojarskiego

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgra Krzysztofa Bojarskiego jest zatytutowana
,Computational approaches to study protein-glycosaminoglycan systems” i zostata wykonana pod
kierunkiem dra hab. Sergeya Samsonova oraz promotor pomochniczej dr Martyny Maszoty-Zieleniak w
Zaktadzie Chemii Teoretycznej, Wydziatu Chemii, Uniwersytetu Gdanskiego.

Temat badawczy poruszony w rozprawie dotyczy glikozaminoglikanéw (w skrécie GAG) i zbadania
metodami obliczeniowymi ich wtasciwosci dynamicznych oraz oddziatywania z kilkoma biatkami. GAG
to dtugie liniowe polimery cukrowe petnigce rézne funkcje w macierzy zewnatrzkomérkowej, gtéwnie
poprzez oddziatywanie z biatkami. Rola oddziatywan biatko-GAG jest istotna biologicznie, zaburzenia
tych oddziatywan sg podstawg wielu choréb, jednak niewiele jest badan obliczeniowych takich
uktaddéw. Wynika to z faktu, ze grupy cukrowe w polimerach GAG majg duzg swobode rotacyjng, wiec
probkowanie przestrzeni konformacyjnej uktadéw z GAG wymaga dtuzszych symulacji niz
standardowe symulacje typowych globularnych biatek. Dodatkowo, ruchliwos¢ wewnetrzna tych
polimeréw utrudnia przewidywanie struktur komplekséw GAG z biatkami. Kolejng sprawg jest
odpowiednie dobranie parametréw pola sitowego uzywanych w symulacjach dynamiki molekularne;j.
Czasteczki te sg ujemnie natadowane i polarne, wiec istotne znaczenie ma ich oddziatywanie nie tylko
z receptorami, ale takze z czgsteczkami wody. Oznacza to, ze sposdb reprezentacji czgsteczek wody w
symulacjach powinien by¢ odpowiednio przemyslany i przetestowany, zwfaszcza w symulacjach
dynamiki molekularnej.

Rozprawa doktorska mgra Bojarskiego zostata napisana w jezyku angielskim i jest napisana
poprawnie jezykowo. Praca ma standardowy uktad. Catos¢ jest spdjna i jasno napisana.

Pierwszy gtéwny rozdziat to Wstep, w ktérym autor opisuje szczegétowo GAG, ich miejsce
wystepowania, istotne biatka z ktérymi GAG oddziatujg, metody doswiadczalne oraz obliczeniowe
stuzgce do badania GAG i oddziatywan GAG-biatko. Autor skupit sie na kilku biatkach, z ktérymi GAG
oddziatujg i zaburzenie tego oddziatywania skutkuje réznymi chorobami. Biatka oddziatujgce z GAG to
miedzy innymi proteazy o nazwie katepsyny. GAG moze bezposrednio blokowaé miejsce wigzania
substratu do katepsyn, dysocjacje produktow, czy dziata¢ allosterycznie. Kolejne biatka, ktoére
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sg opisane w rozdziale wstepnym to czynniki wzrostu, zwtaszcza czynnik wzrostu fibroblastéw (FGF)
oraz chemokiny. Podoba mi sie, ze cechy GAG lub biatek z nimi oddziatujacych zostaty
usystematyzowane w tabelach. Na przyktad w pracy jest tabela pokazujaca role katepsyn w rozwoju
chordb. To podkresla ztozonosé systemdw i utatwia zrozumienie aspektu biologicznego badan.

W jednym z podrozdziatéw Wstepu mgr Bojarski opisuje tez metody doswiadczalne stuzgce do
uzyskania informacji strukturalnej na temat komplekséw biatek z GAG, a takze inne techniki, ktdrych
uzywano do badan uktadow zawierajagcych GAG — powierzchniowy rezonans plazmonowy,
spektroskopie dichroizmu kotowego czy fluorescencyjng. Jedng z metod jest krystalografia
roentgenowska, dzieki ktérej zidentyfikowano miejsca wigzania krétkich GAG w réznych biatkach.
Struktury takie postuzyly jako struktury wstepne do symulacji przeprowadzonych przez autora
rozprawy. Autor podkresla fakt, ze metody doswiadczalne dla uktadéw z GAG s3g kosztowne oraz
obiekty te sg trudnymi uktadami do symulacji.

Kolejny podrozdziat Wstepu jest poswiecony metodom obliczeniowym. Tutaj tez autor skupia sie na
wyzwaniach zwigzanych z tym, ze symuluje polisacharydy. Podrozdziat ten zawiera kroétki przeglad
badan obliczeniowych dla uktadéw zawierajgcych GAG. Mgr Bojarski najpierw opisuje metody i
oprogramowanie stuzgce do przewidywania struktur kompleksdw biatko-GAG (tzw. dokowania GAG
do biatek) i dotychczasowa literature na ten temat. Nastepnie skupia sie na petnoatomowe;j
dynamice molekularnej oraz modelach gruboziarnistych. Dla tych ostatnich jest niewiele pdl sitowych
czy prac dotyczacych badanych polimeréw GAG. Opis metod jest bardziej przegladem literatury i
problemdéw zwigzanych z symulacjami GAG niz samej teorii metod i jest napisany raczej ogdélnikowo
w formie publikacyjnej. Jedyna czes¢, ktdra zostata opisana bardziej szczegétowo to podrozdziat
1.5.5, ktéry dotyczy metod obliczeniowych wyznaczania czy raczej szacowania energii swobodnej
wigzania.

W rozdziale 2 autor rozprawy przedstawia cele pracy. Celem pracy naukowej mgra Bojarskiego byto
zastosowanie i rozwdj efektywnych metod symulacji do badania oddziatywania kilku istotnych
biologicznie biatek z glikozaminoglikanami. Cele szczegétowe to miedzy innymi zbadanie i
zrozumienie mechanizméw oddziatywania rézinych katepsyn z GAG oraz zrozumienie jak te
oddziatywania w przypadku katepsyny V wptywajg na rozwdj mukopolisacharydozy (dziedzicznej
choroby, w ktdrej dochodzi do gromadzenia w tkankach mukopolisacharydéw). Dodatkowo, autor
rozprawy zbadat jak fosforylacja GAG wptywa na ich oddziatywanie z wybranymi biatkami.

W rozdziale 3 podsumowane sg gtéwne wyniki zawarte w publikacjach, ktére sg czescig rozprawy
doktorskiej. Autor wtaczyt do rozprawy szes¢ publikacji wydrukowanych w latach 2019-2021. S3 to
prace, ktére ukazaty sie w wysoko notowanych dla dyscypliny nauki chemiczne czasopismach z listy
Journal Citation Reports o wskazniku oddziatywania (tzw. impact factor, IF) miedzy 2.5 a 9.4.

Praca D1, ktdéra ukazata siew BBA — Proteins and Proteomics w roku 2020 dotyczy wptywu
polisacharydu o nazwie C4-S na aktywnos¢ enzymatyczng szczurzej i ludzkiej katepsyny K. Uwaza sie,
ze wigzanie C4-S do katepsyny utatwia dziatanie enzymu ludzkiego, ale nie szczurzego. Dokowania,
symulacje dynamiki molekularnej i poréwnanie elektrostatyki komplekséw obydwu katepsyn z GAG
pozwolity doktorantowi zaproponowaé wyjasnienie tego efektu. Symulacje autora byty w tej pracy
istotnym dopetnieniem badan doswiadczalnych przeprowadzonych przez grupy z Francji i Indii.



Praca D2 jest pracg czysto obliczeniowg i zostata opublikowana w Journal of Chemical Information
and Modeling w roku 2020. W tej pracy mgr Bojarski i wspdtautorzy opisujg oddziatywania miedzy
prokatepsyng B a réznymi glikozaminoglikanami (o rdinej dtugosci czy stopniu uprotonowania
siarczanu). Stosowane techniki opieraty sie o wyznaczenie potencjatu elektrostatycznego, dokowanie,
petnoatomowg dynamike molekularng, dynamike gruboziarnistg z wymiang replik oraz polem
sitowym UNRES, analize trajektorii przy wykorzystaniu metody MM-GBSA, czy analize gtéwnych
kierunkéw ruchu. Mgr Bojarski na podstawie symulacji stwierdzit, ze GAG stabilizuje taka
konformacje prokatepsyny B, w ktérej miejsce aktywne jest tatwo dostepne dla substratu. GAG
najprawdopodobniej wigze sie wiec do aktywnej konformacji prokatepsyny B. Autor zaproponowat
wiec mechanizm oddziatywania GAG z prokatepsyng B w kontekscie dziatania tego enzymu.

Kolejna praca, D3, jest pracg doswiadczalno-obliczeniowg i zostata opublikowana w tym roku w
wysoko notowanym czasopi$mie Carbohydrate Polymers. Projekt byt realizowany we wspétpracy z
grupami we Francji, Kanadzie i USA. Dotyczyt zbadania, dlaczego siarczan heparanu akumuluje sie u
pacjentéw chorych na mukopolisacharydoze. Sugerowano, ze wysokie stezenia siarczanu heparanu
sg spowodowane niepoprawnym dziataniem katepsyny V. Autor przeprowadzit wiec dokowania i
symulacje dynamiki molekularnej kompleksu katepsyny V z siarczanem heparanu. Stwierdzit, ze ta
czasteczka po zwigzaniu w miejscu aktywnym katepsyny V moze blokowa¢ aktywnos¢ katepsyny co
jest istotne z punktu widzenia mechanizmdéw odpowiedzialnych za powstawanie tej choroby.

Praca D4 zostata opublikowana w roku 2019 w czasopismie Journal of Molecular Structure i mgr
Bojarski jest pierwszym autorem tej pracy. Projekt byt we wspodtpracy z grupami doswiadczalnymi w
Niemczech. Celem byto scharakteryzowanie struktury i wtasciwosci ufosforylowanych GAG. Sztuczna
fosforylacja GAG mogtaby zablokowaé oddziatywania GAG z biatkami, co moze by¢ przydatne w
zapobieganiu niektdrym chorobom. Dodatkowo, takie ufosforylowane GAG powinny by¢ stabilne,
gdyz nie powinny by¢ rozpoznawane przez odpowiednie glikozydazy. W pracy scharakteryzowano
wolne ufosforylowane GAG oraz w kompleksie z czynnikami wzrostu FGF-1, FGF-2 i katepsyng K.
Stwierdzono, ze ufosforylowane GAG s3 sztywniejsze (mniej dynamiczne wewnetrznie), niz GAG z
resztg siarczanowg, ale tworzg stabilne kompleksy z biatkami. Autor zbadat tez jak stopien
uprotonowania grupy fosforanowej wptywa na tworzenie komplekséw i ruchliwos¢ GAG.

Nastepna praca, D5, ktdéra jest czescig rozprawy doktorskiej to praca obliczeniowa opublikowana w
2019 roku w Biopolymers, w ktérej mgr Bojarski tez jest pierwszym autorem. Tematyka pracy dotyczy
badan nad heparyng, znanym lekiem przeciwzakrzepowym i jej kompleksem z czynnikiem wzrostu
fibroblastow FGF-1. W tych badaniach autor przeprowadzit znacznie dtuisze, mikrosekundowe
symulacje petnoatomowe] dynamiki molekularnej, aby sprawdzi¢ jak dtugo$¢ symulacji wptywa na
ruchliwos¢ i konformacje pierscieni heparyny. Przeanalizowat dogtebnie dynamike konformacyjng i
energetyke wigzania heparyny do FGF-1. Autor zaproponowat takze, ze mechanizm wigzania
heparyny do czynnika wzrostu moze by¢ opisany jako mechanizm selekcji konformacyjnej.

Ostatnia praca z cyklu, D6, to praca dwuautorowa, w ktdrej mgr Bojarski jest pierwszym autorem i
ktora zostata opublikowana w roku 2021 w Journal of Chemical Theory and Information. Autor
rozprawy stosujgc symulacje dynamiki molekularnej, zbadat wptyw utozenia grup siarczanowych
glikozaminoglikanu oraz dtugosci polimeru na jego oddziatywanie z biatkiem. Okazato sie, ze
orientacja GAG moze mie¢ wptyw na jego wigzalnos¢ do biatka. Stabilno$é¢ kompleksu wzrastata wraz



ze wzrostem tancucha GAG, co jest zgodne z wynikami doswiadczalnymi. Stwierdzit rowniez, ze jest
mozliwa zmiana utozenia heparyny w miejscu wigzania, co wskazuje na mozliwo$¢ dwukierunkowego
wigzania heparyny do biatka.

Kolejny czwarty rozdziat stanowi krétkie podsumowanie i perspektywy.

Nastepna sekcja rozprawy to Literatura. W tej bibliograficznej czesci autor odwotuje czytelnika do
263 pozycji literaturowych, gtdwnie z listy Journal Citation Reports. W zatgczniku znajdujg sie kopie 6
prac wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej oraz oswiadczenia wspétautoréw i pozwolenia od
wydawcéw na umieszczenie prac w rozprawie doktorskiej autora.

Po przeczytaniu rozprawy ciekawa jestem zdania autora dotyczgcego kilku kwestii przedstawionych
ponizej.

str. 29 Autor przedstawia wyzwania zwigzane z przeprowadzeniem symulacji dla uktadow z GAG.
Interesuje mnie, dlaczego ograniczeniem czy trudnoscig jest to, ze oddziatywania GAG z biatkami
sg napedzane elektrostatykg oraz fakt, ze GAG oddziatuje z woda. We wszystkich uktadach
biologicznych ligandy oddziatujg z wodg i sg tez czesto natadowane? Skoro metoda PBSA jest w stanie
dobrze przewidzie¢ miejsca wigzania w modelu ciggtym wody to chyba akurat te dwa punkty na str.
29 nie mogg by¢ potraktowane jako wyzwania, czy sie myle?

Dodatkowo, co oznacza sformutowanie ,there is a lack of computational tools”. Jakie narzedzia do
symulacji GAG, czy ich kompleksdw, nie byty dostepne dla autora?

Jesli GAG majg pojedyncze wigzania miedzy pierscieniami powodujgce duzg swobode rotacyjng i
natadowane podjednostki cukrowe to czy ma sens stosowanie modeli gruboziarnistych do ich
symulacji? Jesli tak to jakie te modele majg ograniczenia?

W przypadku szacowania energii wigzania GAG z biatkami autor uzywat metody MM-PBSA albo MM-
GBSA. Skad wynikata rdéznica i czy metoda MM-PBSA sprawdzita sie dla tak natadowanych ligandéw
jak GAG?

Autor nie uniknat pewnych przejezyczen jezykowych oraz btedéw edytorskich. Niektore z racji roli
recenzenta pracy wypisuje ponizej. Nie wptywajg one jednak na ocene merytoryczng rozprawy i nie
utrudniajg czytania, czy zrozumienia jej gtdwnych aspektéw.

Streszczenie, str. 9 — powinno by¢ polisacharydy

str. 9 razi mnie stowo ,studiéw” i jest kalkgz angielskiego ,studies”. Po polsku napisatabym
przeprowadzono wiele badan lub prosciej zbadano, a nie ,przeprowadzono wiele studidw” czy
,przeprowadzone studia”. Streszczenie pracy w jezyku polskim wyglagda na tlumaczone przez
automat typu google translator czy deepl niz napisane przez autora.

str. 9 podobnie nie znam polskiego stowa fleksybilnych, raczej ruchliwych

rys 2. staba jako$¢ CO; czy SO, na wydruku

str. 16 powinno by¢ ,reaction of”

str. 23 powinno by¢ ,,Chemokines bind”



str. 25 powinno by¢ “biological role of protein-GAG”

information jest rzeczownikiem niepoliczalnym w tym uzyciu, ktdre pojawia sie w pracy, np. str. 26
czy 28.

w zdaniach ztozonych pojawia sie which zamiast whose, autor powinien zastosowac inng konstrukcje
zdania. Np. str. 31, ... with various programs, which performance..., czy str. 36 ...free energy
calculations, which results might..., str. 42 ... subsection focuses on a specific study, which detailed
results are included...,

brakuje przedimkdw np. str. 32 przed stowem ligand lub sg niepoprawne np. str. 32 ,,a large ligands”,
str. 31 ,,a increasing size”

str. 34 powinno by¢ “investigated experimentally” (with powinno by¢ wykreslone)

str. 38 “as a results” jest niepoprawne

str. 37 nie wszystkie skréty sg wyjasnione, np. SASA w réwnaniu (4)

str. 43 powinno by¢ ,crystallographic structure”

str. 48 ,there was a data” nie jest poprawne

str. 48 powinno by¢ , The differences .... were”

str. 48 powinno by¢ “for the other”

str. 55 powinno by¢ “involvement of cathepsins”

Zgodnie z wymaganiami autor umiescit w rozprawie takze oswiadczenia swoje i wspétautoréw
dotyczace udziatu w pracach zawartych w rozprawie doktorskiej. Z oswiadczen wynika, ze w pracach,
w ktdrych autor jest pierwszym autorem jego udziat byt dominujgcy. W innych pracach, ktére taczg
badania doswiadczalne i obliczeniowe udziat takze jest jasny, gdyz mgr Bojarski wykonywat i opisywat
cze$¢ symulacyjng i obliczeniowg. W pracy D2 mgr Bojarski jest wymieniony takze jako autor
korespondencyjny (oprécz ostatniego autora jako szefa laboratorium).

Chciatabym podkresli¢, ze dorobek naukowy pana Krzysztofa Bojarskiego jak na osobe z krétkim
stazem naukowym i koriczaca doktorat jest wyrdzniajgcy. Pan Bojarski jest wspétautorem dziewieciu
prac z listy Journal Citation Reports oraz jednej pracy do polskiego Wydawnictwa Mtodzi Naukowcy.
Prace sg wieloautorowe ale w pieciu z tych prac pan Bojarski wystepuje jako pierwszy autor. Prace
byty juz cytowane po kilka razy, mimo, ze zostaty opublikowane niedawno. Pan Bojarski realizowat
takze grant Preludium Narodowego Centrum Nauki, ktérego byt kierownikiem. Brat tez udziat w
dwéch innych projektach NCN jako wykonawca. Otrzymat tez dwa razy wewnetrzne finansowanie z
Uniwersytetu Gdanskiego w ramach konkurséw na badania dla mtodych naukowcéw. Odbyt tez dwa
krotkie staze za granicg. Miat tez sze$¢ wystgpien ustnych na réznych konferencjach oraz
zaprezentowat kilka plakatow. Dorobek ten wykracza poza standardowy dorobek doktoranta i
zdecydowanie sie wyrdznia.

Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgra stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego, potwierdza jego wiedze teoretyczng w dyscyplinie nauk chemicznych oraz umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Rozprawa doktorska mgra Krzysztofa Kamila
Bojarskiego spetnia wiec warunki ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym. W zwigzku z
tym wnosze o dopuszczenie mgra Krzysztofa Bojarskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto uwazam, ze dorobek mgra Bojarskiego zdecydowanie wykracza poza standardowe
wymagania stawiane doktorantom. Wyniki przedstawione w rozprawie dotyczg trudnego problemu
zbadania oddziatywania glikozaminoglikandw z réznymi biatkami i oceny roli biologiczno-medyczne;j



takiego oddziatywania. Biorgc pod uwage wnikliwe podejscie autora do symulacji i ich analiz,
ogromny naktad pracy, uzyteczno$¢ badan dotyczacych sprawdzenia pola sitowego
glikozaminoglikanéw i protokotéw symulacji dynamiki molekularnej i energetyki oddziatywania tych
zwigzkéw, dominujacy wktad autora w publikacje wynikéw badan uwazam, ze praca doktorska mgra
Krzysztofa Bojarskiego zastuguje na wyrdznienie. Wnosze wiec do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne
Uniwersytetu Gdanskiego o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgra Krzysztofa Kamila Bojarskiego.
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