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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Emilii A. Lubeckiej zatytulowanej ,,1D-4D NMR w analizie
struktury i konformacji biomolekul: 'od analogéw wazopresyny do drugiej cysteinowe;j
po6l-domeny katalitycznej enzymu E1 aktywujacego ubikwityne”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Emilii Lubeckiej zostala wykonana
w Zaktadzie Modelowania Molekularnego Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego pod
kierunkiem prof. dr hab. inz. Jerzego Ciarkowskiego, ktory z sukcesem eksploruje tematyke
chemii peptydow 1 bialek.

Jak wskazuje sam tytul, rozprawa ma uktad dwuwatkowy, a jej motywem przewodnim
jest zastosowanie spektroskopii NMR wraz z metodami modelowania molekularnego.
Dysertacja doktorska wykazuje klasyczny uklad podziatu tresci, sktada si¢ z 173 stron
maszynopisu, ktory zawiera VI rozdziatow, 104 rysunki oraz 284 przypisy literaturowe.

Praca porusza szeroko pojmowane korelacje pomiedzy struktura biomolekul
a ich aktywnoscig biologiczng i stanowi wartosciowy wkiad naukowy do chemii peptydow,
a w szczego6lnosci do projektowania nowych terapeutykow.

Prace rozpoczyna przeglad literaturowy na temat wykorzystania spektroskopii NMR
w analizie peptydéw i bialek wraz z rysem historycznym oraz podsumowaniem kierunkoéw
rozwoju spektroskopii NMR. W pierwszym rozdziale sa opisane parametry widma i rodzaje
eksperymentow spektroskopii NMR, w tym eksperymentéw korelacyjnych od 2D do 4D
niezbednych w nowoczesnej analizie strukturalnej peptydéw i biatek wraz z opisem procedur
analizowania widm. Ten rozdzial stanowi cenne kompendium wiedzy i ukazuje,
ze mgr Emilia Lubecka z duza swobodg omawia poszczeg6lne rodzaje eksperymentéw oraz
mozliwosci ich wykorzystania. Nastgpnie Doktorantka wprowadza czytelnika we wlasciwosci
wazopresyny i oksytocyny oraz ich syntetycznych analogéw podsumowujac tabelarycznie
zaleznosci pomigdzy aktywnoscig i strukturg przestrzenng hormonéw neuroprzysadkowych
i ich analogow. W dalszej czesci pracy zostal skrétowo opisany wplyw glikozylacji oraz
mozliwe zastosowanie uktadow micelarnych w badaniach peptydowych. Nastgpnie Autorka
opisuje krotko geneze drugiego watku dysertacji, ktorym sg badania strukturalne drugiej
cysteinowej pol-domeny katalitycznej - biatka SCCH.

W drugim rozdziale zatytulowanym ,,Cele pracy” zostaly sprecyzowane tezy dysertacji.
Pierwszym celem powzietym przez Doktorantke byla analiza strukturalna krétkich analogow
peptydow neuroprzysadkowych za pomocg spektroskopii NMR. Peptydy zostaty podzielone

na grupy w zaleznosci od modyfikacji w sekwencji lancucha peptydowego: grupa A —
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zawierajace: kwas 1-merkaptocykloheksylooctowy oraz  1-naftyloalaning (1-Nal) (dwa
zwiazki); grupa B - zawierajgce a-2-indanyloglicyne (Igl) (cztery zwiazki), z tego dwa
zawierajg kwas 3-merkaptopropionowy (Mpa); grupa C — zawierajace kwas L-o-indolino-2-
karboksylowy (L-Ica) i Mpa (dwa zwiazki) oraz grupa D - zawierajace dwa glikozylowane
peptydy. W sumie Doktorantka zaplanowata przebadanie w tej czesci pracy dziesigciu
zZwigzkow.

Drugim celem badan sformutowanym bardzo potocznie, tu cytuje: ,,celem drugiej czesci
pracy bylo przeanalizowanie widm NMR 276-aminokwasowego biatka”, byla analiza za
pomoca spektroskopii NMR biatka zawierajacego 276 reszt aminokwasowych - SCCH. Obu
celom przy$wiecal posredni cel rozprawy doktorskiej, czyli wykazanie umiejgtnosci
odpowiedniego doboru i postugiwania si¢ zaawansowanymi technikami spektroskopii NMR
w rozwigzaniu probleméw strukturalnych obu przedmiotoéw rozprawy.

Kontynuujac Autorka dysertacji wprowadza czytelnika w metodyke podjetych badan

nad analogami hormon6w neuroprzysadkowych. Jest to ciekawa czg$¢ pracy, ktora potwierdza
dobrg znajomo$¢ warsztatu wykorzystywanego w rozwigzywaniu podjetej przez mgr Lubecka
tematyki. W tym fragmencie zostaly opisane warunki eksperymentéw, struktury badanych
zwigzkow, metody analizy danych NMR oraz metody obliczeniowe i algorytmy badawcze
wykorzystywane przy opracowaniu struktur cyklicznych peptydéw. Jednakze, po przeczytaniu
fragmentu tekstu dotyczacego warunkow przeprowadzenia eksperymentow, rodzi si¢ pytanie,
dlaczego Doktorantka uzyla podczas badan tak wielu rodzajow rozpuszczalnikéw.
Czy wszystkie wybory byly podyktowane rozpuszczalnoscia peptydow?
Mysle, ze wartym zaznaczenia jest fakt, ze chociaz parametry niestandardowych reszt takich
jak: Cpa, Mpa oraz L-Nal, D-Nal zostaly wczesniej opracowane to L-Igl i D-Igl, L-Ica,
glikoOfSer oraz glikoNelys zostaly sparametryzowane oryginalnie przez Doktorantke do
obliczen struktur peptydow metodami dynamiki molekularnej.

W dalszej czesci rozdzialu zostaly opisane warunki eksperymentéw badania biatka
SCCH. Przy tak duzym wyzwaniu jakim jest przypisanie sygnalow dla 267 reszt
aminokwasowych biatka zostaty zastosowane dobrze znane w Srodowisku badan strukturalnych
biatek programy NMRPipe, CARA oraz MARS. W analizie tej makromolekuty Autorka
dysertacji wykorzystata zar6wno techniki 2D, 3D oraz 4D NMR stosujac program SPARKY
z wlasnym rozszerzeniem do opracowywania widm 4D. Przypisane przesunigcia chemiczne
jader 'H oraz *C zostaly wykorzystane do analizy struktury drugorzedowej biatka. W tym celu
zostaly zastosowane programy TALOS+ oraz CS23D, ktére bazuja na metodzie indeksu
przesunie¢ chemicznych. Dodatkowo wykorzystujac jedynie sekwencje aminokwasowg zostata
przewidziana struktura drugorzedowa za pomoca programu PSIPRED.

Rozdziat IV stanowig wyniki wiasnych badan Doktorantki, ktéry tak jak dotychczas
opisane rozdzialy jest podzielony na dwa watki badawcze. Na poczatku zostaty opisane peptydy
IiII z grupy A. Badania NMR byty wykonane w DMSO-ds. W wyniku przeprowadzonych
badan zostaty przypisane przesunigcia chemiczne 'H oraz *C NMR wszystkim aminokwasom
dla obu zwigzkéw. Oba z nich wystepuja w formie dwoch konformeréow, z ktorych
przewazajacg formg jest forma ,,frans”. Zjawisko to jest dobrze zobrazowane na rysunkach nr
43 i 44. Bardzo dobrym pomystem, ktdry zostal zastosowany przez mgr Emili¢ Lubecka jest
poréwnanie przesuni¢¢ chemicznych pochodzacych od protonow amidowych natywne;j
wazopresyny ze zwigzkami zawierajagcymi syntetyczny aminokwas o konfiguracji L i D, z



ktorego mozna zaobserwowaé selektywne zmiany, ktore dotycza czwartej reszty Gln dla
peptydu posiadajagcego w sekwencji reszte D-1-Nal. Wykres ten dobrze oddaje zmiany
strukturalne pomiedzy poréwnywanymi peptydami oraz wazopresyng. I chociaz kolejne
rozdzialy napisane sg wedlug tego samego schematu, to zabraklo mi w nich poréwnan
przesuni¢é chemicznych wzgledem natywnych peptydow. Domyslam sig, ze przyczyng braku
takich wykresow w dalszej czgsci pracy byta roznica wynikajaca z wykonania badan w réznych
warunkach eksperymentalnych. Doktorantka zidentyfikowala réwniez sygnaty typu ROE
i NOE pomiedzy protonami w resztach aminokwasowych, okreslita stale wicynale pomiedzy
protonami Hx i Ho oraz wspétczynniki temperaturowe. Ten ostatni parametr wskazuje na
mozliwe oddziatywania wodorowe NH-O=C. Przypisane sygnaly oddzialywania pomig¢dzy
protonami przez przestrzen postuzyly do optymalizacji struktury za pomoca dynamiki
molekularnej. W wyniku obliczen zostaly otrzymane rodziny konformacyjne dla zwigzku I - 5
natomiast dla zwigzku II — 6, z ktérych hastqpnie Doktorantka wybrala struktury dominujace 1
przedstawila je za pomoca projekc;ji stereo.

Kolejna grupa czterech peptydow zawierata syntetyczne reszty aminokwasowe L-Igl
(zw. III); D- Igl (zw. IV) oraz dwa analogi tych peptydéw zawierajace w pierwszej pozycji
Mpa (reszta kwasu merkaptopropionowego) zwigzki: V i VI. Badania zostaly wykonane
i opisane w tym samym schemacie jak dwa poprzednie zwigzki. Eksperymenty zostaly
wykonane w roztworze buforu fosforanowego o pH=7.,4 zawierajacym 10%D20-90%H>0 oraz
SDS-das. Doktorantka na widmach zwigzkow IV i VI zaobserwowata dwa konformery
w stosunku 5,6:1, jednakze wytlumaczenie ich pochodzenia nie bylo mozliwe. W dalszym
ciggu Autorka pracy pisze, ze przyczyna moga by¢ oddziatywania z micelg. Moim zdaniem,
aby wykluczy¢ 1lub potwierdzi¢ tego typu oddzialywania oraz ich wplyw
na obserwowanie podwdjnych sygnatéw, Doktorantka powinna wykona¢ badania w tych
samych warunkach, ale bez dodatku detergentu. Dodatkowo Doktorantka twierdzi,
ze ze wzgledu na ,zlg jakos¢ widma gHSQC” nie przypisala sygnaléw pochodzacych
od atoméw wegla '3C, nie thumaczac, co bylto przyczyng takiego stanu rzeczy. Czy to byt zbyt
krotki czas akwizycji, czy tez inne wzgledy (np. poszerzenie lub nakladanie si¢ sygnatow)?
Uktad micelarny zostal zastosowany jako uklad modelowy blony komorkowej. Jednakze,
ze wzgledu na jego dynamike model ten jest bardzo ,,zgrubny” i w takim przypadku, chociazby
dla poréwnania wynikow spodziewatbym si¢ badan bez obecnosci detergentu. Takie dane
moglyby stanowi¢ dodatkowa ceng informacj¢ oraz pozwoli¢ na pelng analiz¢ przedmiotu
badan. Struktury zwigzkéw obliczone dynamika molekularna na podstawie danych NMR
zostaly przedstawione na rysunkach 62 i 63 w formie projekcji stereo.

Nastepna grupa badanych zwigzkéw sktada si¢ z dwdch analogéw wazopresyny, ktore
maja w pierwszej pozycji wprowadzong syntetyczng reszt¢ aminokwasowa L-Ica. Dodatkowo
w jednym z nich reszta L-Arg® zostala zastgpiona aminokwasem o przeciwnej konfiguracji D-
Arg. Badania odbywaty sie¢ w uktadzie DMSO-d6 : bufor fosforanowy (10% D20-90%H-0)
o pH 7.4 (1:1) z dodatkiem DPC-ds. Fragment wynikow dotyczacy zwigzku VII jest opisany
nieprecyzyjne. Doktorantka odczytata z widma istnienie czterech konformeréw, jak stusznie
twierdzi przyczyna takiego stanu rzeczy moze by¢ izomeria cis-trans wigzania Cys®-Pro’ i/lub
Mpa'-L-Ica’ i/lub oddzialywanie z micela. Wzgledem wigzania peptydowego Mpa'-L-Ica’
gtéwny konformer pozostaje w przewadze 5:1. Tu powstaje pytanie co oznacza 1 czy to sg
wszystkie pozostate konformery, ktére maja konformacje cis? Ze wzglgdu na wiele pobocznych
konformerow, rowniez w tym przypadku twierdzg, ze powinny zosta¢ wykonane badania bez



udzialu detergentu w celu ustalenia pochodzenia poszczegdlnych struktur. Podobnie jak dla
poprzednich zwigzkoéw nie zostaty przypisane sygnaly *C NMR, tym bardziej jest to dla mnie
niejasne, ze dla analogu VIII w tych samych warunkach sygnaty '*C zostaly przypisane.
W przeciwienstwie do analogu VII zawierajacego reszt¢ L-Arg zwigzek VIII wykazal
obecnos¢ jednego konformeru z wigzaniem cis peptydowym pomigdzy resztami Mpa!-L-Ica’
wraz

z pozostalymi wigzaniami trans. Doktorantka wykorzystata sygnaty korelacyjne NOE
znalezione dla obu peptydéw do obliczen struktur dynamika molekularng peptydéw, w wyniku
czego zostaly wyodrebnione po trzy rodziny konformacyjne. Rzeczywiscie, zmiana
konfiguracji L na D reszty Arg niesie za soba znaczace zmiany strukturalne nie tylko
na widmach NMR, ale réwniez w strukturach otrzymanych za pomoca obliczen teoretycznych.
Badania w ukladzie micelarnym wykazaly réwniez rozbieznosci w oddzialtywaniach
z detergentem. )

Ostatnia grupa zwigzkéw stanowi wedlug mnie najciekawsza strukturalnie grupe
peptydow. Pierwszym z nich jest analog wazopresyny, zawierajacy w pozycji 6smej reszt¢ Arg
wymieniong na glikoNeLys (zw. IX), natomiast w drugim analogu oksytocyny reszta Gln
zostala zastgpiona glikoOfSer (zw. X). Jednak zaskakujagcym dla mnie byl wyboér jeszcze
jednego rozpuszczalnika, ktorym byt 2,2,2-trifluoroetanol (TFE). Mogg si¢ tylko domysla¢, ze
wybor ten byt podyktowany rozpuszczalnoscia peptydow, chociaz w przedstawionej dysertacji
nie znalaztem takiej informacji. Oba peptydy na widmach "H NMR wykazaty oprécz gléwnego
ukfadu spinowego réwniez poboczne uklady spinowe, ktére moga $wiadczy¢ o istnieniu w
réownowadze kilku konformerdéw. Schemat badawczy we wszystkich przypadkach jest ten sam.
7 tego wzgledu, ze Autorka pracy nie potrafita wytlhumaczy¢ przyczyny powstawania
konformeréw sugerowalbym wykonanie badan analogéw peptydowych bez reszt cukrowych
lub wykonanie pomiar6w NMR w innych rozpuszczalnikach (o ile byto to mozliwe ze wzgledu
na rozpuszczalnos$¢ zwigzkow). Doktorantka wykonata réwniez obliczenia struktur za pomocg
modelowania molekularnego, ktére doprowadzity do wyznaczenia dominujgcych rodzin
konformacyjnych: dla peptydu IX - trzech, natomiast dla peptydu X - jednej.

We fragmencie pracy, ktory dotyczyt badan nad biatkiem SCCH Doktorantka wykazata
bieglo$¢ w wykorzystywanych przez nia technikach NMR, za pomoca ktérych zostat
zanalizowany drugi przedmiot badan. Uzywajac technik 3D oraz 4D spektroskopii NMR wraz
z odpowiednimi programami komputerowymi mgr Emilia Lubecka przeprowadzila zar6wno
analize struktury pierwszorzedowej jak i drugorzedowej biatka, pomimo braku opisania
za pomocg metody NMR wszystkich reszt aminokwasowych. Szczegdlnie waznym jest fakt
wykazania przez Doktorantke, ze otrzymana poprzez nig struktura zawiera w ponad 50 %
strukture helikalng i pod tym wzgledem jest zgodna z danymi krystalograficznymi.
I to osiggniecie w moim odczuciu §wiadczy o jej wysokich kompetencjach w postugiwaniu si¢
zaréwno technikami NMR jak i metodami rozwigzywania struktur.

Wyjasnienia wymaga jedynie pewna niescistos¢. Mianowicie w celu pracy Doktorantka
wyznaczyla sobie za zadanie ,stworzenie aplikacji rozszerzajgcej dziatanie popularnego
programu do graficznej analizy widm NMR — program SPARKY- o metode przypisywania
sygnaléw alifatycznych tahcuchéw bocznych wykorzystywanych przeze mnie widmach 4D.:
HCCH-TOCSY oraz CN-NOESY” po czym pisze w rozdziale ,,Wyniki badan”, ze ,.,0ba
wykonane przeze mnie rozszerzenia funkcjonalnosci programu SPARKY byly przedmiotem
mojej pracy inzynierskiej....”. By¢ moze w trakcie realizacji rozprawy doktorskiej mgr Emilia



Lubecka dokonata modyfikacji wczesniej napisanych rozszerzen programowych. Fakt ten
wymaga jednak wyjasnienia.

Rozdziat V ,Dyskusja wynikow” rozpoczyna dyskusja wynikow otrzymanych
w trakcie badan nad cyklicznymi peptydami. Pomimo tego, Ze ten fragment pracy jest napisany
bardzo syntetycznie to dyskusja jest przeprowadzona dobrze. Autorka dysertacji omawia
korelacje pomiedzy poszczegdlnymi zmianami w peptydach a ich aktywnos$cig biologiczna.
W ostatnim fragmencie tego rozdziatu Doktorantka omawia wyniki dotyczace struktury biatka
SCCH i tu zostatem zaskoczony dwoma stwierdzeniami, ktére cytujg: .,...... Dopiero wtedy
byltoby mozliwe przypisanie i scatkowanie sygnatow korelacyjnych na widmach NOESY,
wyznaczenie odleglosci migdzyprotonowych (zgodnie ze schematem zamieszczonym we
Wstepie, Rys3, s. 11), a nastgpnie wyznaczenie wiarygodnej i petnej struktury przestrzennej”,
a nastepnie pisze ,,Struktura samego biatka SCCH nie byla gtownym celem realizowanego
projektu, tylko celem posrednim do uzyskania struktury kompleksu SCCH-ubikwityna.....”.
Pierwszy cytat moze $wiadczyé o duzej samokrytyce Doktorantki, natomiast drugie
z przytoczonych zdan tacznie z caltym akapitem moim zdaniem powinno si¢ znalez¢ w celu
pracy. Ogélnie w tym rozdziale stanowczo odczulem brak schematéw i rysunkow, ktore
w znacznym stopniu moglyby zwizualizowa¢ otrzymane wyniki i ulatwi¢ przez to ich
interpretacje. Ostatni rozdziat pracy stanowi podsumowanie osiagni¢¢ Doktorantki.

Jak juz wczeséniej napisalem uklad pracy jest przejrzysty i wida¢, ze jest przemyslany,
chociaz wymagatby w niektorych miejscach rysunkow i dodatkowych komentarzy, ktore
zapobieglyby cigglemu wertowaniu pracy w poszukiwaniu réznego rodzaju informacji.
Wszystkie cele pracy zostaty osiggnigte. Za szczegdlnie cenne uwazam dokonania Doktorantki
w opisaniu struktur peptydéw cyklicznych oraz ciekawym rozwazaniom na temat struktura-
aktywnos¢ biologiczna.

Podsumowujac praca jest napisana przejrzyscie poza pewnymi fragmentami, ktore
przytoczytem powyzej oraz takimi, ktorych nie wypisatem i ktore nie wplywaja na jej warto$¢
naukowa.

Warto zaznaczy¢, ze do tej pory wyniki badan Doktorantki ukazaty si¢ w postaci trzech
publikacji i kilku komunikatéw konferencyjnych.

Reasumujgc stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
Pani mgr Emilii Lubeckiej spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim okreslone
w ustawie z dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z 18 kwietnia 2003 z p6zniejszymi
zmianami i uzupelnieniami) ,,O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach
i tytule w zakresie sztuki” i wnioskuj¢ do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego
o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Wroctaw, 05.03.2014 roku




