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UNIWERSYTET GDANSKI

Gdansk, dnia 2 grudzien 2015 r.

Ocena pracy doktorskiej mgr Anny Halabis zatytulowanej:
» Wplyw temperatury na strukture przestrzenng bialek - badania na modelowym
ukladzie mini-bialka klatka tryptofanowa i jego wariantach”

Praca doktorska mgr Anny Hatabis dotyczy kluczowego zagadnienia biologii
molekularnej — charakterystyki procesu faldowania sie bialek. Pomimo wielu badan i
postgpu w modelowaniu proces ten nie zostat do konca poznany i wymaga prowadzenia
dalszych badan zaréwno teoretycznych jak i doswiadczalnych. Bardzo istotne sa
do$wiadczenia wykonywane na krotkich modelowych fragmentach biatek, dzieki
ktérym mozliwe jest poznanie dalszego rozwoju teorii faldowania. Istotna poznawczo
jest nie tylko konicowa konformacja polipeptydéw, ale réwniez ,Sciezka”, ktéra
umozliwita osiggniecie struktury natywnej biatka. Zrozumienie zaleznosci pomiedzy
sekwencjg aminokwasowg biatek, a przyjmowang strukturg przestrzenna umozliwia nie
tylko zrozumienie peinionych przez te biatka funkcji, pozwala ono réwniez na
modyfikowanie istniejagcych bialek i projektowanie struktur o zalozonych
wiasciwosciach fizykochemicznych i biologicznych. Otwiera to droge do projektowania
nowych lekéw biologicznych, ktére w przyszlosci zastapig obecnie stosowane zwiazki
niskoczgsteczkowe. W swojej pracy doktorantka zajela si¢ wiasnie opisem
teoretycznym i doswiadczalnym procesu faldowania oraz charakterystyka
konformacyjng mini-biatka Trp-cage. Jest to opisany w 2001 roku polipeptyd bedacy
fragmentem eksendyny-4. Fragment tworzy charakterystyczng klatke wokoét reszty
tryptofanu i w temperaturze pokojowej, pomimo niewielkiej dhugosci przyjmuje $cisle

zdefiniowang strukture przestrzenng. Sklada si¢ ona z krétkiej N-koncowej alfa-helisy,



struktury zwrotu, oraz C-korica bogatego w proliny. Peptyd ten falduje si¢ w czasie
kilku nanosekund. W swojej pracy doktorantka zajeta sic badaniem 4 modyfikacji trp-
cage z punktowo zmienionymi aminokwasami. Przy pomocy magnetycznego rezonansu
jadrowego wykonata ona badania strukturalne wybranych peptydow, okreslita ich
stabilnos¢ oraz scharakteryzowata proces topnienia struktury w funkcji temperatury.
Wszystkie peptydy uzyte do badan zostaly zsyntetyzowane przez doktorantke na
nosniku stalym przy wykorzystaniu standardowych technik syntezy peptydow.
Nastepnie byly one oczyszczane przy wykorzystaniu ogdlnie stosowanych technik
wysokosprawnej chromatografii cieczowej i kolumnie odwréconej fazy C18. Pomimo
diugiego czasu pojedynczej analizy — powyzej jednej godziny, okazato sie konieczne
wprowadzenie nieznacznych modyfikacji gradientu (o kilka procent) dla réznych
peptydéw. Prositbym o wyjasnienie: dlaczego niezbedne bylo wprowadzenie takich
modyfikacji, czy podczas rozdziatu nie nastapil problem naktadania si¢ szczytow? Jest
to o tyle istotne, ze w dalszych badaniach NMR stwierdzono obecnos$é dwéch zestawow
sygnatéw dla niektérych aminokwaséw. Po oczyszczeniu otrzymane zwigzki zostaty
scharakteryzowane przy pomocy spektrometrii mas. Prosilbym o podanie stopnia
czystosci uzyskanych preparatéw. Pierwszym z analizowanych peptydéw technikag
NMR bylo mini biatko Trp-cage. Doktorantka zarejestrowata dla niego widma 2D 'H-
'H NMR: DQF-COSY, TOCSY, ROESY oraz NOESY w réznych temperaturach w
celu okreslenia wptywu temperatury na strukture zwigzku. W peptydzie zostaty
zidentyfikowane sygnaly $redniozasiegowe i dalekozasiggowe definiujgce jego
strukturg. W wyzszych temperaturach, ilos¢ sygnatow oddzialywan malata, wskazujac
na wzrost ruchliwosci peptydu Trp-cage. Jednak nadal obecne byly dalekozasiggowe
kontakty, wskazujace na obecnos¢ struktury natywnej. Nawet po przekroczeniu
temperatury ,,topnienia” jego struktura nie ulegata catkowitemu rozwinigciu i peptyd
pozostawal w strukturze zblizonej do natywnej. Uzyskane wyniki technikg NMR
zostaly przez doktorantk¢ pordwnane z innymi badaniami dostepnymi w literaturze, w
szczegoblnosci z profilem denaturacyjnym uzyskanym z pomiaréw metoda
mikrokalorymetrii skaningowej, dichroizmu kolowego, widm Ramana. Wykonana
analiza widm TOCSY w temperaturze 305 i 313 K wykazala dwa zestawy sygnaléow dla
kilku reszt aminokwasowych. Sygnaly te byly dogé intensywne — do kilkudziesieciu
procent sygnatu gléwnego. Na obecno$é takich sygnatéow w wybranych peptydach

wskazywaly rowniez wczesniejsze doniesienia literaturowe innych autoréw. Obecnosé



sygnatdw w nizszych temperaturach zostalo zinterpretowane jako obecnosé
alternatywnej struktury Trp-cage. W rozprawie doktorantka przedstawita kilka
mozliwych interpretacji obecnosci dodatkowych sygnatéw, ktére uzyskala w
podwyzszonych temperaturach. Prosilbym o przedyskutowanie mozliwych do
wykonania doswiadczen, ktére jednoznacznie wyjasnitlyby przyczyne powstawania
drugiego zestawu sygnaléw. Po wykonaniu i przeanalizowaniu widm NMR
przeprowadzono symulacje dynamiki molekularnej Trp-Cage uzyskujac informacje na
temat konformacji, stabilnosci i struktury minipeptydu. W dalszej czesci pracy w
analogiczny sposob zostaly wykonane badania i analizy pozostatych wariantéw mini
peptydu Trp-cage. W podsumowaniu wykonanych badah i analiz doktorantka
przestawia charakterystyke konformacyjng mini-biatka Trp-cage oraz jego wariantow w
zaleznosci od temperatury, opisuje zmiany konformacyjne taficuchéw polipeptydowych
w procesie ich przejscia fazowego (temperatura topnienia). W niskich temperaturach
zespoly struktur natywnych s stabilizowane poprzez duzg liczbe kontaktow
dalekozasiggowych. W wyzszych temperaturach, nawet powyzej temperatury topnienia,
czes¢ oddziatywan nie ulega zerwaniu stabilizujac struktur¢ biatka. Nie jest to jednak
model dwustanowy zwinigtych i rozwinietych peptydow, tylko jednolity zestaw
konformacji o cechach struktury natywnej. Na podstawie uzyskanych wynikéw
doktorantka przedstawia rowniez najbardziej prawdopodobny model faldowania mini
biatka. Dyskutuje ona réwniez wplyw zamiany pojedynczych aminokwaséw na
stabilno$¢ badanych mini bialek.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska wraz z zalacznikami zawiera 226
stron, w tym 39 tabel, 40 rycin i 258 odnos$nikéw literaturowych. Praca sktada sie z
siedmiu rozdzialéw: wstepu teoretycznego, celow pracy, materialéw i metod, wynikow
badan i dyskusji, podsumowania i wnioskéw koficowych, dorobku naukowego oraz
spisu literatury. W dalszej czesci dotgczone zostaly cztery zataczniki: zalgcznik 1 —
wariant TRP-P19A, zalgcznik 2 — tabela przesunig¢ chemicznych w badanych
peptydach, zalacznik 3 — kopia publikacji z uzyskanych wynikéw, zatgcznik 4 — plyta z
widmami NMR oraz uzyskanymi strukturami peptydow.

W liczacym 14 stron wstepie teoretycznym przedstawiono modele faldowania
si¢ bialek oraz metody badania procesu. Opisano réwniez termodynamike i kinetyke
procesu faldowania. Wstep koficzy sie informacjg o wybranym do badan nimi biatku
Trp-cage. W kolejnym rozdziale przedstawiono cele pracy i zakres planowanych



doswiadczen. Materiaty i metody zostaly przedstawione w do$é zwiezly sposéb na 5
stronach. Dotycza one syntezy i oczyszczania peptydéw, wykonania widm NMR oraz
modelowania. W kolejnym rozdziale zostaty polagczone wyniki badan i dyskusja.
Przedstawiono w nim i oméwiono wyniki analiz kolejnym wariantéw Trp-cage. Na
koficu pracy w rozdziale podsumowanie i wnioski zostaly poréwnane i omoéwione
wyniki uzyskane dla roznych wariantéw peptydu. W pracy troche zabraklo mi
przestawionych w punktach w syntetyczny i zwiezly sposéb gtéwnych wnioskow
wynikajacych z pracy. W dalszej czgsci w zalaczniku 1 przedstawione zostaty wyniki
analiz wariantu Trp-119A. Poniewaz s to réwniez wyniki do$wiadczalne mogty one
znalez¢ si¢ w rozdziale Wyniki badan i dyskusja.

Przestawiona praca nie uniknela pewnych nielicznych bledéw w zakresie
sfownictwa i niedociggnie¢ edytorskich. W pracy nie zachowano jednolitej konwencji
nazewnictwa. Tak na przyktad w tytule rozdziatu 1.1 do opisania procesu uzyto zwrotu
»Zwijanie bialek”. Natomiast w samym tekscie rozdzialu uzywano zwrotu fatdowanie
biatek. Co wigcej w kolejnym podrozdziale 1.1.1 sytuacja jest akurat odwrotna. Mozna
dyskutowaé, ktére z wyrazen - faldowanie, czy zwijanie si¢ biatek jest prawidlowe, ale
W pracy nalezalo przyja¢ jednolite nazewnictwo. W tabeli 1.1 na stronie 21
przedstawiono najpopularniejsze techniki doswiadczalne stosowane w badaniu
mechanizmu faldowania biatek. Pomimo wymienienia az 15 technik, zabraklo w niej
tak istotnej techniki kinetycznej, jak metoda zatrzymanego przeplywu ( stopped-flow).
Jest to technika dos$¢ czesto stosowana przy badaniu szczegblnie wigkszych
polipeptydéw lub biatek. W calej pracy do opisu figur uzywane jest pojecie rysunek.
Wiasciwszy i bardziej powszechnie uzywany jest tu zwrot rycina. Na rycinie 1.5 brak
referencji skad zostata zaczerpnieta.

Powyzsze uwagi i pytania w zaden sposob nie obnizajg warto$ci merytorycznej
pracy. Giéwnym celem pracy byla charakterystyka konformacyjna wybranych
wariantow mini-biatka Trp-cage w temperaturze bliskiej temperatury topnienia biatka.
Cel niewatpliwie zostal osiggniety. W pracy umiejetnie polaczono i zinterpretowano

wyniki metod teoretycznych oraz doswiadczalnych.

Moja ocena przediozonej do recenzji pracy doktorskiej mgr Anny Hatabis
zatytulowanej: ,,Wplyw temperatury na strukture przestrzenng biatek-badania na
modelowym uktadzie mini-biatka klatka tryptofanowa i jego wariantach” jest wysoka.
Wnosz¢ wigc o dopuszczenie przez Wysoka Rade Migdzyuczelnianego Wydziatu



Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego mgr
Anng Halabis do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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