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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Doroty Kubiak pt.
»Synteza oraz badania konformacyjne fragmentéw peptydowych tworzgcych zwroty w

wybranych bialkach oraz ustalenie sposobu wigzania tych fragmentéw bialek z jonami

Cu(l) i Zn(11)”

Badanie drugo- i trzeciorzedowej struktury biatek, oprocz podstawowego charakteru tych
badan, jest kluczowe z punktu widzenia okreslenia jakiejkolwiek korelacji migdzy struktura, a
aktywnoscig biologiczng tych uktadéw. Otrzymane w ten sposob rezultaty sg réwniez istotne z
punktu widzenia badan wchodzacych w obszar chemii bionieorganicznej gdzie dodatkowym
czynnikiem wplywajagcym na strukture tancucha peptydowego sa jony metali. Aktywnos¢
naukowa w tym obszarze jest zatem wciaz atrakcyjnym wyzwaniem. Wiasnie w ten nurt badan
wpisuje si¢ recenzowana rozprawa doktorska, po$wigcona syntezie, okresleniu preferencji
konformacyjnych oraz koordynacji z jonami metali krétkich fragmentéw biatkowych. Praca
doktorska zostata wykonana w Katedrze Chemii Ogdlnej i Nieorganicznej, pod kierunkiem dr

hab. Joanny Makowskiej, prof. UG na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego.



Recenzowana praca doktorska napisana zostata w jezyku polskim, liczy 163 strony i
zostata podzielona na siedem glownych rozdziatow. Ukfad pracy jest typowy dla rozpraw o
charakterze eksperymentalnym. W bibliografii umieszczono 175 odnosnikow literaturowych.
Ponadto integralng czeécig rozprawy stanowia: wykaz stosowanych w pracy skrétow,
streszczenie, spis rysunkow i tabel. Dorobek naukowy Doktorantki to jedna z mocniejszych stron
doktoratu — w latach 2012 — 2017 byta wspétautorka 9 publikacji z Listy Filadelfijskie;.
Aktywnos¢ konferencyjna pani Kubiak byta rowniez duza — §wiadczg o tym az 43 wystgpienia
konferencyjne, a fakt, ze wigkszo$¢ samodzielnych prezentacji Doktorantki miata miejsce na
konferencjach studenckich i doktoranckich tego nie umniejsza.

Pierwszym rozdziatem recenzowanej rozprawy jest liczacy 31 stron Wstep teoretyczny.
Przedstawiono w nim zagadnienia dotyczace struktury biatek, znaczenia biologicznego jonow
miedzi i cynku, zwigzkéw koordynacyjnych tworzonych przez te jony, opisano model
koordynacji peptydéw z jonami metali, peptydy bogate w reszty argininowe, a takze bufory
biologiczne. Przyznam szczerze, ze po lekturze tego rozdziatu odczuwam pewien niedosyt —
szczegblnie paragrafy poswiecone jonom miedzi i cynku oraz ich zwigzkom kompleksowym
zostaly potraktowane bardzo skrotowo, brakuje mi tutaj wielu waznych pozycji literaturowych z
badan realizowanych zespotach profesoréw Koztowskiego, Bala i Jezowskiej-Bojczuk. Z kolei
pewne zdziwnienie budzi rozdziat na temat buforéw biologicznych ktéry nie tgczy si¢ za bardzo
z pozostaga czescig wstepu i jest moim zdaniem zbyteczny.

W przedstawionym Celu pracy Doktorantka skupia si¢ raczej na wyliczeniu badan, ktére
zlozyty si¢ na recenzowang rozprawe, a zatem opisuje raczej srodki zastosowane do uzyskania
celu. Jakiego? Moim zdaniem nie zostato to jasno okreslone, niejasny jest takze dobor biatek,
ktérych fragmenty byly zsyntezoawne — odpowiednio: biatko wigzace froming, biatko wigzgce
immunoglobuline oraz biatko hPinl. Co prawda w kolejnym rozdziale ,Bialka naturalne
wykorzystane w badaniach” pojawia si¢ informacja, ze kryterium doboru biatek byt fakt, ze
wszystkie majg znang strukture ale Recenzenta ten argument nie przekonuje. Prositbym zatem
aby Doktorantka w czasie publicznej obrony skupita si¢ na doktadnym przedstawienu celu
niniejszej pracy. Jak bedzie wynikac z dalszej czgsci mojej recenzji pomoze to w
wyselecjonowaniu najwazniejszych uzyskanych w tym doktoracie wynikow.

Po rozdziale trzecim, gdzie jak wspomniatem wczes$niej, Autorka opisuje biatka wybrane
jako modelowe w pracy, znajduje si¢ liczacy 26 stron rozdziat dotyczacy materiatow i metod.
Rozdzial ma charakter standardowego w tym wypadku opisu i napisany jest poprawnie, a

Doktorantka relacjonuje synteze oraz oczyszczanie peptydéw, a takze zastosowane w pracy



techniki badawcze takie jak: spektroskopia NMR, spektroskopia CD, skaningowa kalorymetria
roznicowa DSC, obliczenia dynamiki molekularnej oraz potencjometria. Rozdziat ten jest bardzo
nieréwny — np. metiody obliczeniowe zostaly opisane bardzo starannie czego niestety nie mozna
powiedzie¢ o syntezie i oczyszczaniu peptyddw. W tej wiasnie czgsci pojawiaja si¢ okreslenia
nie tyle zargonowe co wrecz potoczne — co gorsza figuruja one jako tytuty poszczegdlnych
podrozdziatow — dla przykladu — ,,synteza na nosniku statym, manulna, w naczynku”, ,,synteza
na nosniku statym w mikrofali” (to tytuty rozdziatéw) czy sformutowanie ,,Sciaganie z nosnika”,
ktore jak sie¢ domyslam dotyczy odcigcia peptydu od zywicy. W rozdziale dotyczacym syntezy na
podiozu statym wspomaganej mikrofalowo Autorka z kolei odkrywa dos¢ oczywisty i
powszechnie znany fakt, ze zastosowanie tej techniki skraca czas syntezy. Ostatnim ale chyba
najpowazniejszym zarzutem do tej czgsci sa braki w dokumentacji przeprowadzonych syntez.
Przedstawiono co prawda tabelaryczne zestawienia danych otrzymanych w wyniku pomiaréw
widm masowych ESI oraz dane nt HPLC ale wypadatoby podaé¢ réwniez charakterystyke
otrzymanych widm NMR (tym bardziej, ze byty one wykorzystywane w dalszych etapach badan),
za$ w materiatach dodatkowych (dotaczonych np na plycie CD do doktoratu nalezatoby
zamiesci¢ wszystkie widma masowe i chromatogramy — takie przedstawienie uzyskanych danych
to obecnie standard. Kilka niescistosci wkradto si¢ rowniez w opis spektroskopii NMR — juz w
tabeli dotyczacej skrotow zastosowanych w pracy technika NOESY zostata oreslona jako
“homojadrowa technika wielowymiarowa”, z kolei w rodziale czwartym, na stronie 59,
Doktorantka twierdzi, ze Ernst i Wuthrich byli prekursoramizastosowania spektroskopii NMR —
oczywiscie moze si¢ to odnosi¢ jednynie do metod 2D NMR i ich zastosowan — obaj Panowie
rozpoczeli swoja dziatalno$¢ w latach 70-tych czyli w czasie gdy spektroskopia NMR
funkcjonowata jako metoda badawcza w Chemii od dobrych 20 lat. Chcialem réwniez zapytaé
dlaczego do przypisania sygnalow na widmach badanych peptydéw nie stosowano tak
uzytecznych dla krétkich fancuchéw technik jak HSQC oraz HMBC?

Kolejny rozdziat to liczace a 74 strony Wyniki badan i dyskusja. W rozdziale tym
Doktorantka pracowicie opisuje otrzymane przez siebie r6znymi metodami badawczymi wyniki.
Niestety, w moim odczuciu, pokutuje tutaj wspominany przez mnie wcze$niej problem braku
spdjnosci w proponowanym celu pracy. W konsekwencji Autorka zmuszona jest opisywac
osobno i po kolei otrzymane wyniki dla trzech grup peptydéw — nie wida¢ tutaj aby cokolwiek
si¢ zazebialo, a lektura tej czgsci, mimo, ze jest napisana poprawnie, jest najzwyczajniej
ucigzliwa. Nie mam wigkszych zastrzezen do przedstwionych wynikéw, by¢ moze wnioski

wysnuwane z badan za pomoca spektroskopii CD sg nieco oczywiste ale z kolei badania



konformacyjne przy uzyciu spekroskopii NMR oraz obliczen dynamiki molekularnej to bardzo
solidny i w moim odczuciu najbardziej wartosciowy fragment uzyskanych rezultatéw. Niestety i
w tym rozdziale Doktorantka nie ustrzegla si¢ okreslen zargonowych — mamy zatem stwierdzenie
peptydy o krotkiej sekwencji sg zazwyczaj zwigzkami bardzo ruchliwymi” (str 79), pojawiaja
si¢ rowniez ,,jednoprotonowe widma '"H NMR?” (str 86) czy ,,stany sprzegania” (str 98). Autorka
powinna rowniez wystrzega¢ si¢ nazywania oddziatywan przez przestrzen ,,pofgczniami
dalekiego zasiggu” bo jest to zwyczajnie niepoprawne.

W ostatnim rozdziale, ktérym jest Podsumowanie natrafiamy na ten sam problem co
wczesniej — Autorka w skrécie opisuje najwazniejsze rezultaty otrzymane dla trzech grup
peptydéw bedacych fragmentami trzech réznych biatek. Zdecydowanie brakuje tutaj wnioskéw
natury ogolnej ,,spinajacych” tematycznie cata prace. Prositbym zatem aby Doktorantka w czasie
obrony przedtsawila takie wnioski, prositbym réwniez aby przedstawiono, ktore z uzyskanych
przez siebie wynikow Autorka uwaza za najbardziej wartio$ciowe naukowo.

Podsumowujgc swojg opini¢ o pracy chciatbym wyraznie stwierdzi¢, ze mimo kilku uwag
krytycznych jest ona pozytywna. Rozprawa zawiera duzo oryginalnych wynikéw, a sama praca
zostala napisana poprawnym jezykiem. Doktorantka nie ustrzegta si¢, wspominanych przez mnie
wcezesniej niedociggnie¢ jezykowych i typograficznych jak réwniez okreslen zargonowych czy
wrecz zaczerpnietych z jezyka potocznego. Oczywistym jest jednak, ze takie mankamenty sg
nieuniknione i nie majg one duzego wptywu na strong¢ merytoryczng pracy. Z cata pewnoscia
praca bylaby jeszcze ciekawsza gdyby zostata uzupetniona o nastgpujace watki badawcze:

- biorgc pod uwage, ze dla peptydéw przeprowadzono badania preferencji
konformacyjnych za pomoca spektroskopii NMR dobrym uzupetnieniem, dajacym mozliwos¢
korelacji uzyskanych wynikéw, bylyby pomiary NMR dla komplekséw z jomai metali. W
przypadku jonéw cynku sa to badania dos¢ standardowe w sensie metodologicznym, dla jonéw
miedzi nalezaloby bazowaé na technikach opierajgcych si¢ na pomiarach zmiany czasu
relaksacji,

- w przypadku badania struktury komplekséw tworzonych przez jony Cu®" z pewnoscig
warto$ciowych rezultatow dostarczytyby pomiary wykonane za pomoca spektroskopii EPR.

W moim odczuciu tak zrealizowany projekt bytby jeszcze bardziej kompletny i
interesujacy, a same wyniki warte bytyby opublikowania.

Przechodzgc do kofcowej oceny recenzowanej rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze

stanowi ona wkiad do studiow nad badaniem preferencji konformacyjnych i zdolnosciami



koordynacyjnymi grupy krotkich peptydéw w stosunku do jonow miedzi i cynku. Uzyskane
wyniki sg interesujace i poszerzajg nasza wiedzg na temat tych zagadnien.

Oceniajagc  pozytywnie poziom badan naukowych przedstawionych w rozprawie
doktorskiej w konkluzji wyraznie stwierdzam, ze przedstawiona przez Doktorantke¢ rozprawa
spetnia wszystkie warunki stawiane rozprawom doktorskim okreslone w ustawie o stopniach i
tytutach naukowych z dnia 14 marca 2003 r. wraz z pdézniejszymi zmianami (Dz. U. z 2014r poz.
1852). W zwigzku z tym wnosz¢ do Rady Wydziatu Chemii Uniewrsytetu Gdanskiego wniosek o

dopuszczenie mgr Doroty Kubiak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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