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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Natalii Karskiej zatytulowanej ,,Synteza oraz badania
konformacyjne fragmentow homologéw glikoproteiny N bydlecego herpeswirusa 1
(BHV-1) oraz wirusa ospy wietrznej i pélpasca (VZV)”

Dysertacja doktorska Pani mgr Natalii Karskiej zostala wykonana w Katedrze Chemii
Biomedycznej pod kierunkiem Pani prof. Sylwii Rodziewicz-Motowidlo oraz Pani dr hab.
Emilii Sikorskiej. W Katedrze od lat praktykowana jest synteza i badanie peptydow szczegdlnie
w wiodgcych tematach zwigzanych z ich aktywnos$cig biologiczng, ktérego doskonalym
przyktadem moze by¢ ostatnio opracowany kosmetyk zawierajgcego jako substancje aktywna

peptyd.

Przedstawiona do recenzji praca jest bardzo obszerna, ktéra razem z bibliografia
zawiera 180 stron plus dodatkowo 32 strony zatacznikow. Dysertacja ma uklad standardowy
zawierajgca wszystkie istotne dla pracy doktorskiej elementy, co w dzisiejszych czasach jest
duzg rzadkoscia, z tego wzgledu czyta si¢ ja bardzo dobrze, a nastepujace po sobie rozdziaty
poukiadane sg w sposob logiczny posiadajac charakter przyczynowo-skutkowy.

Przedstawiona w pracy tematyka wpisuje si¢ w najnowsze trendy badan poruszajacych
bardzo istotny problem wylgczania mechanizmu odpowiedzi immunologicznej na skutek
inwazji wirusowej. Dotyczy sposobow ,,ucieczki immunologicznej™ herpeswirusa bydlecego
(BHV-1) oraz wirusa ospy wietrznej i potpasca (VZV), poprzez inaktywacje, inhibicje dzialania
transporterowego kompleksu biatkowego TAP. Wedtug recenzenta niniejsza praca nalezy
do prac interdyscyplinarnych zawierajac: synteze organicznej, zaawansowane pomiary NMR
oraz badania teoretyczne wykonane za pomoca dynamiki molekularne;.

Pomijajgc spis tresci oraz skrotow literaturowych, praca zaczyna si¢ wstepem
teoretycznym w ktérym Doktorantka najpierw wprowadza czytelnika w tematyke dysertacji
poprzez opis elementéw ukfadu immunologicznego, odpowiedzi immunologicznej organizmu
wraz z opisem roli komérek efektorowych, odpowiedzi immunologicznej wrodzonej
(nieswoistej) i nabytej (swoistej) organizmu wraz z wyodrebnieniem naturalnych barier
obronnych przed drobnoustrojami oraz szlakiem prezentacji antygenéw wirusowych.
Ten ostatni podrozdzial bardzo dobrze opisuje kaskad¢e immunologicznych reakcji
biochemicznych zachodzacych na skutek obecnosci patogenu (wirusa czy bakterii)
w komorkach organizmu ludzkiego. Nastepny podrozdzial opisuje mechanizmy ,.obrony”
herpeswiruséw przed mechanizmami obronnymi organizmu w podziale na biatkowe systemy
dezaktywacji, w tym opis modelowego biatka UL49.5. Rozdzial ten jest bogato ilustrowany
W znaczny sposob utatwiajgcy zrozumienie podjetej przez Doktorantke tematyki badawczej.

Nastgpny rozdziat to ,,Cel pracy”, jest on napisany w sposob wielowatkowy, bardzo
szczegotowy i rozbudowany. Na poczatku Autorka przedstawia podloze powstania hipotezy

1



badawczej, ktore polega na okresleniu roznic w aktywnosci biologicznej biatka UL49.5,
w zaleznosci od pochodzenia biopolimeru, od herpeswirusa bydlgcego lub wirusa ospy
wietrznej i polpasca. W pierwszym przypadku biatko tworzy kompleks z transporterem
peptydow antygenowych (TAP) inhibujac jego dzialanie, natomiast w drugim przypadku
oddzialuje z TAP, natomiast nie wykazuje wihasciwosci hamujacych jego aktywnosci
biologicznej. Zbadanie obu struktur homologicznych biatek UL49.5 moglo dostarczy¢ nowych
cennych informacji o systemach obronnych wiruséw przed mechanizmami odpornosciowymi
organizmu. W tym celu jak pisze Doktorantka podzielita oba biatka UL45.9 herpeswirusa
BHV-1 (siedemdziesigt pie¢ reszt aminokwasowych) oraz wirusa ospy wietrznej i pétpasca
VZV (sze$Cdziesigt trzy reszty aminokwasowe) na trzy fragmenty N-koncowy, TM-
transblonowy, C-koncowy. A tak naprawde zgodnie z tabelg 2 na cztery (jeszcze fragment
transblonowo-C-koncowy). Dodatkowo mgr. Karska postanowita zbada¢ wpltyw modyfikacji
struktury pierwszorzgdowej na konformacj¢ badanych fragmentéw biatka UL49.5
herpeswirusa BHV-1. Modyfikacje zostaly wprowadzone osobno we fragmencie N-koncowym
w rejonie reszt aminokwasowych RPRE!, P*'PQ* oraz na C-koncowym fragmencie
RGRG”. Wprowadzone mutacje aminokwasowe na N-koncu mialy dwa cele badawcze
destabilizacje peptydu, a nastepnie jego zwigkszong stabilizacje N-koncowej helikalne;j
struktury poprzez wprowadzenie modyfikacji GGG, RRG, AAA. Dodatkowo zostal zmieniony
fragment biatka P3'P3*(Q), najprawdopodobniej odpowiedzialny za faldowanie jego struktury,
poprzez zastgpienie tej sekwencji tripeptydami GGQ, AAQ, GGG, AAA. Fragment C-koncowy
peptydu jest odpowiedzialny za interakcje z transporterem TAP oraz jego degradacje
proteosomalng z tego wzgledu zostaly wprowadzone zmiany w sekwencji R”? GRG” peptydu
na KGKG, AGAG, RGAG, AGRG. Catos¢ zaprojektowanych peptydow zostata przedstawiona
w tabeli 3.

W dalszej czesci pracy zostal zawarty opis wykonanych eksperymentéw wraz
z wykorzystanymi metodami pomiarowymi, w ktorej Autorka opisuje syntez¢ peptydow na
podtozu statym, badania peptydow za pomoca dichroizmu kotowego, opis pomiaréw NMR oraz
wykorzystane oprogramowanie wraz z algorytmami postepowania. Jest to rozdzial napisany
bardzo dobrze pozwalajgcy na odtworzenie wykonanych doswiadczen oraz obliczen.

Rozdzial IV zatytulowany ,,Omdwienie wynikdw” rozpoczyna podrozdziat ,,Synteza
i oczyszczanie peptydéw” w ktérym Doktorantka opisuje swoje dokonania dotyczace syntezy
zaprojektowanych peptydéw, zaréwno zakonczonych sukcesem oraz tych ktorych synteza
i oczyszczanie dostarczyto probleméw, z ktorymi w wigkszosci przypadkoéw Autorka dysertacji
poradzila sobie doskonale. W nastgpnych podrozdziatach Pani mgr Natalia Karska zastosowata
bardzo podobny schemat opisu otrzymanych wynikéw w stosunku dla kazdego
z zsyntezowanych i oczyszczanych peptydow. Dla kazdego fragmentu biatka zostata najpierw
wykonana analiza widm CD w trzech mediach: w wodzie, ukladzie micelarnym DPC
(dodecylofosfocholina - jako model bton lipidowych organizméw eukariotycznych) oraz SDS
(dodoecylosiarczan sodu - model lipidowych blon bakteryjnych). Nastepnie zostata wykonana
analiza danych NMR wykonanych w dwoch deuterowanych uktadach: SDS w buforze
fosforanowym (PBS) oraz DPC w wodzie, wraz z analiza otrzymanych struktur. Na koncu
zostaly przedstawione wyniki badan w uktadach modelowych bton lipidowych. W ten sposéb
zostaly opisane wyniki dotyczace zarowno natywnych fragmentéw biatka UL49.5 bydlecego
herpeswirusa, a takze wirusa ospy wietrznej i poélpasca, oraz przeprowadzonych wyze)
opisanych modyfikowanych peptydow biatka BHV-1. Wszystkie opisy sg udokumentowane



przy pomocy licznych kolorowych rysunkéw; co pozwala na biezace $ledzenie przebiegu
dyskusji otrzymanych wynikow.

Pierwszy etap badan strukturalnych obejmuje opis badan spektroskopowych
prowadzacych do otrzymania pelnej struktury natywnego biatka UL45.9 BHV-1 wraz z jego
zadokowaniem w bonie POCP. Otrzymane za pomoca dynamiki molekularnej dane wskazuja.
ze otrzymany model eksperymentalny r6zni si¢ od wezesniej opublikowanego w literaturze
teoretycznego modelu, co uwazam za znaczne osiagniecie. Dodatkowo otrzymana struktura
zostata zadokowana do biatka transporterowego TAP. W ten sposéb Doktorantka otrzymata 10
potencjalnych  struktur kompleksowych z ktérych wybrata trzy jako najbardziej
prawdopodobne. W kolejnym etapie do wyselekcjonowanych modeli zostal réwniez
zadokowany substrat, w ten sposob zostaly otrzymane struktury (29 mozliwych struktur)
z ktorych zostala wybrana jedna 3.1 jako najbardziej prawdopodobna zgodna z danymi
literaturowymi.

Badania majgce na celu destabilizacje/stabilizacje N-konca biatka UL49.5 poprzez
zmiang sekwencji aminokwasowych w rejonie R°RE'! wykonane przy pomocy spektroskopii
CD oraz NMR wykazaly zgodnie z oczekiwaniem destabilizowanie struktury helikalnej przez
triad¢ aminokwasowg GGG podczas, gdy zamiana w sekwencji na RRG najbardziej wydluza
a—helisg. Wprowadzenie reszt AAA stabilizuje zgodnie z oczekiwaniem strukture helikalng
i powoduje, ze jest ona dhuzsza w poréwnaniu do natywnego peptydu, ale krotsza od bialtka
z mutacja RRG. Badania peptydow zmodyfikowanych na N-koncu w regionie P3'PQ*
ze wzgledu na ich stabg rozpuszczalnosé i ich zdolnosé do agregacii zakonczyly sie
potowicznym sukcesem polegajacym na wykonaniu widm CD oraz przeprowadzeniu badan
przy pomocy dynamiki molekularnej.

Podobnie dla mutacji wprowadzonych na C-koncu w regionie R’ GRG”® zostaly wykonane
jedynie badania za pomoca spektroskopii CD oraz dynamiki molekularnej. Jednakze w tym
przypadku jak motywuje Doktorantka brak przeprowadzenia badan NMR byl podyktowany
otrzymaniem za pomoca spektroskopii dichroizmu kolowego wynikéw wskazujacych
na nieuporzagdkowang strukture peptydu. Chociaz, jak wykazaty badania wykonane za pomoca
dynamiki molekularnej tworzenie si¢ struktury helikalnej na C-korcu peptydu, dla trzech
z czterech wprowadzonych ,,mutacji komputerowych” jest mozliwe. Wedtug recenzenta okazja
potwierdzenia struktur z fragmentami AGRG, RGAG, KGKG otrzymanych za pomoca
dynamiki molekularnej przy uzyciu spektroskopii NMR byla unikatowa i jednoznacznie
moglaby potwierdzi¢ badania teoretyczne.

Badania biologiczne zaprezentowane w rozdziale zawierajacym podsumowanie wynikow
pracy wykonane na modyfikowanych peptydach wykazaly, ze N-modyfikowane fragmenty
biatka w rejonie R’RE'! majace na celu destabilizacje struktury maja maty wptyw na inhibicje
degradacji biatka TAP, co stanowi nowy oryginalny wynik, ktéry jest w opozycji do danych
literaturowych otrzymanych przez Huiyong Wei i wspotpracownikéw. Natomiast mutacja
w rejonie motywu prolinowego P*'PQ*! przyniosta pozadane zmiany, w ktorych wymiana
sekwencji na tréjpeptyd GGG oraz AAQ obnizata aktywnosé badanych peptydow jako
inhibitorow kolejno o 73.88 % oraz 68.65%. Badania biologiczne modyfikowanych
fragmentéw C-konca biatka nie zostaly wykonane prze Doktorantke, ale we wnioskach z tej
czgsci badan Autorka dysertacji odniosta si¢ do danych eksperymentalnych wykonanych
we wspolpracy z dr Andreg Lipniska oraz do danych literaturowych.



Ostatni rozdzial prac wilasnych Doktorantki przedstawia wyniki badan
konformacyjnych biatka ludzkiego UL49.5 ospy wietrznej i potpasca VZV. N-koncowy
fragment peptydu jak wynika z widm CD zmienia swoja konformacje w zaleznosci od uzytego
medium. W wodzie peptyd posiadat strukture nieuporzadkowana podczas, gdy uzycie uktadow
micelarnych wyraznie wskazuje na tworzenie si¢ struktury a—helikalnej. Niestety dla tego
fragmentu peptydu nie udalo si¢ Doktorantce zarejestrowaé widm NMR z powodu braku
sygnatéw pochodzacych od protonéw amidowych (osobiscie jestem duzym zwolennikiem
sprawdzania pH w badanych prébkach). Fragment C-koncowy biatka podobnie jak fragment
N-konca w wodzie posiada strukture nieuporzadkowang podczas gdy, w uktadach micelarnych
przyjmuje struktur¢ o-helikalng, co w tym przypadku zostalo potwierdzone badaniami
przeprowadzonymi za pomoca spektroskopii NMR. Transbtonowy fragment tego biatka zostal
przebadany w ukladach micelarnych wykazujgc tworzenie si¢ a-helisy, ktéra tak jak
w poprzednim przykladzie zostala potwierdzona za pomocg spektroskopii NMR.
Zaprezentowane badania pozwolily na porownanie fragmentéw biatka UL49.5 wirusa VZV
z BHV-1.

Podsumowujac, Doktorantka podjeta si¢ niezwykle trudnego problemu naukowego.
ktorego zrozumienie wymaga bardzo dobrego przygotowania literaturowego, a wyniki
otrzymane przez Pania mgr Natalie Karska stanowig nieoceniony wklad w badanie
mechanizméw blokowania biatka transporterowego TAP za pomocg biatka UL49.5 wirusa
VZV oraz BHV-1. Autorka dysertacji wykazala si¢ niecodzienng znajomoscig wielu technik
laboratoryjnych zaréwno podczas syntezy i oczyszczania peptydow jak rowniez znajomoscia
metod spektroskopowych CD i NMR z ktorych ta ostatnia jest szczegdlnie wymagajaca.
Dodatkowo wartym wspomnienia jest fakt, ze otrzymanie tak wielu r6znych wynikdw wymaga
niecodziennej pracowitosci i determinacji od doktoranta, ktore sg bardzo pozadanymi cechami
u osob zajmujacych si¢ badaniami naukowymi. Zdaniem recenzenta z pewnoscig ilo$¢
przedstawionych wynikow oraz zakres wykonanych eksperymentow wystarczyloby
na co najmniej dwie rozprawy doktorskie.

Z obowiazku recenzenta musz¢ rowniez wspomnie¢, ze pomimo cennego wkladu
naukowego jaki stanowi niniejsza dysertacja Doktorantka nie ustrzegla si¢ bledow jezykowych,
pomylek edytorskich oraz skrotow myslowych, o znakach interpunkcyjnych nie wspominajac,
ktorych nie mam w zwyczaju wypisywa¢ w recenzji, z tego wzgledu, ze nie wplywaja
na wartos¢ naukowa przedstawionych wynikéw uzyskanych w pracy doktorskiej.

Reasumujgc stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
Pani mgr Natalii Karskiej spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim okreslone
w ustawie z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2003 Nr 65 poz.595 z p6zn. zm.). Wnioskuj¢ do Rady
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow
przewodu doktorskiego oraz wnioskuj¢ o wyrdznienie niniejszej rozprawy doktorskiej.




