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BADANIA STRUKTURALNE ORAZ IN SILICO WIAZANIA LIGANDOW
Z UGRUPOWANIEM ALIFATYCZNYM LUB AROMATYCZNYM DO $3-
LAKTOGLOBULINY POSIADAJACE] MUTACJE W OKOLICY MIEJSCA WIAZACEGO

Ogdlna charakterystyka. Rozprawa zostala wykonana przez Doktorantke pod opieka
naukowg prof. dr. hab. Krzysztofa Lewinskiego oraz dr Joanny Loch. Badania byty
przeprowadzone w Zakladzie Krystalochemii i Krystalofizyki Uniwersytetu
Jagiellonskiego. Opublikowane dotychczas wazne prace o roli lipokalin i ich strukturze,
jakie ukazywaly sie w czasopismach, pochodzg z lat 2000-2020. Jest to wigc tematyka
nowa i aktualna. Grupa badawcza prof. Krzysztofa Lewinskiego jest od 20 lat jedng
z kilkunastu na $wiecie, ktéra prowadzi prace nad tymi zwigzkami, a rozprawa doktorska
mgr Moniki Siudy poszerza ten dorobek.

Lipokaliny sg biatkami globularnymi o masie molowej do 20 kDa; czasteczki lipokalin maja
budowe pojedynczego tancucha i 160-180 reszt aminokwasowych, sg rozpuszczalne
w osoczu. Lipokaliny odpowiedzialne sg za fizjologiczne wigzanie kwaséw ttuszczowych
oraz innych czasteczek hydrofobowych i amfifilowych zwigzkéw biologicznie aktywnych
(np. cholesterolu, retinolu, witaminy D, sperminy). Potencjalnie mogg by¢ stosowane jako
transportery lekéw i mogg stuzy¢ do detoksykacji ptynéw ustrojowych. Wprowadzenie
odpowiednich mutacji do czasteczek lipokalin moze zwigksza¢ powinowactwo
i specyficzno$¢ wigzania wybranych grup bioaktywnych.

Formalna charakterystyka pracy. Rozprawa doktorska jest napisana w jezyku polskim
w formie monografii zawierajgcej 160 stron. Praca ma klasyczny uktad tresci: wstep
literaturowy - cel - badania witasne - podsumowanie - spis odnosnikéw - suplement. Kolejne
rozdziaty to:

1. Wstep - jest wprowadzeniem do charakterystyki zwigzkéw z grupy lipokalin i ich
modyfikacji, sposobu oddzialywania z wybranymi ligandami. 2. Cel pracy, materialy i
metody stosowane w namnazaniu i syntezie odmian réznych wariantéw B-laktoglobuliny;
krétki opis metodyki badan strukturalnych. 3. Wyniki opisujgce synteze biatek i jej efekty,
sposéb krystalizacji zmodyfikowanych biatek i ich komplekséw. 4. W kolejnym rozdziale
analizowane sg struktury trzeciorzedowe poszczegdlnych ukladéw metodami
rentgenografii strukturalnej oraz dokowanie molekularne, a péZniej nastgpuje poréwnanie
wynikow modelowania ze strukturami eksperymentalnymi. 5. W dyskusji opisany zostat
wplyw mutacji na ekspresje biatek, na krystalizacje i symetrie krysztaléw oraz na
strukturalne modyfikacje kieszeni wigzgcej spowodowane mutacjg. 6, 7. Wnioski i pod-
sumowanie sposobu wigzan kwaséw ttuszczowych, a takZe ocena wiarygodnoSci
procedury AlphaFold koricza cze$¢ eksperymentalng pracy. 8, 9. Ostatnie rozdzialy to
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bibliografia oraz 20. stronicowy suplement, gdzie zamieszczone sg wybrane dane
eksperymentalne z analityki biochemicznej i analizy strukturalne;.

Ocena merytoryczna pracy

Celem pracy byto zaprojektowanie, produkcja i oczyszczenie nowych wariantéw wotowej
f-laktoglobuliny (BLG), a takze wybér ligandéw do tworzenia komplekséw z biatkami.
A nastgpnie - badanie struktury drugo- i trzeciorzedowej biatek; wstepnie, w roztworze
metodg dichroizmu kotowego. Kolejnym zadaniem byto opracowanie warunkéw
krystalizacji i dyfrakcyjne badania strukturalne wariantéw w formie apo (niezmienionej)
oraz z ligandami. Badanie in silico potencjalnych komplekséw biatko-ligand przy uzyciu
metod dokowania molekularnego. Ocena przydatnosci programu AlphaFold do
projektowania struktur biatek i projektowania mutacji zmieniajgcych geometrie kieszeni
wigzgcej byty celem finalnym.

Elementy strukturalne p-laktoglobuliny odpowiedzialne za oddziatywania z matymi
ligandami organicznymi to osiem antyréwnoleglych nici beta (nazwanych od A do H),
potaczonych petlami, a na konicach polimeru znajdujg sie trzy dodatkowe helisy: dwie alfa
oraz jedna helisa 310. W projektowaniu wariantéw p-laktoglobuliny Doktorantka
uwzglednita budowe poznanych struktur lipokalin i poréwnala wystepujagce w tych
biatkach aminokwasy w pozycjach: 19, 39, 61, 62 oraz 107, ktére mogg wywotaé zmiany
w geometrii okolicy kieszeni wigzgcej ligandy i skutkowaé zmiang powinowactwa do
ligandéw.

Mgr Monika Siuda zaprojektowata osiem wariantéw wotowej B-laktoglobuliny z jedng lub
dwiema modyfikacjami jednostek AA; te warianty to L39K, L39Y, L39Y-M107L, W61Y,
W61Y-W19F, W19F, E62K i E62R.

Z kolei wybrane ligandy byly zaprojektowane w oparciu o wczeéniejsze prace
wykonywane w Zespole Biokrystalografii. Jako ligandy modelowe wigzgce sie do nowych
wariantéw BLG, wykorzystano najpierw kwasy laurynowy, mirystynowy i palmitynowy
oraz dodecylosiarczan sodu (SDS); zwiazki te posiadajg taricuchy alifatyczne o liczbie
atoméw wegla od 12 do 16. Docelowe badania wigzania ligandéw przez pochodne BLG
obejmowaty zwigzki bioaktywne, nalezace do grupy lekéw przeciwdepresyjnych,
przeciwbdlowych lub psychotropowe, stanowigce sktad dopalaczy, czyli byly to zwigzki
dziatajace na uktad nerwowy. Zwigzki te nalezaly do jednej z czterech klas pochodnych.
Pierwsza grupa ligandéw to hydrofobowe tréjcykliczne czgsteczki z fragmentem
alifatycznym lub cyklicznym; druga klasa to pochodne fenotiazynowe; trzecia klasa -
czgsteczki zawierajgce fragmenty aromatyczne, alifatyczne i heteroatomy (m. in. grupy
-OH, C=0, -NH-, SOz; atomy F, Cl); a czwarta grupa to piperazyna oraz benzylopiperazyna —
czgsteczki o najmniejszych wymiarach. Ligandy w liczbie jedenastu zaprezentowane sg
przez Autorke na Rysunku 11.

W' czesci eksperymentalnej mgr Monika Siuda opisuje szczegétowo metody biologii
molekularnej zastosowane do namnazania, transformacji i ekspresji modyfikacji BLG oraz
sposoby izolacji i oczyszczania tychze wariantéw.

Dalej Doktorantka omawia zastosowang metodyke modelowania molekularnego do
przewidywania struktur wariantéw rBLG oraz do dokowania ligandéw. W tym celu
wykorzystuje poznane juz struktury 15 wariantéw laktoglobulin, aby wykonaé test
wiarygodno$ci programu. Przewidywanie struktur bylo wykonywane za pomoca
programu AlphaFold; w tym programie wygenerowano po 5 wariantéw struktur kazdej
rBLG. Tak wygenerowane struktury byty naktadane w programie PyMol, po to, aby
sprawdzi¢ zgodno$¢ konformacji. Natomiast dokowania wybranych ligandéw byly
wykonane w programie CCDC Gold z wykorzystaniem modeli 3D poznanych struktur



biatkowych. Dla kazdego liganda wykonywano okoto 20 cykli dokowania, umieszczajgc
czasteczki w najbardziej prawdopodobnych miejscach kieszeni barytki wigzace;j.
Doktorantka opisuje metodyke krystalizacji otrzymanych biatek, dobdér warunkéw
krystalizacji czyli bufora, precypitanta, ich stezenia i objetosci uzytych roztwordéw
substancji oraz stechiometrie sktadnikéw. Te etapy badan sg szczegdétowo opisane i
zilustrowane w Rozdziale 4.4. W pierwszym kroku wykonane zostaty krystalizacje form
apo o$émiu zsyntezowanych form rLGB, a w nastepnym kroku przeprowadzona zostata
kokrystalizacja z ligandami alifatycznymi w takich samych warunkach. Natomiast do
krystalizacji rBLG z jedenastoma bioaktywnymi ligandami wybrane zostaty warianty,
ktdore utworzyty krysztaty w jednej z dwéch poprzednich procedur krystalizacyjnych, czyli
byty to biatka: L39K, L39Y-M107L, W61Y, E62R, E62K,
Przeprowadzona procedura krystalizacji dla tych biatek i ich komplekséw, pozwolita na
uzyskanie krysztatéw, dla ktérych mogly by¢ wykonane pomiary dyfrakcyjne i peina
charakterystyka strukturalna.
Podsumowujac, mgr Monika Siuda otrzymata 8 nowych wariantéw rBLG (L39K, L39Y,
L39Y-M107L, W61Y, W61Y-W19F, W19F, E62K i E62R; 18.4 kDa), a jako krysztaty:
e w formie czystej (apo) wykrystalizowato 5 wariantéw (L39K, L39Y, L39Y-M107L,
We61Y, E62K),
e w formie kompleksu z co najmniej jednym z ligandéw alifatycznych - 6 wariantéw
(L39K, L39Y, L39Y-M107L, W61Y, E62K, E62R).

Gléwng metodg analityczng zastosowang przez Doktorantke na tym etapie byta
rentgenowska analiza strukturalna monokrysztatéw. Nie wszystkie krysztaty dawaty
dobra dyfrakcje; uzyskano krysztaty odpowiednie do badan dla 25 z nich (w tym 5 apo).
W 11 przypadkach badania strukturalne wykazaly obecnos$¢ czasteczki ligandow
w kieszeni wigzgcej. Analiza wykazata, ze - z wyjatkiem krysztaléw W61Y z SDS - ligand
zwigzany w tych kompleksach byt kwasem tluszczowym dodanym do kropli
krystalizacyjnej albo endogenny kwas ttuszczowy pochodzacy z bakterii. Nie otrzymano
krysztaléw zadnego wariantu z przytaczonym ligandem aromatycznym lub piperazyna.
Uzyskane krysztalty badanych wariantéw z wiaczonym ligandem alifatycznym
krystalizowaty w grupie przestrzennej trygonalnej (P3:21), natomiast pozostate krysztaty
komplekséw tych samych wariantow mialy inng grupe przestrzenna, co moglo by¢
podstawg do wstepnej identyfikacji otrzymanych kompleksow.

Warianty zawierajgce mutacje w pozycji 19 charakteryzowaly sie nizsza wydajnoscig
syntez oraz prawdopodobnie nieprawidtowym fatdowaniem, co nie pozwalato na
uzyskanie krysztatow tych biatek. Analiza struktur wykazata, Ze wprowadzone mutacje
w elastycznej petli biatka (W61Y, E62K oraz E62R) nie wptywajg bezposrednio na ksztalt
miejsca wigzgcego. Natomiast mutacje w petli AB, czyli L39K i L39Y, powodujg niewielkie
zwezenie wejscia do B-barytki. Ponadto, wprowadzone mutacje nie miaty bezposredniego
wplywu na potozenie ligandéw w kieszeni wigzacej, ktére wigzaty sie w podobnych
pozycjach jak w naturalnym biatku. Wéréd przebadanych wariantéw tylko w przypadku
W61Y udato sie otrzymaé krysztaly komplekséw biatka ze wszystkimi ligandami
alifatycznymi. Moze to sugerowaé, ze w geometrii miejsc wigzacych dla pozostatych
wariantéw zachodzg niewielkie zmiany. Uzyskano oczekiwane obnizenie powinowactwa
do ligandéw alifatycznych dla pieciu nowych wariantéw rBLG, co potencjalnie daje
wiekszg przydatnos¢ tych mutacji do dalszych analiz.

Doktorantka wykorzystata tez jeden z najnowszych algorytméw - AlphaFold - stosowany
do generowania struktur przestrzennych biatek i przewidywania struktur. Uzycie tego
programu do analizy struktur rBLG wykazato, Ze program niezbyt dobrze radzi sobie
z przewidywaniem pozycji fannicuchéw bocznych w mutacjach, ktére zostaty wprowadzone
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w elastycznej petli CD. Moze za to z duzg wiarygodnoécig przewidywaé konformacje
taricuchéw we fragmentach hydrofobowej kieszeni wigzacej a takze dla elastycznej petli
AB.

Natomiast przeprowadzone dokowanie molekularne ligandéw aromatycznych, piperazyny
i benzylopiperazyny nie pozwala wiarygodnie przewidzieé, czy dana czgsteczka
bioaktywna zwigzZe sie z nowym wariantem laktoglobuliny.

Charakterystyka redakcji tekstu. Istotnych btedéw merytorycznych w tekécie rozprawy
doktorskiej nie znalaztam, jest napisana logicznie i poprawng polszczyzng. Zauwazytam
kilka przypadkow ,literéwek” i niedostatkéw interpunkcyjnych jakim jest brak przecinka
w zdaniach zlozonych zawierajgcych imiestowowy réwnowaznik zdania (np.
w0CZyszczano w dwdch etapach, wykorzystujgc chromatografie..”, str. 43). Z kolei wykaz
literatury dla odnosnikéw w liczbie ponad 120, jest podany niezbyt standardowo;
mianowicie w danych bibliograficznych charakteryzujgcych odnoéniki brakuje numeréw
stron, ale sg podane identyfikatory cyfrowe DOL

Whioski koncowe. W rozprawie doktorskiej zar6wno prezentacja jak i dyskusja wynikéw
sq precyzyjne ilogiczne. Dobér bardzo jednolitego materialu biochemicznego
i chemicznego oraz odpowiednia metodyka badan umozliwily spéjng dyskusje wynikéw.
Efektem pracy mgr Moniki Siudy jest otrzymanie o$miu wariantéw BLG, zbadanie
dichroizmu kotowego dla pieciu wariantéw, krystalizacja oémiu wariantéw apo,
krystalizacja o$miu wariantéw rBLG z czterema zwigzkami alifatycznymi, krystalizacja
pigciu wariantéw z dziesigcioma aromatycznymi zwigzkami bioaktywnymi i piperazyna.
Wykonata Ona pomiary dyfrakcyjne dla 25 krysztatéw, rozwiazata i udoktadnita 18 z nich.
wykonata dokowanie 11 czasteczek bioaktywnych do 5 wariantéw rBLG, wygenerowala
réwniez 15 struktur w programie AlphaFold i poréwnata 13 z nich ze strukturami
okreslonymi eksperymentalnie. Powyzsze wyniki badan stanowig bardzo istotny wklad w
osiggniecia nauki, a w szczegdlnosci biochemii lipokalin.

Waznym osiggnigciem rozprawy doktorskiej mgr Moniki Siudy jest opracowanie
warunkéw syntezy nowych mutacji rBLG oraz warunkéw krystalizacji form apo
i komplekséw z ligandami alifatycznymi. Jest to istotny element nowosci naukowej.
Badania strukturalne tych faz krystalicznych i wynikajace z nich wnioski moga postuzy¢ do
prac aplikacyjnych jak i dalszych projektéw w zakresie celowych modyfikacji budowy
laktoglobulin.

Posumowanie opinii

Nalezy podkredli¢, Ze prezentowana dysertacja mgr Moniki Siudy ukazuje Ja jako osobe
naukowo tworczg i gwarantujgcg rzetelne badania na wysokim poziomie. Zrealizowata
Ona zaplanowane zadania swojego doktoratu przedstawionego w celu uzyskania stopnia
naukowego doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, dyscyplina nauki
chemiczne.

Jej rozprawa doktorska zatytutowana ,Badania strukturalne oraz in silico wiazania
ligandéw z ugrupowaniem alifatycznym lub aromatycznym do B-laktoglobuliny
posiadajacej mutacje w okolicy miejsca wigzacego”, ktérg Rada Dyscypliny Nauki
Chemiczne Uniwersytetu Jagielloniskiego przedstawita mi do oceny, spetnia wszelkie
wymogi okreslone w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym (art. 13 ust. 1)
z dnia 14 marca 2003 r. (tekst jednolity: Dz.U. poz. 1789, z dnia 27 wrzeénia 2017 r.) oraz



w ustawie Przepisy wprowadzajqce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (art.
179; Dz.U. poz. 1669; z dnia 3 lipca 2018 r.).

Na tej podstawie wnosze o przyjecie rozprawy doktorskiej i dopuszczenie mgr Moniki
Siudy do publicznej obrony.

/Anna E. Koziot/






