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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Emilii Agnieszki Lubeckiej zatytutowanej
»1D-4D NMR w analizie struktury i konformacji biomolekut: od analogéw wazopresyny do drugiej
cysteinowej pét-domeny katalitycznej enzymu E1 aktywujgcego ubikwityne”
wykonanej w Zaktadzie Modelowania Molekularnego Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdariskiego pod
kierownictwem prof. dr hab. inz. Jerzego Ciarkowskiego.

Sposdb dziatania peptydéw i biatek oraz ich wiasciwosci biologiczne $ciéle zalezg od ich struktury
przestrzennej (3D). Znajomos$¢ struktury 3D tych bioczasteczek umozliwia poznanie kluczowych
mechanizméw reakgji biochemicznych (np. widzenie czy skurcze migéni), okreslenie miejsc aktywnych i
miejsc wigzacych w biatkach, poznanie przyczyn powstawania wielu choréb (np. anemia sierpowata,
mukowiscydoza czy choroba Alzheimera) oraz projektowanie skutecznych lekéw. Znajomo$¢ struktury
3D peptyddw i biatek pozwala na zrozumienie wielu proceséw komérkowych, od transportu po regulacje
cyklu komoérkowego. Obecnie, poznanie struktury przestrzennej peptydu lub biatka na poziomie
atomowym jest mozliwe dzigki wykorzystaniu technik eksperymentalnych takich jak krystalografia
rentgenowska oraz magnetyczny rezonans jadrowy (NMR). Pierwsze struktury biatek o wysokiej
rozdzielczoéci uzyskano metody krystalografii rentgenowskiej w latach 60-tych i byly to struktury
mioglobiny i hemoglobiny. Od tamtej pory rozwigzano eksperymentalnie wiele struktur biatek,
najczeéciej metodg krystalografii. Technika NMR jest o wiele bardziej uzyteczna do okreélania struktury
przestrzennej peptydow (a wtasciwie do okreslania ich réwnowagi konformacyjnej w roztworze) i biatek
w $rodowisku zblizonym do warunkéw natywnych w komérce. Inne techniki eksperymentalne takie jak
dichroizm kotowy (CD), spektroskopia w podczerwieni (FTIR), spektrometria mas (MS), fluorescencja czy
kalorymetria s bardzo uzyteczne w badaniach nad strukturg drugorzedowa czy nad wptywem
czynnikdw wewnetrznych (np. mutacje) i zewnegtrznych (tj. temperatura, pH, cinienie, sita jonowa,
obecnos$¢ metali, rodzaj rozpuszczalnika itd.) na strukture przestrzenna. Z pomocy przychodza réwniez
techniki teoretyczne, dzigki ktérym mozliwe jest poznanie niskorozdzielczych struktur natywnych biatek.
Zaletg tych technik jest mozliwos¢ badar in silico bez konieczno$ci wykonywania czesto niemozliwych
lub bardzo kosztownych badan eksperymentalnych. Metody chemii obliczeniowej utatwiajg lub
umozliwiajg wyznaczanie struktur przestrzennych biomolekut na podstawie danych NMR.

Wykorzystanie techniki NMR oraz metod chemii obliczeniowej do wyznaczania struktur przestrzennych
peptydéw i biatek (lub ich komplekséw) stanowig podstawowe narzedzie badawcze w stosunku do
réznych bioczasteczek najpowazniejszych o$rodkéw na calym Swiecie. Jednym z zespotéw
wykorzystujgcym te techniki jest grupa Pana Prof. dr hab. inz. Jerzego Ciarkowskiego z Wydziatu Chemii
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Uniwersytetu Gdarnskiego, ktéra od wielu lat prowadzi badania strukturalne hormondéw
neuroprzysadkowych oraz ich analogéw w kontekscie ich aktywnosci biologicznej. Wnikliwa analiza
wielu analogéw tychze hormonéw pozwala w konsekwencji na wnikliwe poznanie zaleznosci struktura -
aktywnos¢ biologiczna potencjalnych lekéw, co z kolei umozliwia projektowanie nowych, coraz to
skuteczniejszych farmaceutykéw. Takie podejscie do zaplanowanych badan przyjeta takze Doktorantka
stawiajac sobie za cel charakterystyke strukturalng dziesigciu analogéw hormondéw neuroprzysadkowych
tj. wazopresyny (AVP/VP) i oksytocyny (OT), z wykorzystaniem techniki NMR oraz technik
obliczeniowych. Obiektem zainteresowania Doktorantki staty si¢ hormony neuroprzysadkowe z powodu
ich duzego znaczenia farmakologicznego, gdyz zaburzenia ich dziatania pociagajg za sobg rézne stany
patologiczne. 'Niedobdr AVP  powoduje .moczéwke prosta, ktérg leczy sie podajac pacjentom
wazopresyne, a wiasciwie jej superagoniste dDAVP. Trwajq obecnie prace nad opracowaniem nowych
zwigzkéw chemicznych ‘o wiasnosciach ‘agonistycznych, i wygodniejszych farmakologicznie, np.
podawanych doustnie lub w postaci aerozolu. Prace nad poszukiwaniem nowych, bardziej skutecznych
lekéw, mogg przyspieszy¢ badania konformacyjne naturalnych peptydéw i ich analogéw. Mozna w ten
sposob ograniczy¢ ilo$¢ poszukiwanych modyfikacji strukturalnych.

Dodatkowym ' celem badawczym realizowanym przez Doktorantke byto okreslenie struktury
przestrzennej biatka E1, enzymu systemu ubikwityna-proteasom. System ten jest jednym z giéwnych
szlakow selektywnie degradujacych biatka komérkowe i regulujacych wigkszo$é proceséw kluczowych
dla zachowania homeostazy komérki. Degradacji proteosomalnej ulegajg miedzy innymi biatka
odpowiadajace za transdukcje sygnatu oraz regulacje metabolizmu, cyklu komérkowego i apoptozy.
Proteasom jest gidwng czescig systemu okreslanego jako system ubikwityna-proteasom (UPS). Biatka
przeznaczone do degradacji proteosomalnej sa najpierw rozpoznawane i oznaczane przez przytaczenie
ubikwityny (Ub). Proces ubikwitynacji jest kilkuetapowy i obejmuje na poczatku aktywacje Ub przez
enzym E1. Wiaénie strukture tego enzymu, a wiasciwie jego fragmentu, zawierajacego katalityczna
cysteing (SCCH) wyznaczata Doktorantka, uzywajac do tego celu technike NMR.

Rozprawa mgr Emilii Agnieszki Lubeckiej to obszerny materiat teoretyczny i do$wiadczalny zawarty na
173 stronach podzielonych na 6 typowych dla rozpraw doktorskich rozdziatéw tj.: wstep teoretyczny,
cele pracy, metodyka badar, wyniki badan, dyskusja wynikéw oraz podsumowanie, po ktérym znajduje
sig wykaz skrotéw i symboli oraz bibliografia. Wstep zajat autorce jedynie 33 strony, co z jednej strony
zaktdca nieco proporcje catej rozprawy z drugiej jednak w sposéb bardzo przystepny i skrétowy opisuje
podstawy spektroskopii NMR i jej zastosowanie do analizy peptydéw i biatek w roztworze. Kandydatka
drobiazgowo wyjasnia procedure analizowania widm peptydéw i biatek oraz opisuje jakie informacje
strukturalne mozna uzyska¢ z poszczegélnych technik NMR oraz jakie nalezy stosowaé procedury
podczas wyznaczania struktury peptydéw z wykorzystaniem wigzéw NMR. Niestety, Doktorantka, chcac
zapewne unikng¢ dodatkowych opiséw w tekscie, skomasowata te informacje na schemacie (Rysunek 1)
oraz w Tabeli 2, co sprawito ze ta bardzo istotna czgs¢ pracy stata si¢ mato czytelna. W rozdziale tym
Doktorantka syntetycznie ujeta réwniez najwazniejsze informacje na temat hormonéw
neuroprzysadkowych, gdzie w sposéb bardzo skrupulatny opisata wptyw okreslonych modyfikacji
chemicznych na strukture oraz ich aktywno$¢ biologiczng. We wstepie rozprawy doktorskiej znajduje sie
réwniez podrozdziat poswigcony roli enzymu E1 w systemie UPS. Opis ten jest réwniez bardzo skrétowy
i przedstawia najwazniejsze informacje dotyczace enzymu E1. Niestety czytelnik, bez dodatkowego
wyjasnienia, zaczyna sig zastanawia¢ nad celowoscig opisu w rozprawie roli biatka E1.
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Hormony neuroprzysadkowe wigzq sig z zewnatrzkomérkowg czescig receptoréw btonowych, podczas
gdy biatko E1 uczestniczy w szlaku proteosomalnej degradacji biatek. Brak dodatkowych wyjasnien
nadaje tej czesci rozprawy nieco niespdjny i dychotomiczny koncepcyjnie charakter a czytelnik zostaje
wttoczony w dwa niezalezne watki z zycia komérki, jeden — hormonalno-peptydowy i drugi -
degradacyjno-biatkowy. Ze szczegbélnym zainteresowaniem przeczytatam podrozdziat z czesci wstepu
rozprawy doktorskiej zatytutowany , Kierunki rozwoju spektroskopii NMR”. Chcac zaspokoi¢ swa nieco
zastang w tym zakresie wiedze dowiedziatam si¢ jakie sg gtéwne ograniczenia w kierunkach rozwoju
spektroskopii NMR. Bardzo spodobato mi sie¢ umieszczenie takiego rozdziatu w rozprawie. Doktorantka
pokazata w nim perspektywy zastosowania spektroskopii NMR do badan strukturalnych biomolekut, po
éwczesnym uporaniu si¢ z problemami natury ekonomicznej i technicznej (tj. wysokie koszty pomiaréw
widm NMR i ograniczenia programistyczne).

W rozdziale opisujagcym cele pracy, Doktorantka nadal utrzymywata czytelnika. w koncepcji dwdch
niezaleznych watkéw swojej rozprawy, jeden — hormonalno-peptydowy i drugi — degradacyjno-biatkowy.
Jasno przedstawita dwa, niezalezne cele swojej pracy doktorskiej dotyczace analizy strukturalnej
krétkich peptydéw — analogéw hormondéw neuroprzysadkowych oraz analizy strukturalnej biatka — p6t-
domeny « katalitycznej enzymu E1 aktywujgcego mysig ubikwityne (SCCH). Oba cele badawcze
Doktorantka stusznie powigzata technikg NMR, czyli umiejetnoscia doboru i postugiwania sie
zaawansowanymi technikami spektroskopii NMR w analizie strukturalnej peptydéw i biatek.

W rozdziale poswigconym metodyce badari Kandydatka w sposéb zwiezty scharakteryzowata
wykorzystywane techniki NMR i opisata stosowane procedury w rozwigzywaniu wielowymiarowych
widm NMR i ustalaniu wigzéw NMR. Skrupulatnie opisata réwniez stosowane procedury obliczeniowe.
Wiele fragmentéw tej czesci rozprawy powinno moim zdaniem znalei¢ si¢ w czesci teoretycznej
rozprawy doktorskiej, jak przyktadowo podrozdziat ,Przesunigcie chemiczne”, ,lzomeryzaja cis-trans”,
»Analiza sekwencyjna” czy ,Przypisanie alifatycznych taricuchéw bocznych”. Jednak zdaje sobie sprawe,
iz przeniesienie tych podrozdziatéw do czesci teoretycznej pracy wigzatoby sie ze znacznie szerszym ich
opisem niz w metodyce badan. Spowodowatoby to by¢ moze niepotrzebne zwigkszenie objetosci czesci
teoretycznej rozprawy doktorskiej a takze powielanie w znacznej mierze informacji z ksigzek. Dlatego,
rozwigzanie na ktére zdobyta sie Doktorantka jest w peini uzasadnione oraz wygodne, gdyz
bezposrednio wigze teori¢ z praktyka. Dopiero w tymze rozdziale Doktorantka ujawnia pochodzenie
koncepcyjne watku degradacyjno-biatkowego swojej rozprawy. W tym rozdziale napisata, iz badania nad
strukturg biatka SCCH byly i s3 realizowane przez Dr Igora Zhukova, u ktérego przebywata na stazu
naukowym w Slovenian NMR Centre w Lublanie. Prace nad strukturg biatka SCCH Doktorantka
kontynuowata po powrocie do Gdarska, stad mozna sig byto domysle¢, dlaczego w rozprawie
doktorskiej pojawit sie drugi, niezalezny temat badawczy zwigzany z biatkiem SCCH. W tej czesci
rozprawy doktorskiej Doktorantka opisata réwniez i uzasadnita prace jakie przeprowadzita nad
rozszerzeniem funkcjonalnosci programu SPARKY (program do analizy wielowymiarowych widm NMR).
Doktorantka, w ramach swojej pracy inzynierskiej na Politechnice Gdarskiej utworzyta program o nazwie
ScA4D do przypisywania sygnatéw alifatycznych taricuchéw bocznych. Program ten przetestowata na
widmach 2D, 3D oraz 4D NMR biatka SCCH a wyniki wykorzystata podczas oznaczenie struktury
przestrzennej biatka SCCH. Podsumowujac rozdziat poswigcony metodyce badarh mozna z catg
pewnoscia stwierdzi¢, iz Doktorantka zdobyta doskonaty warsztat badawczy w zakresie jedno i
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wielowymiarowych technik NMR, technik obliczeniowych, doskonale orientuje sie réwniez w zakresie
specjalistycznego oprogramowania do analizy widm NMR, ustalania struktury drugorzedowej na
podstawie przesunig¢ chemicznych, do obliczania i analizy struktur peptydéw czy do parametryzacji
niestandardowych reszt aminokwasowych (SPARKY, TALOS+, CS23D, NMRPipe, CARA, MARS, AMBER i
inne).

W Dyskusji wynikéw Autorka w sposéb syntetyczny wymienia najwazniejsze spostrzezenia wynikajace z

przeprowadzonych badan osobno dla watku hormonalno-peptydowego i osobno dla watku
degradacyjno-biatkowego. Wyniki badari konformacyjnych zaréwno dla analogébw hormondéw
neuroprzysadkowych jak i dla biatka SCCH zostaty przed Doktorantke opisane bardzo syntetycznie, i
skrupulatnie. Wtasciwie zostaty przedstawione wyniki z pomiaréw NMR, prawidtowo przeanalizowane
struktury oraz wyniki z badan dynamiki molekularnej. Praca zawiera réwniez wiele rysunkéw i
schematéw utatwiajgcych analize ‘uzyskanych przez Doktorantke wynikéw. Wiekszoéé z osiggnieé
Kandydatki oceniam bardzo wysoko, a zwfaszcza:

e Kompletne ustalenie struktury dziesieciu analogéw hormonéw neuroprzysadkowych w roztworze z
podaniem petnej ich charakterystyki strukturalnej oraz zdefiniowaniem oddziatywar stabilizujgcych ich
struktury w odniesieniu do ich aktywnosci biologicznej oraz w odniesieniu do struktur innych analogéw
hormonéw neuroprzysadkowych,

e Ustalenie i analiza struktury trzeciorzedowej biatka SCCH na podstawie danych NMR. Uzyskana
struktura NMR biatka SCCH praktycznie pokrywa sig¢ ze strukturg krystalograficzng tego biatka, co
wskazuje na uzyskanie bardzo dobrego warsztatu w zakresie ustalania struktur biatek na podstawie
danych NMR,

¢ Dokonanie petnej charakterystyki spektralnej i strukturalnej analizowanych analogéw i biatka SCCH
(jedno i wielowymiarowe widma NMR, przesunigcia chemiczne, wartosci katéw torsyjnych, odlegtosci
migdzyprotonowe, wigzania wodorowe, parametry dynamiczne),

e Zastosowanie stworzonej przez siebie aplikacji SCA4D, stuzgcej przypisywaniu sygnatéw alifatycznych
taricuchéw bocznych aminokwaséw w biatku.

W Podsumowaniu Doktorantka przedstawita swéj dorobek naukowy, ktéry obejmuje trzy publikacje z
listy filadelfijskiej (opublikowanych w Biophysical Chemistry, Chemical Biology & Drug Design, Journal of
Peptide Science), jedng prace w materiatach zjazdowych oraz pie¢ posteréw z konferencji naukowych.
Rozprawe koriczy Wykaz skrétéw i symboli oraz Bibliografia obejmujgca 284 pozycje literaturowe.

Rozprawa napisana jest poprawnie i zrozumiale. Niektére moje watpliwosci, kwestie dyskusyjne oraz
uchybienia wymieniam ponizej:

e Na Rysunku nr. 1 nalezatoby zaznaczy¢, iz informacje o geometrii wigzania peptydowego réwniez
stanowig informacje do ustalenia zbioru ,wiezéw NMR”,

e Na stronie 10 istnieje zapis, iz probki znakowane izotopowo zwigkszajg koszty oraz wydtuzajg
procedurg syntezy. W jaki sposéb zastosowanie znakowanych izotopowo komponentéw wydtuza
procedure syntezy?
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e Co Doktorantka rozumie pod pojeciem -mostka w strukturze biatka SCCH?

¢ Dlaczego badania strukturalne analogéw hormondéw neuroprzysadkowych nie zostaty przeprowadzone
w identycznych warunkach (rézne rozpuszczalniki, rézne micele)?

e W jaki sposéb nalezatoby uzasadni¢ wybér rozpuszczalnika TFE w badaniach konformacyjnych
analogéw hormonéw neuroprzysadkowych?

e Badania nad biatkiem SCCH nie zostaty ukoriczone o czym wspomina sama Doktorantka. Struktura
biatka zostata ustalona w zasadzie wytgczne na podstawie przesunie¢ chemicznych w biatku. Jednak
uzyskana struktura powinna by¢ wedtug Recenzenta lepiej przedyskutowana w aspekcie jej wptywu na
proces aktywacji ubikwityny przez enzym E1,

e W pracy znalaztam kilka btednych okreslen, oraz (prawdopodobnie) przejezyczen: Co oznacza zdanie
na str. 29 ,,...moZe dostarczyc pewnych przestanek co do wedréwki hormondéw neuroprzysadkowych...”?
Niefortunne jest tytufowanie rozdziatéw i podrozdziatéw skrétami np.: SCCH lub TAV-MD itp.; str. 40
jest ,obecnosci micel” a powinno by¢ raczej ,,obecnosci miceli”; str. 47. dlaczego reszty aminokwasowe
charakteryzuja sig réznymi uktadami spinowymi taricuchéw bocznych?; na stronie str. 56 niefortunne
jest sformuowanie: ,,/Innym rodzajem zgiecia ktdre nierzadko wystepuje w peptydach i biatkach jest
zgiecie jest jednak ono znacznie mniej popularne niz [-zgiecie”, czy y-zgiecie moze byé popularne?

Przytoczone uwagi krytyczne oraz kwestie dyskusyjne nie majg istotnego charakteru i nie podwazajg w
zadnej mierze wartosci rozprawy i mojej bardzo pozytywnej jej oceny. Reasumujgc, uwazam, ze cel
pracy zostat zrealizowany, a postawione przez autorke tezy znalazty potwierdzenie. Rozprawa mgr Emilii
Agnieszki Lubeckiej zawiera bogaty, solidny i wartosciowy materiat doswiadczalny uzyskany dla
otrzymanych peptydéw i biatka SCCH, a Kandydatka wykazata sie¢ ponadto znajomoécig wielu technik
NMR i biegtoscig w technikach obliczeniowych.

Biorgc pod uwage powyisze fakty z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedtozona do oceny
rozprawa spetnia ustawowe i zwyczajowe kryteria stawiane rozprawom doktorskim i wnosze do Rady
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdarskiego o dopuszczenie mgr Emilii Agnieszki Lubeckiej do dalszych
etapoéw przewodu doktorskiego.
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