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Molecular dynamics investigation of the structure-function relationships in
proteins with examples from Hsp70 molecular chaperones, o.A-crystallin, and
sericin.

Badanie metoda dynamiki molekularnej zaleznosci miedzy struktura a funkcja
biatek na przyktadzie molekularnych chaperonow Hsp70, a A-krystaliny i

serycyny.

Autor rozprawy: Mgr Ewa Irena Gotas

Promotor rozprawy: Prof. dr hab. Jézef Adam Liwo.

Rozprawa doktorska mgr Ewy Ireny Gota$ zrealizowana zostata pod kierunkiem prof.
Jézefa Adama Liwo w Pracowni Molekularnego Modelowania, na Woydziale Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego, z wykorzystaniem infrastruktury informatycznej i serwiséw w
Pittsburgh Supercomputer Center, Argonne National Laboratory, Tréjmiejskiej Akademickiej
Sieci Komputerowej oraz Interdyscyplinarnego Centrum Modelowania Matematycznego i
Komputerowego Uniwersytetu Warszawskiego. Cze$¢ obliczen i analizy wykonywana byfa
réwniez w Baker Laboratory na Cornell University kierowanym przez prof. Harolda H.

Scherage.

Obiektem badan teoretycznych sg trzy biatka: biatko opiekunczego Hsp70 (Heat shock
protein 70kDa), oA-krystalina oraz biopolimer serycynowy. aA-krystalina spetnia funkcje
biatka opiekunczego oraz jednoczesnie petni role strukturalng w soczewce oka kregowcdw.
Przewodnim elementem badan jest wskazanie wzajemnej zaleznoSci pomiedzy strukturg i
funkcjg w w/w uktadach biomolekularnych.

Praca o objetosci 75 stron napisana jest w jezyku angielskim, zawiera wstep, sekcje

teoretyczng, opis wynikdw, streszczenie, wnioski koncowe oraz bibliografie zawierajgcg 61



cytowanych prac, jak réwniez trzy zatgczniki w postaci dwoch publikacji oraz jednej pracy
wystanej do druku - ktérych Ewa Gotas jest pierwszg autorka. Sa to:

* Ewa I. Gotas, Cezary Czaplewski, Harold A. Scheraga, Adam Liwo. Common
functionally- important motions of the nucleotide-binding domain of Hsp70.
Submitted to Journal of Chemical Theory and Computation.

» Ewa Gotas, Gia G. Maisuradze, Patrick Senet, Stanistaw Otdziej, Cezary Czaplewski,
Harold A. Scheraga, Adam Liwo. Simulation of the Opening and Closing of Hsp70
Chaperones by Coarse- Grained Molecular Dynamics. J. Chem Theory Comput. 8,
1750-1764, 2012.

» Ewa I. Gofas, Cezary Czaplewski. Computational Simulation and Analysis of a
Candidate for the Design of a Novel Silk-Based Biopolymer. Biopolymers, 101, 915-
923, 2014.

Tematyka pracy doktorskiej w pierwszej czesci dotyczy podstawowych probleméw o istotnym
znaczeniu dla zrozumienia mechanizméw regulacyjnych komoérek z funkcjonalnym udziatem
biatek opiekunczych, co do ktérych wiadomo Ze ich tradycyjna nazwa odzwierciedla jedynie
waski aspekt ich aktywnosci biologicznej. Z wykorzystaniem metod symulacyjnych MD, przy
uzyciu pola sitowego AMBER opisano w Hsp70 zachowanie poddomeny NBD (Nucleotide
Binding Domain). Po przeprowadzeniu symulacji MD trajektorie byly poddane analizie
Essential Dynamics (metoda oparta na analizie gtdéwnych sktadowych, PCA), ktdéra umozliwita
okreSlenie dynamiki biatka jako superpozycji ruchdw wyznaczonych przez wektory wiasne
macierzy  wariancji-kowariancji  wspdtrzednych.  Najistotniejsze  ruchy  odpowiadajg
najwiekszym wartosciom wiasnym. Dominujgcym ruchem okazat sie obrét sktadowych
poddomen wzgledem siebie. Uzyskano zgodnos¢ z wynikami badan NMR.

Symulacje dynamiki catego biatko opiekunczego przeprowadzone zostaty przy uzyciu
gruboziarnistego modelu oraz pola sitowego UNRES. Stan wigzania nukleotydu byt
symulowany poprzez wprowadzenie harmonicznych potencjatow ograniczajgcych na
odlegtosci w obrebie domeny NBD, odpowiadajgce stanowi niezwigzanemu badz zwigzanemu
z ADP oraz stanowi zwigzanemu z ATP. Pokazano, ze funkcja biatka Hsp70 jest okreSlona
poprzez dynamike NBD, ktéra zalezy od rodzaju zwigzanego nukleotydu oraz od oddziatywan

miedzy domenami biatka.

Jezeli chodzi o oA-krystaline przeprowadzone zostaty symulacje metodami sterowanej
dynamiki molekularnej (Steered Molecular Dynamics) z wykorzystaniem pola sitowego

AMBER. Zbadany zostat wptyw podstawienia reszty D-aminokwasu na wiasciwosci



mechaniczne oraz strukturalne biatka. Racemizacja aminokwasdw jest szkodliwym, naturalnie
zachodzacym procesem w soczewce oka, stanowigc jedng z modyfikacji postranslacyjnych
oA-krystaliny - wynikiem takich podstawien jest za¢ma oraz twardnienie soczewki, co jest
jednym z czynnikéw powodujgcych starczg dalekowzroczno$¢. W symulacjach uzyta zostata
sita rozciggajgca wzdtuz gtéwnej osi biatka. W analizie wynikow wykorzystana zostata
metoda podobna do Essential Dynamics - w tym przypadku, zamiast wspotrzednych
kartezjanskich uzyto wszakze obiektow nazwanych “ogniwami strukturalnymi”. Wektory
wiasne wynikajgce z takiej analizy korelujg site rozciggajaca z wystepujacym uktadem ogniw
strukturalnych. Ogolnym skutkiem mutacji jest zmiana sztywnosci poszczegdlinych elementéw
strukturalnych wystepujacych w biatku. Wzrost sztywnosci spowodowany jest reorganizacjg
w/w "ogniw” w stosunku do struktury natywnej. Zmniejszenie sztywnosci wywotane zostato
zanikaniem pierwotnego zestawu ogniw wystepujacych w strukturze natywnej, a w zwigzku z
tym zanikaniem korelacji tych ogniw z sitg. Nastepstwem tych procesow jest naturalnie tez

zmiana Sciezki rozwijania sie biatka.

W trzeciej czeSci pracy doktorantka zbadata oligopeptyd serycynowy oraz zaprojektowata
obiekt, ktéry nazwatbym nano-kompozytem, w sktad ktérego wchodzity monomery serycyny
oraz motyw elastyny. Serycyna (fac.) klej jedwabny, to biatko zaliczane do skleroprotein,
zlepiajgce widkna fibroinowe jedwabiu naturalnego. Zawiera do 40% reszt seryny, oraz m.in.
reszty glicyny i kwasu asparaginowego. Biomateriaty sktadajace sie z serycyny sg kruche,
natomiast struktura jedwabiu jest wysoko zorganizowana, a jej wiasciwosci fizyczne sa
zwigzane z wystepowaniem poszczegdinych motyw strukturalnych. W badaniach Doktorantka
zaprojektowata nowy biopolimer, w ktdrego sktad wchodzg monomery serycyny oraz motywu
elastyny. Wiasciwosci mechaniczne zaprojektowanego polimeru przetestowata przy pomocy

symulacji SMD.

Chciatbym podkresli¢, ze symulacje komputerowe i ich analiza przedstawione w rozprawie
zostaty zrealizowane bardzo solidnie. Przedstawione w pracy wyniki zawierajg wiele
innowacyjnych elementdéw. Mozna z calg pewnoscig stwierdzi¢, ze uzyskane wyniki
niewatpliwie przyczynig sie do lepszego zrozumienia struktury, funkcji i/lub biologicznej roli
badanych biatek. Praca napisana jest poprawnie pod wzgledem redakcyjnym i jasno jezeli
chodzi o zawartoS¢ merytoryczng. Wazniejsze wyniki dyskutowane w rozprawie zostaty w

wiekszosci opublikowane w bardzo dobrych czasopismach.



Do najwazniejszych wynikow zaliczytbym:

» Stwierdzenie, w oparciu o symulacje z wykorzystaniem $rodowiska symulacyjnego
UNRES, ze funkcja biatka Hsp70 jest okre$lona poprzez dynamike NBD, ktdra
bezposrednio zalezy od rodzaju zwigzanego nukleotydu, oraz oddziatywan miedzy
domenami biatka. Dla struktur zwigzanych z ATP wystepowata najwieksza
czestotliwo$¢ pojawiania sie struktur zwigzanych typu I. Juz po zakonczeniu badan
teoretycznych prezentowanych w tej pracy, pojawita sie pierwsza struktura DnaK

zwigzanego z ATP, ktora byta bardzo bliska strukturze obliczonej przez Doktorantke.

» Opis wptywu racemizacji na wtasciwosci mechaniczne oraz strukturalne aA-krystaliny,

ktore byty silnie powigzane z lokalizacjg wprowadzonych mutacji.

e Zaprojektowanie “jedwabnego kopolimeru” o porzadanych wilasciwosciach

mechanicznych w sktad ktdérego wchodzity monomery serycyny oraz motyw elastyny.

Pomimo ograniczonego rozmiaru, praca doktorska zawiera w sobie duzy potencjat solidnej
wiedzy pozwalajacy znacznie lepiej zrozumiec i/lub poprawi¢ strukture biatek. Bardzo
pozytywnie oceniam osiggniete wyniki w tej pracy. Modele przedstawione w rozprawie,

stanowig bardzo dobrg podstawe do dalszych badan modeli o wiekszym stopniu ztozonosci.

Mam kilka niewielkich uwag krytycznych lub dyskusyjnych. Mysl przewodnia pracy dotyczaca
struktury i funkcji badanych biatek jest czesto spotykanym schematem badan. Sadze, ze w
tym przypadku nalezato raczej podkreslic, ze wybdr biatek byt podyktowany szczegodlnie
interesujgcymi ich aspektami fizykochemicznymi i/lub biologicznymi, niekoniecznie ktadac
nacisk na ,a structure-function journey along a thematic dipole” (strona 15). Naturalnie
prawdg jest, ze aA-krystalina nalezy rowniez do tej samej klasy co Hsp70, ale w kazdym
przypadku badany byt inny aspect ich funkcjonalnosci.

Nie mogtem tez znalez¢ doktadnej sekwencji badanego biatka serycynowego. W literaturze
mowi sie raczej o catej klasie biatek serycynowych.

Chciatbym tez wyrazi¢ poglad o charakterze dyskusyjnym, ze okreslenie doktadnych relacji
struktura-funkcja, wymaga zastosowania modeli lub teorii, ktére zwierajg nie tylko relacje
chwilowe (takie jak PCA) ale korelacji zawierajgcych w sobie jawng zaleznos¢
kooperatywnych przemian strukturalnych od czasu, doktadniej moéwigc, z przesunieciem

czasowym.



Jezeli chodzi o doswiadczenie naukowe mgr Ewy Gofas to nalezy podkresli¢, ze odbyta m.in.
staze naukowych na Cornell University w laboratorium prof. H. Scheragi oraz w laboratorium
prof. L. Glassra na Curtin University w Australii. W sumie jest wspdtautorkg 11-tu publikacji
w dobrych i bardzo dobrych czasopismach naukowych. Miata réwniez 4 ustne wystgpienia na

miedzynarodowych konferencjach oraz jest wspoétautorkg 20 posterdw.

W podsumowaniu chciatbym wyrazi¢ opinie, ze rozprawa spetnia wszystkie warunki stawiane
rozprawom doktorskim, jak réwniez stwierdzam Zze mgr Ewa Irena Gofa$ posiada
odpowiednie dos$wiadczenie naukowe i wnosze o jej dopuszczenie do dalszych etapdéw

przewodu doktorskiego. Wnosze tez o wyrdznienie tej rozprawy.
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