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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Martyny Maszoty-Zieleniak
pt.: ,.Struktura i dynamika peptydow i bialek amyloidogennych

na przykladzie serum amyloidu A i ludzkiej cystatyny C”

Praca doktorska mgr Martyny Maszoty-Zieleniak poswigcona jest badaniom
strukturalnym serum amyloidu A i ludzkiej cystatyny C, a takze okresleniu oddzialywan
pomigdzy tymi biatkami. Tematyka pracy nalezy do szerokiego obszaru badan strukturalnych
peptydow i bialek z wykorzystaniem danych NMR prowadzonych w Katedrze Chemii
Biomedycznej na Wydziale Chemii Uniwersytety Gdanskiego kierowanej przez dr hab. Sylwig
Rodziewicz-Motowidlo prof. UG, promotora recenzowanej rozprawy doktorskie;j.

Badania przedstawione w pracy doktorskiej maja charakter badan podstawowych i
wykorzystujag zarowno metody teoretyczne jak i eksperymentalne. Wybrane biatka, serum
amyloidu A (SAA) i ludzka cystatyna C (hCC), sa bialkami amyloidowymi zwigzanymi z
wystgpowaniem choréb cywilizacyjnych XXI wieku. Agregacja bialka SAA w postaci
nierozpuszczalnych zlogéw amyloidowych jest konsekwencja reumatoidalnego zapalenia
stawoéw. Natomiast tworzenie si¢ zlogéw amyloidowych biatka hCC z mutacjg L68Q prowadzi
do powstania dziedzicznej amyloidowej angiopatii mézgowe;.

Recenzowana rozprawa doktorska przedstawiona jest na 154 stronach. Uklad rozprawy
jest zgodny z ukladem prac doktorskich z dziedziny chemii. Zawiera ona siedem glownych
rozdzialow poprzedzonych spisem stosowanych skrotow, a zakonczonych podsumowaniem i
cytowang literatura (202 pozycji). Rozdzial 6smy stanowia zalaczniki ze szczegdétowymi
danymi NMR (lista wigzan wodorowych, lista przesunig¢ chemicznych, fragmenty widm
NMR, statystyka sygnalow, itp.). Dodatkowo w rozdziale dziewiatym doktorantka

zaprezentowala swoj dorobek naukowy.
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Rozdzial zatytulowany Wstep teoretyczny (41 stron) zgodnie z tytulem wprowadza
czytelnika w tematyke rozprawy doktorskiej: poczawszy od znaczenia prowadzonych badan,
poprzez omdwienie struktury i aktywnosci biologicznej obu badanych bialek, ze szczegdlnym
uwzglednieniem mechanizméw oligomeryzacji bialek amyloidowych. Rozdzial konczy krétkie
omoOwienie metod badan konformacyjnych peptydow i bialek oraz oddzialywan migedzy nimi.
Zaré6wno ogolna charakterystyka amyloidow jak i budowa oraz rola w organizmie obu
badanych bialek zostaly omowione szczegdlowo. Podrozdzial omawiajacy metody badan
konformacyjnych przedstawia tylko najwazniejsze zagadnienia: modelowanie bialek oparte na
homologii i de novo, dynamike¢ molekularna z wigzami wynikajacymi z NMR, dokowanie
molekularne. Skrotowe potraktowanie tych zagadnien nie jest wada, ale autorka nie ustrzegta
si¢ pewnych bledow i niescistosci. Mikroskopia atomowa powinna by¢ okreslona pelng nazwa
mikroskopia sit atomowych (str.10). Przy przedstawieniu modelu homologicznego biatka SAA
z roku 2004 i struktur krystalicznych tetrameru i heksameru SAA okreslonych w roku 2014
zabraklo ich porownania. W polu silowym UNRES tlancuch aminokwasowy zastal
zredukowany do dwoch centréw oddzialywan a nie "plaszczyzn interakcji", tancuchy boczne
sa modelowane jako elipsoidy obrotowe a nie "r6znoksztaltne centroidy" (str. 33). Wartos¢
wicynalnej stalej sprz¢zenia nie informuje o liczbie wigzan oddzielajacych sprzegajace sie
jadra jak napisano na str.34 a co najwyzej o ich krotnosci. Niezrozumiale jest zdanie na str. 40:
"Dla kazdej konformacji wybierane sa reszty aminokwasowe, ktérych kazdy atom liganda
oddalony jest o nie wiecej niz 10 A od atomow receptora i te wybrane reszty poddawane sa
ocenie $redniego odchylenia kwadratowego (ang. root mean square deviation, RMSD) dwdch
wegli alfa w strukturze kompleksu." O jakich dwoch weglach alfa jest mowa? Podsumowujac,
mimo tych drobnych uwag, oceniam, ze cz¢$¢ literaturowa rozprawy napisana jest w sposob
zwigzly 1 precyzyjny, ilustrowana odpowiednio dobranymi schematami i rysunkami struktur
bialek.

Kolejny rozdzial przedstawia Cel pracy (5 stron). Podstawowym celem pracy
doktorskiej bylo zbadanie struktury i wzajemnych oddzialtywan dwoch bialek: serum amyloid
A (SAA) oraz ludzkiej cystatyny C (hCC). Kolejne etapy badan to: ustalenie struktury
przestrzennej monomeru biatka SAA, struktur przestrzennych dimeru biatka hCC i monomeru
biatka V57G hCC. Drugim celem bylo okreslenie charakteru oddzialywan bialka SAA z
biatkiem hCC. Zbadano zaréwno oddzialywanie obu bialek jak i biatlka hCC z peptydem o
sekwencji fragmentu biatka SAA(86-104).

W rozdziale Materialy i metody (8 stron) przedstawiono zastosowane w badaniach

prowadzonych przez doktorantk¢ metody eksperymentalne (eksperymenty NMR analizowane



w programach XEASY, SPARKY, CARA i MARS). Opisano takze jak otrzymano material do
badan NMR: ekspresj¢ znakowanego bialka hCC oraz syntez¢ peptydow SAA(86-104), co
zostalo wykonane nie przez doktorantke a przez pracownikow i doktorantow Katedry Chemii
Biomedycznej. Oméwiono w skrocie zastosowane metody teoretyczne: symulacje dynamiki
molekularnej w gruboziarnistym polu sitowym UNRES oraz pelnoatomowym polu silowym
AMBER, zastosowanie programéw CS23D, CYANA i DYANA do wygenerowania
wstepnych struktur na podstawie danych NMR. Dla dokowania wykorzystano programy
ClusPro oraz PatchDock.

Dyskusja wynikow przedstawiona jest w rozdziale piatym Wyniki i dyskusja wynikow
na 54 stronach i podzielona jest na szereg podrozdzialdw omawiajacych kolejno: strukture
przestrzenna biatka SAA wyznaczong na podstawie zwijania biatka de novo w polu silowym
UNRES, wyznaczanie struktury przestrzennej ludzkiej cystatyny C i jej wariantu V57G na
podstawie dwu- i tréjwymiarowych widm magnetycznego rezonansu jadrowego, badania
konformacyjne dla peptydu SAA (86-104) oraz jego czterech analogéw, symulacje dokowania
molekularnego kompleksow ludzkiej cystatyny C z bialkiem SAA oraz z peptydem SAA(86-
104).

Dla zwijania bialka de novo w polu sitowym UNRES nie przedstawiono zadnej analizy
trajektorii, jak wybrano struktur¢ wynikowa do konwersji do modelu pelnoatomowego ?
Dlaczego zastosowano symulacj¢ dynamiki molekularnej w stalej temperaturze, a nie
symulacje¢ wymiany replik jaka stosuje si¢ dla przewidywania struktur bialek z
wykorzystaniem pola sitowego UNRES w czasie eksperymentow CASP ?

Dla dimeru hCC doktorantka uzyskata jedynie przesunigcia chemiczne dla dobrze
zdefiniowanych elementéw struktury biatka, nie udato si¢ okresli¢ sygnaléw NOE. Dlatego do
okre$lenia struktury biatka wykorzystano program CS23D, ktéry laczy modelowanie
homologiczne z analiza przesuni¢¢ chemicznych z NMR. Wyniki modelowania CS23D sa
uzaleznione od kompletnosci przypisan przesunig¢ chemicznych oraz podobienstwa biatka do
znanych struktur zdeponowanych w bazie PDB. Jaki byt wptyw danych NMR w przypadku
modelowania dimeru hCC wzgledem samego modelowania homologicznego ? Zgodnie z rys.
35 réznice uzyskanej struktury hCC wzgledem znanych struktur krystalicznych cystatyn sa
dominujace dla petli AS dla ktorej nie zmierzono przesunigé¢ chemicznych - czy wynikaja one
jedynie z modelowania homologicznego?

Dla wariantu V57G ludzkiej cystatyny C zmierzono zaré6wno przesunigcia chemiczne
jak i sygnaly NOE co pozwolilo na okreslenie struktury w programie CS23D, ktéry korzysta
tylko z przesuni¢¢ chemicznych, jak i w tradycyjnym algorytmie CYANA. Zabraklo w tym



miejscu bardziej szczegdtowego poréwnania tych struktur (w pracy jest przestawiony tylko
rys. 37 przedstawiajacy wyniki CS23D i dalsze rysunki ilustrujace model z CYANA).
Szczegolowa analiza i porownanie do struktur krystalograficznych zostalo przedstawione tylko
dla modelu uzyskanego na podstawie sygnalow NOE.

Dla okre$lenia konformacji peptydu SAA(86-104) zastosowano symulacje dynamiki
molekularnej z usrednionymi po pewnym oknie czasowym wigzami wynikajacymi z NMR
(metoda TAV-MD). Mimo duzej swobody konformacyjnej stosunkowo krotkiego peptydu
poréwnanie jego struktury z C-koncowym fragmentem biatka SAA, zarowno z modelem
wyznaczonym w polu sitowym UNRES, jak i z dwoma monomerami uzyskanymi metoda
krystalograficzna, wskazalo na duze podobienstwo strukturalne peptydu do C-koncowych
fragmentéw modeli krystalicznych, zwlaszcza do monomeru SAA wyodrgbnionego ze
struktury tetrameru.

Modele struktury kompleksow hCC z peptydem SAA(86-104) wygenerowano za
pomoca dwoch ogdlnodostepnych programow: ClusPro i PatchDock. Otrzymane modele
kompleksow doktorantka analizowata pod katem wystgpowania okreslonych eksperymentalnie
oddziatywan migdzy resztami aminokwasowymi Lys90, Arg96 oraz Lys103 z biatka SAA i
resztami aminokwasowymi biatka hCC: Ser98 i Tyr102. Dlaczego nie wykorzystano tych
informacji jako wigzéw podczas dokowania ? Pozwoliloby to na wydajniejsze przeszukiwanie
przestrzeni konformacyjnej podczas dokowania. Czy do dokowania catych bialek hCC i SAA
rowniez wykorzystano oba programy ClusPro i PatchDock ? Dynamike¢ molekularng dla
kompleksow wykonano w obecnosci rozpuszcezalnika implicite w uogélnionym modelu Borna
w podejsciu Hawkinsa, Cramera i Truhlara. Dla tego modelu rozpuszczalnika nie stosuje si¢
procedury particle-mesh Ewald (PME) - jest ona wykorzystywana tylko dla obliczen w
warunkach periodycznych z modelami wody explicite.

Rozdzial Podsumowanie zgodnie ze swoim tytulem stanowi zwigzle podsumowanie
przeprowadzonych badan. Do gléwnych osiagni¢¢ doktorantki nalezy wyznaczenie struktury
przestrzennej bialka SAA na podstawie sekwencji aminokwasowej poprzez symulacj¢ w polu
sitowym UNRES, uzyskana struktura jest w duzej mierze zgodna ze strukturami pozniej
okre$lonymi na drodze eksperymentalnej dla tetra- i heksameru biatka SAA. Doktorantka
wyznaczyla takze struktury przestrzenne dimeru biatka hCC oraz wariantu V57G na
podstawie danych NMR. Ustalita rowniez struktur¢ przestrzenna peptydu SAA(86-104) z
wykorzystaniem danych NMR i wykorzystala ja w symulacji dokowania peptydu do biatka
hCC. W podsumowaniu nie po$wigcono osobnego punktu na omoéwienie dokowania calego

biatka SAA do biatka hCC, ale poréwnano te wyniki z dokowaniem fragmentu SAA(86-104).
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Przeglad pismiennictwa w rozdziale Bibliografia doprowadzony zostal do roku 2016,
cytowane pozycje $wiadcza o dobrym rozeznaniu doktorantki w zakresie swojej problematyki
badawcze;.

Przedstawione powyzej uwagi maja glownie charakter dyskusyjny i nie obnizaja
warto$ci naukowej rozprawy. Przedstawione w rozprawie wyniki jednoznacznie pokazuja, ze
mgr Martyna Maszota-Zieleniak zrealizowala wszystkie postawione sobie cele badawcze.
Szczegdlowa dyskusja osiagnigtych wynikow, precyzyjne wnioski znamionuja osobg
przygotowang do prowadzenia tego typu badan naukowych. Recenzowana praca doktorska
przygotowana zostala na wysokim poziomie merytorycznym, a zawarte w niej wyniki
stanowig oryginalny i istotny wkiad do nauki. Ponadto mgr Martyna Maszota-Zieleniak jest
wspolautorka czterech artykuldw z tzw. listy filadelfijskiej, trzech artykuléw w materialach
pokonferencyjnych oraz 23 komunikatéw na migdzynarodowych i krajowych konferencjach.
Reasumujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska speilnia formalne
wymagania stawiane przez Ustawe o stopniach i tytule naukowym jak i zwyczajowe warunki
stawiane rozprawom doktorskim. Wnosz¢ do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego o dopuszczenie mgr Martyny Maszoty-Zieleniak do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego
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