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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Doroty Anny Kubiak pt. ,,Synteza oraz badania
konformacyjne fragmentow peptydowych tworzacych zwroty w wybranych bialkach oraz

ustalenie sposobu wigzania tych fragmentow bialek z jonami Cu(Il) i Zn(II)”

Praca doktorska Pani mgr Doroty Anny Kubiak zostata wykonana pod kierunkiem dr hab. Joanny
Makowskiej prof. U.G. z Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego. Tematem pracy sa badania
konformacyjne, stabilnosciowe oraz koordynacyjne peptydow pochodzacych ze zwrotoéw wybranych biatek.
Zrozumienie molekularnych podstaw rzadzacych procesami tworzenia petli biatkowych, ich wptywu na
strukture biatka oraz jego stabilno$¢ a takze wtasciwosci wigzania jonow metali jest kluczowe z naukowego
punktu widzenia co czyni tematyke istotng i intersujaca.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska liczy 175 stron i zostata przygotowana w klasycznym
uktadzie pracy eksperymentalnej zawierajacej wstep teoretyczny, cel pracy, materialty 1 metody badan,
wyniki badan i1 dyskusj¢ oraz podsumowanie uzyskanych rezultatéw. Do pracy dotaczone jest streszczenie
w jezyku polskim oraz angielskim. Rozprawa zawiera rOwniez wykaz uzywanych skrotow i symboli. Spis
literaturowy obejmuje 175 pozycji opublikowanych glownie w ostatnim dwudziestoleciu.

Wstep pracy, liczacy 22 strony, zostat podzielony przez Autorke na trzy istotne dla pracy tematy
dotyczace mechanizmu faldowania biatek, roli miedzi i cynku w organizmie cztowieka oraz chordb
neurodegeneracyjnych, z czego pierwszy podrozdzial najbardziej odpowiada tematyce rozprawy doktorskiej.
W rozdziale tym zostal opisany proces zwijania biatek z ciekawg prezentacjg hipotez dotyczacych tej

tematyki w ujeciu chronologicznym. Opis ten bylby bardziej przydatny czytelnikowi pracy doktorskiej Pani




mgr Kubiak gdyby zawieral podstawowe informacje dotyczace tworzenia si¢ struktur drugo- i
trzeciorzedowych ze szczegdlnym naciskiem na opis wigzan wodorowych i oddzialywan hydrofobowych,
ktore jak si¢ okazuje na dalszych stronach rozprawy, stanowig podstawe interpretacji uzyskanych wynikow.
W rozdziale tym brakuje mi rowniez opisu tego, w jaki sposob jony metali wptywaja lub reguluja tworzenie
si¢ struktur wielorzedowych w biatkach i jak wygladajg mechanizmy faldowania zaleznego lub niczaleznego
od jonow metali w ujeciu energetycznym, tak waznym dla struktury i stabilnos$ci metalobiatek. Zamiast tego
Doktorantka przedstawia krotki opis poswiecony wiasciwosciom kompleksotworczym peptydow, ktory jest
mato przydatny w ujgciu tego, co w pracy doktorskiej faktyczne si¢ znajduje. Niedosyt tego nadrabia
natomiast rozdzial po§wigcony roli miedzi i cynku u cztowieka, gdzie Autorka przedstawia do$¢ rzetelnie
podstawowe informacje na temat roli biologicznej, homeostazy, witasciwosci chemicznych oraz
reaktywnosci miedzi. Informacje dotyczace cynku zostaty jednak potraktowane po macoszemu i cigzko si¢
z tego rozdzialu dowiedzie¢ cokolwiek na temat tego pierwiastka i jego roli. Najbardziej zaskakujacy jest
rozdziat poswigcony buforom biologicznym, w ktorym opisane sg po krotce bufory Gooda ale trudno z tresci
zrozumie¢ czemu ma shuzy¢ ten opis. Domyslam si¢, ze Autorka chciata przyblizy¢ dwa istotne dla badan
ITC bufory takie jak MES i bufor dimetyloarsenowy. Informacje na ten temat mogly znalezé si¢ z
powodzeniem w cze$ci metodologicznej pracy. Rozdzial wienczy krotka charakterystyka i opis znaczenia
peptydéw poliargininowych przydatny dla calo$ci pracy.

Potstronicowy cel pracy do$¢ jasno opisuje najistotniejsze cele badan dotyczace syntezy peptydow, choé
nie jest jasne jakich, ich charakterystyki fizykochemicznej z uzyciem wymienionych metod oraz zbadanie
oddziatywan wybranych fragmentow peptydowych z jonami Cu(Il) i Zn(II) przy zastosowaniu metody ITC.
By zapobiec pytaniu: jakich peptydow, z jakich biatek? Autorka mogla z powodzeniem przenies¢ kolejny
rozdzial dotyczacy biatek wykorzystywanych w badaniach do cze¢sci teoretycznej pracy. Tymczasem
rozdziat ten zawiera minimalne wrgcz informacje dotyczace biatek FBP28, 1gGloraz hPinl i catkowity brak
informacji dlaczego Doktorantka wybrata takie, a nie inne obiekty badan. Nie przedstawita rowniez
informacji co byto powodem wyboru takich sekwencji a nie innych, ich dlugo$ci oraz powodow badania

peptydow z substytucjami poszczegdlnych reszt aminokwasowych. Dopiero w ostatnim zdaniu rozdziatu



czytelnik dowiaduje sie, ze sg to peptydy bogate w reszty argininowe 1 z tego tytutu zostaly wybrane za cele
molekularne.

Rozdziat poswiecony materiatom i metodom nie budzi wiekszych zastrzezen i napisany jest do$¢ typowo
dla rozpraw doktorskich na kierunku chemicznym. Poza opisem syntezy peptydéw Autorka umiescita tu
rozdziat poswiecony miareczkowaniom potencjometrycznym, skaningowej kalorymetrii DSC, spektroskopii
dichroizmu kotowego, spektroskopii NMR wraz z dynamikg molekularng oraz izotermicznej kalorymetrii
miarczekujacej (ITC). W licznych miejscach rozdziatu znajduje si¢ informacja, ze Doktorantka zlecita pewne
pomiary lub zostalty one wykonane przez podane osoby. Dla jasnosci obrazu prosze o informacje, co
faktycznie zostato zrealizowane przez Doktorantke podczas prowadzania badan i interpretacji wynikow. W
opisie miareczkowania potencjometrycznego nie znalaztem informacji w jakim zakresie potencjatu
roboczego lub pH byty przeprowadzane badania. Najwazniejsze jednak pytanie dotyczy tego, dlaczego
majac w rgku tak elegancka metod¢ Doktorantka nie wykonata badan potencjometrycznych dla
poszczeg6lnych peptydow z jonami Cu(Il) 1 Zn(II), a zamiast tego skupiata si¢ jedynie na badaniach samych
peptydow? Nie widze wigkszych problemoéw z analizg danych takich miareczkowan a Doktorantka dzieki
dopasowaniu odpowiednich modeli mogta uzyska¢ niezalezne informacje na temat stechiometrii oraz
stabilno$ci tworzacych si¢ peptyddow w postaci staltych niezaleznych od pH, a mogty one postuzy¢ do
obliczen statych warunkowych, ktore zostalty przez doktorantk¢ wyznaczone jedynie metodg ITC. Z lektury
pracy nie jest dla mnie jasne dlaczego badania potencjometryczne zostaly wykonane w rdéznych
temperaturach skoro Autorka praktycznie nie analizuje tych danych w swojej pracy. Z powodzeniem state
PKa zmierzone w roéznych temperaturach mogly postuzy¢ do obliczen parametréw termodynamicznych
poszczegolnych reakcji dysocjacji co mogto by¢ przydatne dla interpretacji innych pomiarow. Ponadto opis
poswigcony spektroskopii NMR i1 dynamice molekularnej budzi pewne formalne zastrzezenia. Poza
podstawowymi informacjami na temat powyzszych metod Autorka w rozdziale tym umieszcza réwniez
szereg wynikow wiasnej pracy. Podejscie takie stosowane jest czeSciej w publikacjach naukowych nizli w
rozprawach. Kolejne moje zastrzezenie budzi podejscie do analizy miareczkowan ITC z jonami Cu(ll).
Autorka w tek$cie informuje i1 to stusznie zreszta, ze eliminowala ciepla rozcienczen poprzez

przeprowadzenie kontrolnych miareczkowan samych buforéw jonami Cu(Il). Brak jest natomiast informacji



dlaczego entalpie protonacji sktadnikéw buforéw nie byly wzigte pod uwage. Przedstawiona na dalszych
stronach analiza sposobu wigzania Cu(Il) faktycznie sugeruje, ze podczas wigzania jonu metalu nie
dochodzito do dysocjacji protondw z czasteczek peptydow i tym samym protonacji sktadnikow buforu,
jednakze r6zne warto$ci entalpii dla buforéow MES i CACO wskazuja na to, ze do takiego procesu jednak
mogto dojs¢. W tym wypadku poza entalpig protonacji sktadnikow buforu nalezy rowniez uwzglednic¢
entalpie dysocjacji protonu z czasteczki peptydu by uzyska¢ faktyczng entalpie kompleksowania. W zwigzku
z tym oraz dalszymi komentarzami prosz¢ Doktorantke o wyjasnienia czy rzeczywiscie nie dochodzito do
transferu protonow i dlaczego entalpie kompleksowania sg r6zne w r6znych buforach jesli nie dochodzi do
transferu protonow.

Opis rezultatow Autorka przedstawia konsekwentnie opisujac najpierw wyniki dla peptydow biatka
FBP28, nastepnie dla peptydoéw biatka IgG1 oraz hPinl. Kazdy z tych rozdzialow zawiera podobny zestaw
danych dotyczacych wynikdéw miareczkowania potencjometrycznego, skaningowej kalorymetrii roznicowe;,
dichroizmu kotowego, NMR i dynamiki molekularnej. Wyniki uzyskane tymi metodami dotyczyly badan
samych peptydow natomiast ich kompleksowanie jonami Cu(Il) i Zn(II) zostalo przebadane jedynie technika
ITC. Niemniej bardzo duzy batagan w pracy wprowadza niekonsekwentna prezentacja syntezowanych i
badanych peptydow, co zasadniczo wpltywa na moja ocen¢ opisu uzyskanych danych. Autorka do$¢
swobodnie podchodzi do kwestii acetylacji uzyskanych peptydéw, ktore raz pozostajg faktycznie
zacetylowane, innym razem juz nie (Tab. 2, 3, 4, 5 8). Jest to na tyle istotne, gdyz ma znaczenie dla opisu
procesu dysocjacji grup o charakterze kwasowo-zasadowym. Peptydy majace wiecej tych grup traktowane
sa przez Doktorantke jakby mialy ich mniej 1 odwrotnie. Tutaj powstaje wigc zasadnicze pytanie, jakie
peptydy otrzymata i badata Doktorantka oraz dlaczego raz miaty by¢ one acetylowane a innym razem nie,
skoro pochodzg z petli wyzej wymienionych biatek. Autorka uzyskawszy dane potencjometryczne
przypisywala poszczegodlnej statej pKa grupy funkcyjne bazujac raczej na logice 1 substancjach
referencyjnych anizeli na danych eksperymentalnych. Przyktadowo, peptyd U11 zawierajacy siedem grup o
charakterze kwasowo-zasadowym podczas miareczkowan potencjometryczch i obliczen zostat potraktowany
jako peptyd czteroprotonowy co oczywiscie moze mie¢ miejsce jesli cze§¢ grup posiada bardzo kwasne lub

bardzo zasadowe ugrupowania. Tymczasem Tabela 20 prezentuje juz pie¢ statych pKa, ktore wartosci



wynoszg odpowiednio 1,77, 6,60, 9,42, 10,28, 10,30. Autorka w swojej interpretacji tym wartoscig
przypisuje odpowiednio dysocjacj¢ grupy karboksylowej C-konca (1,78), N-terminalnej grupy aminowej
(6,60) tancucha bocznego Lys13 (9,43) oraz tancucha bocznego Tyr23 (10,28). Nie dos¢, ze wartosci z tekstu
nie odpowiadajg w petni wartosciom z Tabeli 20, to nagle wyznaczona i umieszczona w tabeli warto$¢ pKas
nie posiada juz zadnego przypisania. Moje pytanie dotyczy tego dlaczego Doktorantka zastosowata tak
mylny opis i czy powodem tego nie jest swobodnie pojawiajaca si¢ acetylacja terminalnej grupy aminowej
czy moze jeszcze inny btad? Kolejne pytanie dotyczy najistotnicjszej kwestii, skagd Doktorantka wie, ze te
wartosci, a takze wartosci przedstawione w innych tabelach, faktycznie odpowiadajg dysocjacjom
poszczegolnych ugrupowan. W pracy nie ma innych wynikéw, ktoére wskazywatyby na takie przypisanie.
Wykonanie chociazby prostego miareczkowania pH-metrycznego metoda NMR mogtoby sprawe rozwigzaé
i uspokoi¢ recenzenta. N-terminalna grupa aminowa rzadko miewa tak niskg warto$¢, nie oznacza to jednak,
ze taka nie jest. Podobne pytania dotycza niskich wartosci grup bocznych Lys oraz Arg, ktére pojawiaja si¢
w licznych innych tabelach potencjometrycznych. Tabela 10 przedstawia warto$¢ pKaz peptydu Dagl rowng
7,91, ktora przypisana zostata reszcie bocznej kwasu asparaginowego. Doktorantka bardzo czgsto odnosi si¢
do wczesniejszych badan, w ktorych nie znalazlem wynikdéw pozwalajacych jednoznacznie przypisaé
kwasowo$¢ poszczegdlnej grupie. Interpretacja zmian kwasowosci bazujaca jedynie na tworzeniu si¢
wigzania wodorowego w tancuchu glownym peptydu, nie jest w pelni wystarczajaca by przekonaé
recenzenta. Moje kolejne pytanie dotyczy réwniez realnego bledu wyznaczenia wartosci pKa grup wysoce
zasadowych uzyskanych metoda potencjometryczng. Wartosci wyznaczone w programie stuzacym do
analizy danych dotycza btedu dopasowania krzywej teoretycznej do eksperymentalnej. Z mojego
doswiadczenia wartosci pKa powyzej 10,5 wyznaczone potencjometrycznie moga mie¢ wartosci spokojnie
wyzsze o jednostke logarytmiczng zwlaszcza gdy w czasteczce wystepuje kilka grup tak zasadowych. Dane
potencjometryczne postuzyly takze Doktorantce do interpretacji procesu denaturacji. Prositbym zatem o
przedstawienie tych danych na wykresie zaleznosci pKa=f(pH) podczas obrony rozprawy i wskazanie, jak
faktycznie zmiany w pKa wskazuja na rownowage lub jej brak pomigdzy dwiema konformacjami peptydu o

czym wspomina Autorka.



W badaniach stabilno$ciowych badanych peptydow Doktorantka zastosowata dwa podejscia majace na
celu wyznaczenie temperatury topnienia, mianowicie DSC oraz rejestracj¢ widm CD w funkcji zmieniajgcej
si¢ temperatury. Uzyskane wyniki r6znig si¢ od siebie nawet 0 ponad 10°C. Jak Autorka intepretuje te réznice
i z czego one mogg wynika¢? Kolejne pytanie dotyczy tego, czy istnieje korelacja pomigdzy zmianami
konformacyjnymi peptydow i ich mutantéw z danymi stabilno$ciowymi? Innymi slowy czy da si¢
energetycznie wytlumaczy¢ zmiany w Tm pomigdzy tzw. forma dzika a peptydem z substytucjami reszt
aminokwasowych?

Badania strukturalne powigzane z dynamika molekularng to wedlug mnie najsilniejsza czgs¢ badan
Doktorantki. Powigzanie danych uzyskanych z eksperymentéw NMR wraz z dynamika molekularng pozwala
na wysokorozdzielcze spojrzenie w strukture czy poszczegdlne konformacje badanych peptydow. Ciekawym
wynikiem jest to, ze uzyskane struktury w wigkszosci wypadkoéw dobrze korelujg si¢ z wynikami struktur
krystalicznych bialek. Czy Doktorantka mogtaby tu krétko przedyskutowacé to, jakie czynniki wptywaja na
to, ze struktura krotkiego peptydu jest dobrym lub zlym modelem strukturalnych petli biatkowych w
odniesieniu do swoich wynikow?

Ostatnia czg¢$¢ rezultatowa dotyczy charakterystyki oddzialywania peptydéw z jonami metali, glownie
z jonami Cu(Il) metodg ITC. Jony Zn(Il) podobnie jak we wstegpie zostaty potraktowane tu jako dodatek i
zgadzam si¢ z generalnym przekazem Autorki, ze wlasciwosci kompleksotworcze tych konkretnych
peptydowych modeli petli biatkowych sg znikome a metoda ITC nie pozwala jednoznacznie stwierdzi¢, czy
Zn(11) w ogdle oddziatuje z peptydem. Tu rowniez zastosowanie metody potencjometrycznej mogloby rzucié
nieco wigcej $wiatla, gdyz metoda ta z zatozenia jest znacznie czulsza i doktadniejsza. Mimo, ze izotermalna
kalorymetria miareczkujaca jest powszechnie wykorzystywana w biochemii do badania statych oddziatywan
to w przypadku interakcji krétkich peptydéw z jonami metali moze by¢ trudna w interpretacji i prowadzic¢
do blednych wnioskow. Doktorantka stosujgc tg metode stwierdzita, ze w warunkach eksperymentow
tworzone sg kompleksy Cu(Il) z peptydami o dwdch roznych stechiometriach w stosunku molowym Cu(ll)
do peptydu 1:1 oraz 2:3. Nie jest dla mnie jasne dlaczego peptyd D7 tworzy kompleksy o stechiometrii
Cuzls. Jakie wyniki potwierdzajg t¢ konkluzje? Jesli Doktorantka jako punkt wyjscia wzigta jedynie

termogramy to powstaje pytanie jaki byt stosowany model fitowania danych? Czy Autorka wykonata



jakiekolwiek inne eksperymenty pozwalajace na ogolng konkluzje dotyczaca stechiometrii tworzacych si¢
kompleksow? Jony Cu(ll) $wietnie nadajg si¢ do badan spektroskopowych 1 s3 powszechnie
wykorzystywane w badaniach koordynacyjnych licznych modeli biatkowych. Zmiany w intensywnos$ci pasm
d-d oraz ich energii moglyby niezaleznie zweryfikowa¢ konkluzje Autorki. Analiza termograméw ITC
wymaga ogromnej pewnosci stezen stosowanych peptydéw oraz stuszno$ci wyboru danego modelu
fitowania. Patrzac na dane przedstawione na Rys. 45 mam spore watpliwosci dlaczego peptyd D7 ma wigzaé
Cu(Il) ze stechiometrig 2:3 podczas gdy jego mutant M-7 juz nie. Brak lub obecno$¢ grupy karboksylowe;j
moze mie¢ wptyw na ten proces ale w pracy brak jest dowodoéw by wyciggac¢ takie wnioski.

Doktorantka interpretujac wtasciwosci kwasowo-zasadowe poszczegolnych peptydow oraz parametry
termodynamiczne uzyskane metoda ITC dochodzi do wnioskéw pozwalajacych na wyciagniecie informacji
0 sposobie wigzania jonu metalu. Dziwi mnie zatem, ze nie zostat przedstawiony cho¢ jeden rysunek, ktory
sugerowatby sposob wigzania peptydow do jonu Cu(Il) o czym informuje chociazby tytut rozprawy. Brak
danych spektroskopowych, ktére dla jasniejszego obrazu mozna byto wykona¢ w szerokim zakresie pH oraz
brak danych EPR nie pozwala na jakakolwiek interpretacj¢ sposobu wigzania a jedynie domysty odno$nie
tego jaka grupa moze bra¢ udzial w wigzaniu Cu(Il). Tu jednak recenzent poddaje si¢ catkowicie czytajac
we wnioskach, ze jon Cu(Il) wiaze si¢ do grupy bocznej lizyny, argininy czy seryny. Chcialabym aby
Doktorantka przedstawita Swoje rozumowanie w sposob obrazowy podczas obrony, Wskazujac na
wybranych przyktadach, co sklonito jg do takiej, a nie innej interpretacji danych. Sama wiedza na temat
wlasciwos$ci kwasowo-zasadowych liganda (w tym wypadku peptydu) jest niewystarczajaca do stwierdzenia
tego, jakie reszty biorg udzial w wigzaniu si¢ metalu. To, Zze dane ugrupowanie jest zdeprotonowane w
warunkach eksperymentu nie oznacza, ze kwasowos$¢ innej reszty nie moze zosta¢ obnizona przez obecno$¢
jonéw Cu(Il), tak ze dochodzi do dysocjacji w warunkach eksperymentu. Jony Cu(Il) znane sg z tego, ze
potrafig obnizy¢ pKa protonu amidowego wigzania peptydowego do warto$¢ 4-5, co ma miejsce chocby w
przypadku kompleskowania tego metalu przez N-koniec albuminy ludzkiej o czym Doktorantka sama pisze
we wstepie. Dysocjacja protonu z tego, czy innego ugrupowania podczas wigzania Cu(Il) moze ttumaczy¢,

ze dla peptydow U9, Ul1 czy U11-M obserwowane entalpie kompleksowania byty kilkukrotnie wigksze niz



dla pozostatych peptydow. Prosze zatem Doktorantke o ustosunkowanie si¢ do mojego wywodu w
kontekscie swoich wynikow.

Prace doktorskg pani Doroty Kubiak wienczy tréjstronicowe posumowanie uzyskanych wynikow, w
ktorych Autorka przedstawila do$¢ zgrabnie najwazniejsze konkluzje, ktore wyciggneta analizujac dane,
cho¢ do tematu podeszta w podobny sposéb jak przy opisie wynikéw i rezultatow czyli osobno dla kazdego
z grup peptydowych. W pracy brakuje mi rozdziatu, w ktéorym Autorka moglaby zebra¢ ze sobg wspdlne
cechy peptydéw poliargininowych i odnies¢ je do wezesniejszych wynikow uzyskanych w laboratorium czy
innych grupach badawczych. Osobiscie ubolewam nad stabym podejsciem do kompleksowania badanych
peptydow 1 catkowitym brakiem dyskusji uzyskanych wynikow z niepoliczalng wrecz ilo$ciga danych
literaturowych w podobnych tematach. Mimo, ze praca zapowiadata si¢ porusza¢ na poczatku kwestie
zwijania i faldowania biatek, stabo poruszona i dyskutowana jest energetyka tego procesu zwtaszcza w ujeciu
koordynacji jonow metali.

Co si¢ tyczy samej rozprawy to zostala ona napisana do$¢ poprawng polszczyzng. Dalo si¢ zauwazy¢
pewne btedy jezykowe. Autorka nie uchronita si¢ tez od dziwnych btedéw logicznych i kalek jezykowych.
Oprawa graficzna pracy jest poprawna cho¢ Autorka mogla unikna¢ kopiowania kilku rysunkéw
bezposrednio z literatury i zamieni¢ jezyk angielski na jezyk polski. Brak jest podpisow pod niektorymi
tabelami i ilustracjami. Brak jest rowniez zastosowania symboliki typu a), b), ¢)... lub wykres gorny, dolny
itp. co utrudnia czytanie i tak wymagajacej rozprawy.

Podsumowujac, przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pani mgr Doroty Anny Kubiak dotyczy
badan fizykochemicznych, strukturalnych oraz stabilnosciowych peptydowych modeli zwrotow biatkowych,
ktorych formowanie jest kluczowe w fatldowaniu i stabilnosci biatek. Doktorantka podczas realizacji pracy
postugiwata si¢ szerokim wachlarzem metodologicznym uzyskujac odpowiednig ilos¢ wynikoéw. Jest ona
wspotautorem dziewieciu publikacji naukowych, przy czym jest pierwszym autorem w jednej z nich. Jest
réwniez autorem dwoch rozdziatléw ksigzkowych. Mimo licznych uchybien, na ktore spodziewam si¢
wyczerpujacych komentarzy i odpowiedzi podczas publicznej obrony, stwierdzam, Zze oceniana praca

doktorska spelnia wymogi zwyczajowe oraz ustawy o stopniach i tytule naukowym. W zwigzku z



powyzszym wnosz¢ do Rady Wydziatlu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego 0 dopuszczenie Pani mgr Doroty

Anny Kubiak do dalszych etapéw postepowania doktorskiego.

Z wyrazami szacunku

Artur Krezel

o e



