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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Moniki Siudy
‘Badania strukturalne oraz in silico wigzania ligandéw z ugrupowaniem alifatycznym lub
aromatycznym do f-laktoglobuliny posiadajacej mutacje w okolicy miejsca wigzacego’
przediozonej Radzie Dyscypliny Nauki Chemiczne

Wydzialu Chemii Uniwersytetu Jagielloniskiego w Krakowie.

Przestana mi do oceny rozprawa magister Moniki Siudy zostata wykonana pod kierunkiem
prof. dra hab. Krzysztofa Lewinskiego w Zakladzie Krystalochemii i Krystalofizyki Wydziatu

Chemii UJ. Promotorem pomocniczym jest dr Joanna Loch z tego Zaktadu.

Jednym z perspektywicznych obszaréw badan bialek Jest mozliwosé ich wykorzystania jako
biofarmaceutykéw w nowatorskich procedurach medycznych, np. jako nosnikéw lekéw lub do
wiazania toksyn wystepujacych w plynach ustrojowych. Jako temat rozprawy wybrano jedna z
lipokalin, B-laktoglobuling. To niewielkie biatko wykazuje zdolnos¢ wiazania matoczasteczkowych

zwigzkéw hydrofobowych. Punktowe mutacje w sekwencji B-laktoglobuliny moga wplywaé na
powinowactwo do ligandéw i zmienié specyficznosé centrum wiazania, ale jednoczesnie mogg

destabilizowaé czasteczke biatka. Dlatego wybér tematu uwazam za interesujacy i wazny
poznawczo. Jednoczesnie stworzenie szerokiej bazy wiedzy o oddziatywaniach wariantéw biatek
ze zwigzkami aktywnymi stwarza perspektywe ich przydatnosci w praktyce terapeutycznej. Nalezy
zauwazyc, ze badania prezentowane w rozprawie byty czgscig projektu realizowanego przez zespot

profesora Krzysztofa Lewinskiego.

Aspekty formalne. Przedfozona rozprawa zostata przygotowana w formie tzw. ksiazeczki.

Struktura i ukfad rozprawy mozna okresli¢ jako klasyczny. Wyniki i ich dyskusja obejmujg prawie
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50%, a suplement zawierajacy chromatogramy i schematy oddziatywania wotowej B-laktoglobuliny
z badanymi ligandami to ponad 10% objetosci rozprawy. Interesujacy wstep daje dobre

wprowadzenie do tematyki rozprawy. Bibliografia obejmuje ponad 120 dobrze dobranych pozycji.

Najwazniejsze wyniki i osiagnigcia. Cel badan sformutowany przez Doktorantke to
okreslenie wptywu wybranych pojedynczych i podwdjnych mutacji punktowych w poblizu miejsca
wiazania ligandéw (pozycje 19, 39, 61, 62 i 107 sekwencji aminokwasowej) na strukturg wotowej
B-laktoglobuliny i jej zdolnosci do wiazania wybranych ligandéw. Wybrane modyfikacje miaty na
celu zmiang powinowactwa B-laktoglobuliny do endogennych ligandéw - kwaséw thuszezowych.
Dobor miejsc mutacji w petlach przy wejsciu do kieszeni wigzacej i w Srodkowej czesei kieszeni
pozwalal na racjonalng modyfikacje powinowactwa BLG do ligandéw. Doktorantka wybrata
ligandy z kilku grup zwigzkow wykazujacych aktywnosé biologiczna: alifatycznych kwaséw
(laurynowy, mirystynowy, palmitynowy) SDS jako zwiazki modelowe, trojpierscieniowych lekow
psychoaktywnych, fenotiazyn, zwigzkow zawierajgcych fragmenty aromatyczne i alifatyczne, oraz

piperazyny i benzylopiperazyny. Postawione cele zostaty zrealizowane i oméwione w rozprawie.

Znaczng czg$¢ rozdziatu ‘Materialy i metody’ Doktorantka poswiecila na opisanie
zastosowanych procedur z zakresu biologii molekularnej. Poszczegdlne etapy obejmowaty
otrzymanie genéw nowych wariantéw BLG, kspresje wariantéw BLG w komérkach bakteryjnych,
izolacj¢ i oczyszczanie wariantéw B-laktoglobuliny. W kolejnym podrozdziale Doktorantka opisata
zastosowanie metody dichroizmu kolowego do oceny poprawnosci fatdowania biatka, zastosowanie
programu CCDC GOLD do dokowania wybranych ligandéw w wariantach BLG, oraz

przewidywanie struktury przestrzennej wariantéw programem AlphaFold. Koncowy fragment

rozdziatu poswigcony jest metodom krystalo grafii — krystalizacji wariantéw BLG z ligandami oraz
okreslaniu i walidacji struktury. W mojej opinii rozdziat ten jest wystarczajaco szczegbtowy dla

oceny zastosowanych metod, dowodzac ich whasciwego doboru do realizacji celu badan.

Wyniki i Dyskusja. Moje uznanie budzi metodyczne prowadzenie wspotkrystalizacii
wariantéw B-laktoglobuliny z ligandami i ogrom wlozonej pracy. Wstgpne badania wydajnosci
produkcji biatka wykluczyty badania nad wariantami W19F oraz WI9F-W61Y, wskazujac na
nieprawidtowe faldowanie biatka. Badania metoda dichroizmu kolowego wykazaly poprawne

faldowanie pozostatych wariantéw B-laktoglobuliny, wybranych do dalszych badan. Dla pieciu
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wariantow BLG Doktorantka okreslita strukture apo BLG. Krystalizacja 8 wariantéw z
alifatycznymi  ligandami  doprowadzita do  otrzymania  krysztalowl0  kompleksow.
Wspotkrystalizacja 5 wariantéw rBLG z ligandami tréjpierscieniowymi, fenotiazynami, ligandami
zawierajacymi grupy aromatyczne i alifatyczne, oraz piperazynami daty krysztaty w 14 ukfadach.
Dla otrzymanych krysztatéw Doktorantka wykonala pomiary dyfrakcyjne i okreslita 19 struktur
krystalicznych. W 6 przypadkach dla wariantu W61Y struktury nie wykazaty obecnosci ligandow.
Podsumowanie tego fragmentu badan wykazuje, ze mgr Siuda otrzymafa 5 kompleksow
zawierajacych kwas mirystynowy, 2 kompleksy z kwasem laurynowym, po Jednym kompleksie z
kwasem palmitynowym i SDS. Dodatkowo w 5 kompleksach mapy gestosci elektronowej wykazaty
obecnosé endogennego liganda o budowie C10. Niestety, wickszosé ligandéw z grupy zwigzkow
zawierajgcych uklady pierscieniowe nie byla obserwowana w kieszeni wigzacej rBLG. Jedynym
wyjatkiem jest kapsaicyna w kompleksie W61Y. Nalezy zauwazyé, ze w kilku przypadkach, w
szezegolnosci dla wariantéw W61Y, L39K i L39Y-M107L Doktorantka nie wykryta ani ligandéw
pierscieniowych, ani endogennych. To wskazuje, ze wybrane punktowe mutacje rzeczywiscie
zmniejszyly powinowactwo wariantéw BLG do alifatycznych ligandéw. Jednoczesnie, wigzanie
ligandow pierscieniowych w warunkach inkubacji i krystalizacji nie zaszto z odpowiednia
wydajnoscia.

Analiza danych dotyczacych eksperymentéw dyfrakcyjnych i udoktadniania struktur w
Tabelach 16a-g wykazuje, ze struktury zostaty okreslone z poréwnywalna, dobra jakoscig. Brak mi
w tych tabelach okreslenia liczby czasteczek biatka w komérkach elementarnych, choé¢ da si¢ to
oszacowac po liczbie atoméw biatka. Brak informacji o liczbie czasteczek rozpuszczalnika, co moze
by¢ uzyteczne przy interpretacji gestosci na Rys. 28 i Rys na stronie 94 (Rys. 34?).

Dla ligandéw, ktdre nie wykazaly wiazania do wariantéw BLG, Doktorantka przeprowadzita
dokowanie in silico w 5 wybranych wariantach, stosujac algorytm programu GOLD z pakietu

CCDC z funkcja ChemPLP. Spos6b prezentacji uzyskanych wynikéw nie jest najszczesliwszy.
Swietna idea natozenia struktury badanych 5 wariantéw ujawnia réznice i podobiefistwa wigzania
tych ligandéw w zaleznosci od wprowadzonych mutacji. Jednak malefki rozmiar odpowiednich
rysunkow od 37 do 49 nie pozwolit mi na analizg réznic. Musze przyznac, ze szczegdty oddzialywan
zawarte s3 W suplemencie, jednak dwuwymiarowe projekcje LigPlot nie sg tak informatywne.
Analiza uzyskanych wynikéw wykazuje, ze dezypramina, chloropromazyna i benzylopiperazyna
wiaza si¢ w podobnej pozycji niezaleznie od mutacji w badanych wariantach. W pozostatych

przypadkach podstawienia ptywaja na réznice oddziatywan wigzacych ligand-biatko. Wiekszos¢
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ligandéw pierscieniowych byta dokowana przy wejsciu do B-barylki. W przypadku kapsaicyny
taficuch alifatyczny byt pozycjonowany we wngtrzu baryltki, a fragment benzylowy tolbutamidu byt
dokowany w gérnej czgsci barylki. Benzylopiperazyna takze byta dokowana w hydrofobowej czgsci
barytki BLG. Doktorantka omawia jakosciowa korelacje pomigdzy punktacja ChemPLP i
cksperymentalnie stwierdzonym wigzaniem lub jego brakiem, konkludujac. Ze nie jest to narzedzie
zapewniajgce otrzymanie komplekséw. Mi nasuwa sie pytanie, czy Autorka poréwnata potozenie
ligandéw wynikajgce z dokowania i w rzeczywistych strukturach odpowiednich komplekséw
chocby z wtBLG, czy kapsaicyny w W61Y. Mozna by zrobi¢ modelowanie referencyjne dowolnego
kompleksu z ktéryms z kwaséw thuszezowych w tym uktadzie biatkowym.

Kolejnym aspektem badan bylo przewidywanie struktury wariantéw BLG programem
AlphaFold. Dla kazdego badanego wariantu BLG Doktorantka otrzymata 5 najlepszych modeli
biatka. Wskazniki oceny w Tabeli 17 wskazuja na dobra jako$¢ modeli. Wartosci RMSD liczone
dla modeli i struktury krystalicznej dla wybranych reszt aminokwasoéw tworzacych zrgb B-barylki
wskazuja na dobre przewidywanie struktury tej wzglednie sztywnej struktury. Doktorantka
komentuje, ze przewidywanie daje gorsze wyniki dla tafcuchéw bocznych w elastycznych petlach

biatka. Ten wniosek uwazam za cenny w kontekscie badania biatek nieznanych.

Niewatpliwymi elementami nowosci naukowej sa: zaprojektowanie, otrzymanie i badania
strukturalne  nowych  wariantéw  wolowej B-laktoglobuliny i ich komplekséw  z
matoczasteczkowymi ligandami.

Do najwazniejszych rezultatdéw badan zaliczam:

I. Zaprojektowanie i otrzymanie wariantéw BLG o zmniejszonym powinowactwie do

alifatycznych kwasow.

2. Eksperymentalne potwierdzenie, ze mutacje W61 i E62 petli CD nie majg bezposredniego
wplywu na geometrig miejsca wigzania, mutacje L39 powoduja zwezenie miejsca wigzania i
mogg wplywaé na wigzanie ligandéw. Mutacja W19 zachowanego w rodzinie lipokalin
destabilizuje strukture biatka.

Badane mutacje nie wplywajg na wiazanie alifatycznych czasteczek w barylce BLG

4. Stwierdzenie, ze punktacja dokowania programem GOLD z funkcja ChemPLP nie wskazuje
Jednoznacznie na zdolnosé wigzania ligandow.

5. Wniosek metodyczny, ze przewidywanie struktury programem AlphaFold dziata skutecznie dla
sztywnych obszaréw biatek
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Uwazna lektura rozprawy sktania mnie do zadania kilku dodatkowych pytan.
1. Wyniki CD wskazuja, ze dla wigkszosci wariantéw procentowy udziat a-helis to 10-12%, a w
przypadku L39K tylko 3%. To sugeruje istotne zmiany architektury czasteczki. Jednak w Tabeli
16a wykazane sg badania strukturalne tego wariantu i jego kompleksu. Czy struktura drugorzedowa
istotnie rézni si¢ od struktury innych wariantéw lub wtBLG?
2. Czy mapy gestosci dla kompleksu W61Y z kwasem palmitynowym (Rys. 28) oraz kapsaicyna

(Rys na str. 94) mozna interpretowac¢ inaczej?
WNIOSEK KONCOWY.

Rozprawa magister Moniki Siudy jest rezultatem badan biochemicznych, analizy strukturalnej i
badan in silico. Doktorantka z sukcesem zaprojektowata i otrzymata warianty wolowe] -
laktoglobuliny o mniejszym powinowactwie do kwaséw thiszczowych. Uzyskane wyniki
poszerzaja wiedzg o sposobie oddzialywan miedzy BLG i ligandami, zaréwno endogennymi jak i
lekami, co moze stanowi¢ podstawe zastosowania tego biatka do wiazania toksycznych zwigzkow
z plynéw ustrojowych Postawienie ciekawego problemu, sprawne zastosowanie wybranych
narzedzi i umiejgtnos¢ podsumowania wynikéw sa w mojej opinii duzym pozytywem ocenianej
rozprawy. Na pozytywng oceng rozprawy nie wplywaja pytania, ktore zawarlem w recenzji, sa one

odbiciem mojego zainteresowania tematyka badan.

Stwierdzam, Ze rozprawa magister Moniki Siudy spetnia wymogi okreslone w ustawie ,.Prawo o

szkolnictwie wyzszym i nauce” z dnia 20 lipca 2018 (Dz. U. 22018 r. poz. 1668). Wnosze do Rady
Dyscypliny Nauki Chemiczne Wydziatu Chemii Uniwersytetu Jagielloniskiego w Krakowie o

przyjgcie rozprawy i dopuszczenie jej do dalszych etapéw postgpowania.
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