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Recenzja
rozprawy doktorskiej pani magister Anny Hatabis, zatytutowane;j
»Wplyw temperatury na strukture przestrzennq bialek - badania na modelowym uktadzie

mini-biatka klatka tryptofanowa i jego wariantach.”

Zrozumienie i przewidzenie sposobu zwinigcia sie biatka na podstawie sekwencji
wystepujgcych w nim reszt aminokwasowych nalezy do jednych z najtrudniejszych i
najwazniejszych probleméw wspétczesnej biologii molekularnej. Pomimo wysitku wielu grup
badawczych wykorzystujacych rézne metody eksperymentalne i obliczeniowe, $wiat nauki
daleki jest od zrozumienia tego zjawiska. Badania dotyczace tego niezwykle intrygujacego
zagadnienia prowadzone s3 w Pracowni Struktury Biopolimeréw Migdzyuczelnianego
Wydziatu Biotechnologii UG i GUMed, kierowanej przez prof. Stanistawa Oldzieja.
Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska pani mgr Anny Hatabis pochodzi wlasnie z tej
Pracowni i jest kolejna, trzecig juz rozprawa, z ktérg mialam przyjemno$é sie zapoznag.
Obiektem badan Doktorantki byto modelowe mini-biatko Trp-cage oraz jego trzy warianty.
Trp-cage jest syntetycznym mini-biatkiem, ktére posiada zdolnos¢ szybkiej i spontanicznej
samoorganizacji do dobrze zdefiniowanej globularnej struktury, typowej dla wigkszych
biatek. Z uwagi na jego maty rozmiar oraz szybki proces zwijania sie, biatko to jest dobrym
ukfadem modelowym. Jednak pomimo wieloletnich badan, jego mechanizm zwijania sie
nadal pozostaje niewyjasniony i stanowi przedmiot dyskusji. Mgr Hatabis jako cel postawita
sobie charakterystyke konformacyjna tancuchéw polipeptydowych tego mini-biatka oraz jego
wybranych wariantéw w temperaturach réwnych lub bliskich ich temperaturom topnienia. Dla

zrealizowania powyzszych celéw okreslita struktury przestrzenne czterech peptydéw w



szerokim zakresie temperatur oraz przeanalizowala ich dynamike, wykorzystujac

spektroskopie NMR oraz metody symulacji dynamiki molekularne;.

Rozprawa mgr Hatabis ma dos¢ typowy uklad. Na poczgtku rozprawy zamieszczone
Jest streszczenie w jezyku polskim i angielskim. We wstepie teoretycznym mgr Halabis
kompetentnie opisuje obecny stan wiedzy dotyczgcy mechanizmu zwijania sie biatek i
przedstawia najwazniejsze modele stosowane do jego opisu. W formie tabeli wymienia
techniki eksperymentalne stosowane najczesciej do badania mechanizmu zwijania sie biatek
wraz z krétkg informacjg o ich skali czasowej oraz wskazaniem na typ informacji, jaki mozna
uzyska¢ wykorzystujac poszczegélne metody. Rozdziat konczy zwigzle opracowanie
literaturowe na temat mechanizmu faldowania si¢ mini-biatka Trp-cage. Wiedza zawarta we
wstepie wprowadza czytelnika w zlozone zagadnienia stanowigce przedmiot rozprawy. W
nastegpnej kolejnosci Autorka podaje jasno sformulowany cel pracy, ktéry logicznie wynika z
poruszonych w czgsci literaturowej zagadniefi. Omoéwienie wynikéw badan potaczone z
dyskusjg poprzedza rozdziatl ,Materialy i metody”. Podsumowanie wraz z wnioskami
koncowymi, w ktérym mgr Halabis jasno i precyzyjnie wymienia osiggniete rezultaty,
zawarte zostato na pigciu stronach. Spis cytowane;j literatury obejmuje 258 pozycji. Szkoda
tylko, ze Doktorantka nie zamie$cita rowniez tytutéw odnosnikéw. Przygotowujgc rozprawe
zapewne korzystata z dostepnych baz danych oraz programéw utatwiajacych zarzadzanie
odnosnikami, wigc uwzglednienie tytutdw w spisie literatury nie powinno stanowi¢ problemu.
Na koricu rozprawy, w formie zatgcznikéw, dolaczone sg dane eksperymentalne dla jednego z
badanych peptydéw oraz tabele podajace wartosci przesunieé chemicznych protonéw
badanych peptydéw oraz wzgledne objetosci sygnatéw otrzymanych z analizy widm TOCSY.
Zalaczona jest réwniez publikacja, obejmujaca cze$é wynikéw rozprawy, w ktorej
Doktorantka jest pierwszym autorem oraz ptyta DVD zawierajgca wspétrzedne struktur w
formacie pdb i najwazniejsze widma NMR w formie elektronicznej. W swojej poprzedniej
recenzji zachgcalam do tego, aby w takiej formie dolgczaé do rozprawy doktorskiej
najwazniejsze dane eksperymentalne i bardzo mnie cieszy, Ze sugestie te zostaly
uwzglednione. Podczas czytania rozprawy niejednokrotnie siegatam do informacji
zamieszczonych na plycie. Mozliwosé wizualizacji poszczegdlnych struktur ulatwila mi
czytanie rozprawy, szczeg6lnie gdy omawiane s3 detale strukturalne. Z kolei mozliwo$é
obejrzenia oryginalnych widm, a nie tylko ich matych fragmentéw zamieszczonych w tekscie,
nasungta mi kilka sugestii dotyczacych warunkéw ich wykonania. To zagadnienie

przedyskutuje z Doktorantka osobno, gdyz nie dotyczy bezposrednio recenzowanej rozprawy.
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Podsumowujac t¢ czg$¢ recenzji uwazam, ze rozprawa jest przygotowana bardzo starannie i
zawiera niewiele bledéw edytorskich. Ilustrowana jest dobrze dobranymi i pieczotowicie

przygotowanymi rysunkami.

Najwazniejsza i najobszerniejsza czescig rozprawy jest oczywiscie rozdziat
poswigcony uzyskanym przez mgr Hatabis wynikom. Doktorantka rozpoczeta swoje badania
od wykonania serii eksperymentéw NMR dla mini-biatka Trp-cage w dwoéch réznych
temperaturach, 305 K i 313 K. Nastepnie, wykorzystujac wiezy NMR, przeprowadzita
symulacje dynamiki molekularnej, w wyniku ktorej uzyskata rodziny konformacyjne struktur.
Analizujge te struktury zauwazyla, ze procesowi rozplatania biatka Trp-cage nie towarzysza
duze zmiany konformacyjne, a zawigzywanie lub zrywanie hydrofobowego oddzialywania
dalekiego zasiegu pomiedzy resztami Trpl6 a Prol2 wydaje si¢ byé kluczowe dla procesu
zwijania si¢ tego bialka.

Podobng analize przeprowadzila dla trzech innych mutantéw tego biatka TRP-S14A, TRP-
S13A i TRP-P19A, réznigcych si¢ znacznie temperaturg topnienia. Wariant TRP-S14A, w
ktorym zmienione zostaly cztery reszty aminokwasowe w N-koncowej czesci (DAYA w
miejsce sekwencji NLYT) oraz posiadajacy mutacje polegajaca na zastapieniu w pozycji 14
reszty seryny na reszt¢ alaniny, cechuje mniejsza stabilno$é termiczna w stosunku do
oryginalnego biatka (Tm = 295,5 K). Szkoda, ze Doktorantka nigdzie nie wyjasnia, dlaczego
postanowita bada¢ mutanty charakteryzujace si¢ mniejsza temperatura topnienia niz mini-
biatko Trp-cage. Domyslam sie, ze jest to uwarunkowane wzgledami eksperymentalnymi,
gdyz podczas pomiardéw w podwyzszonych temperaturach istnieje niebezpieczefistwo, ze
sygnaly pochodzace od protonéw amidowych beda ulegaé szybkiej wymianie z woda, a
widma wykonane w takich warunkach nie nadajg si¢ do interpretacji. Dodatkowo
intensywnos$¢ sygnatéw NOE/ROE maleje ze wzrostem temperatury, co réwniez utrudnia
analiz¢ widm NMR w wyzszych temperaturach. Mgr Hatabis zalozyla zapewne, ze
przebadanie mniej stabilnego biatka umozliwi jej zaobserwowanie odzialywan dalekiego
zasiggu W temperaturze odpowiadajacej temperaturze topnienia. I rzeczywiscie, analiza
danych eksperymentalnych otrzymanych w szerokim zakresie temperatur dostarczyta
niezwykle ciekawych obserwacji. Okazalo sie, ze takze w przypadku tego mni-biatka
oddziatywanie pomigdzy reszta tryptofanu w pozycji 16 a resztg proliny w pozycji 12 wydaje
si¢ by¢ odpowiedzialne za wystapienie przejécia fazowego. Doktorantka wykazata ponadto,

ze stabilizacja lub destabilizacja helikalnej czesci biatka TRP-S14A jest silnie skorelowana ze



stabilnoscig termiczng catego ukladu — zmniejszenie helikalnosci catego mini-biatka
obserwowane jest ze wzrostem temperatury.

Kolejnym przebadanym przez mgr Hatabis wariantem mini biatka Trp-cage byt peptyd TRP-
S13A r6znigcy si¢ od TRP-S14A tym, Ze reszta seryny w pozycji 13, a nie 14, zastgpiona
zostala przez reszt¢ alaniny. Mutacja ta ma ogromny wplyw na stabilno$é biatka i skutkuje
wysokg temperature topnienia, wynoszacg 336 K. Niestety z uwagi na te wlasciwosci mutanta
TRP-S13A nie udalo si¢ przeprowadzi¢ jego analizy konformacyjnej w temperaturze wyzszej
niz 313 K. Temperatura ta byta na tyle wysoka, ze w widmach NMR zanotowano juz szybka
wymiang chemiczng protonéw amidowych z woda.

Innym przebadanym przez Doktorantke wariantem mini-biatka Trp-cage byl peptyd
TRP-P19A charakteryzujacy si¢ z kolei niezwykle niska temperaturg topnienia, szacowana
ponizej 273 K. W przypadku tego biatka Doktorantka planowala sprawdzi¢, czy obecno$é
mutacji DAYA indukuje stabilizacj¢ N-koricowej czesci biatka nawet w przypadku braku
zdefiniowanej struktury przestrzennej dla catego biatka. Analiza widm NMR pokazata, ze
rzeczywiscie struktura bliska strukturze o-helisy jest obecna w przypadku biatka TRP-P19A
nawet znacznie powyzej temperatury topnienia, wskazujgc tym samym, ze sama a-helisa jest

bardziej stabilna niz globalna struktura biatka.

Dla wszystkich przebadanych peptydéow Doktorantka zaobserwowata obecnosé
dodatkowych sygnatéw w widmach 'H-"H TOCSY. Pomimo podjetych prob nie udato jej sie
z calg pewnoscig wyjasni¢ ich pochodzenia, gdyz drugi zestaw sygnaléw byt zawsze duzo
stabszy i nie mozna bylo zidentyfikowaé odzialywan S$redniego i dalekiego zasiegu. W
literaturze, dla badanej grupy biatek, postulowane jest wystepowanie izomeryzacji cis-trans
wigzania peptydowego Xaa-Pro, istniato wiec podejrzenie, ze wlasnie to zjawisko moze by¢
powodem pojawienia si¢ dodatkowych sygnatéw w widmach NMR. Doktorantka pokazata
jednak, ze obserwowane w widmach NMR poszczegélnych peptydéw sygnaly korelacyjne
wskazywaly wylacznie na obecno$¢ izomeréw trans-Xaa-Pro lub cis-Xaa-Pro, a nie obu
izomeréw jednoczesnie. Chociaz nie dla wszystkich reszt proliny udato jej sie okresli¢
konfiguracj¢ cis lub trans, Doktorantka uwaza, ze raczej nie to zjawisko jest przyczyna
pojawienia si¢ dodatkowych sygnatéw. Zaskakujacym i dajgcym do myslenia faktem jest to,
ze zmiana temperatury nie skutkuje zmiang populacji obu form. Przyznam, ze obecno$é tych
dodatkowych sygnaléw jest niezwykle intrygujaca i jestem bardzo ciekawa, jakie jest ich
zrédfo. Trudno jest mi jednak uwierzy¢, ze dodatkowe sygnaly pochodza od alternatywnej
struktury, kt6ra nie bylaby w réwnowadze z gléwna forma danego biatka. Zaskakujace jest
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réwniez to, ze w widmach NOESY nie widaé pomiedzy tymi dwiema formami
charakterystycznych, silnych sygnalow korelacyjnych pochodzacych od wymiany
chemicznej. Niestety, nie przekonuje mnie analiza iloSciowa oparta o pomiar objetosci
sygnatow korelacyjnych w widmach TOCSY. Analiza ta winna by¢ wpierw poparta
odpowiednig dyskusja dotyczaca chociazby zalezno$ci objetosci sygnatéw korelacyjnych od
wielkosci statych sprzezenia i czasu korelacji poszczegélnych czgsteczek. Doktorantka
sugeruje, ze dodatkowe sygnaty pochodza od innej formy strukturalnej tego samego biatka,
mozna wigc spodziewac si¢, ze zmiana konformacji wptynie na wielko$¢ statych sprzezenia, a
tym samym na objetos¢ sygnatéw w widmach TOCSY. Nie jestem réwniez przekonana, ze
obecnos¢ tej dodatkowej formy jest rzedu przynajmniej kilkunastu procent, jak wynikatoby to
z tabel zamieszczonych w rozprawie. Przypuszczam, ze dla biatka tej wielkosci obecno$é
drugiej formy w ilosci kilkunastu procent mozna by latwo zauwazy¢ nawet na widmie 1D 'H.
Zastanawiatam si¢, czy Doktorantka probowata stwierdzi¢ innymi metodami obecno$é dwdch
réznych form oraz oszacowac¢ ich populacje. Oczekuje, ze do tych zagadnien mgr Halabis

ustosunkuje si¢ w trakcie publicznej obrony.

Jak juz wspomniatam, praca zostala przygotowana starannie, jednak Doktorantce nie
udato si¢ unikng¢ btedéw edytorskich, ktérych nie bede wymieniaé. Z obowigzku recenzenta
ustosunkuje si¢ jednak do niektorych sformutowan, ktére uwazam za niepoprawne.
Mianowicie, na stronie 7 technike ,small-angle X-ray scattering” Autorka thumaczy jako
»niskokqtowe” rozpraszanie promieni rentgenowskich, zamiast ,,matokatowe”. Z kolei na str.
40 pisze, ze ,,sekwencje aminokwasowe ...zostaly zsyntetyzowane...” zamiast, na przyklad,
»peptydy o wymienionych w tabeli sekwencjach aminokwasowych...” Na stronie 64 uzywa
wyrazenia “estymowana temperatura”, zamiast ,,0szacowana temperatura.”

Za niepoprawne uwazam sformulowanie zamieszczone na stronie 88, gdzie Doktorantka
wyjasnia, ze ,,nie udato jej si¢ wykona¢ eksperymentu NMR w temperaturze miekniecia”, co
jest duzym skrétem myslowym. Doktorantce chodzito zapewne o to, ze widmo wykonane w
tej temperaturze nie nadawato sie do interpretacji.

Ponadto na stronie 73 pisze, ze .,...wraz ze wzrostem temperatury wzrasta dynamika taricucha
polipeptydowego ze wzgledu na zmniejszenie ilosci oddziatywatn NOE/ROE.” Zamiast np.
»---Wraz ze wzrostem temperatury wzrasta dynamika tancucha polipeptydowego na co
wskazuje zmniejszenie liczby ( nie ilo$ci) oddziatywan typu NOE/ROE.

Zargonem jest réwniez wyrazenie: ,,wigzania pomiedzy sgsiadujgcymi weglami” zamiast

~atomami wegla”



Powyzsze uwagi w zaden sposéb nie wplywaja na ogélng ocene merytoryczna
rozprawy. Wyniki uzyskane przez mgr Halabis sg oryginalnym i warto$ciowym wkladem w
poznanie mechanizméw rzadzacych procesem zwijania biatek. Wnikliwa i krytyczna analiza
otrzymanych wynikéw pozwolita Doktorantce na charakterystyke stanéw konformacyjnych
wybranych peptydéw w szerokim zakresie temperatur, dzieki czemu uzyskata informacje o
strukturach zaréwno stanu sfaldowanego jak i niesfaldowanego. Szczegdlnie istotne sa
informacje strukturalne, ktore uzyskata w temperaturach powyzej temperatury topnienia, gdyz
wiedza na temat niesfatdowanych badz czgsciowo niesfatdowanych struktur biatek jest bardzo
ograniczona z uwagi na trudnos¢ prowadzenia tego typu badan. Za bardzo cenne w tej pracy
uwazam réwniez pokazanie, ze w temperaturze réwnej temperaturze topnienia dominuje
jedna konformacja, ktéra posiada cechy charakterystyczne dla struktury natywnej.
Obserwacja ta nie pozwolita na potwierdzenie powszechnie akceptowanego modelu
dwustanowego dla procesu zwijania si¢ mini-biatka Trp-cage i sugeruje, ze modelem

zgodnym z jej eksperymentem jest tzw. mechanizm downhill.

W oparciu o wyrazong powyzej opini¢ stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji
rozprawa doktorska odpowiada warunkom Ustawy z dnia 18 marca 2011 r. o stopniach i
tytutach naukowych. Dorobek naukowy mgr Anny Hatabis, na ktéry sktadajg sie dwie prace
opublikowane w prestizowych czasopismach, jeden komunikat ustny oraz 18 komunikatéw w
formie posteréw na krajowych i migdzynarodowych konferencjach naukowych jest
wystarczajacy do nadania jej stopnia naukowego doktora nauk biologicznych w dyscyplinie
biochemia. W zwigzku z powyzszym wnosz¢ do Rady Miedzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii UG i GUMed o dopuszczenie mgr Anny Hatabis do nastepnych etapow

przewodu doktorskiego.
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