Dr hab. Beata Zolnowska Gdansk, 7.04.2025
Katedra i Zaktad Chemii Organicznej
Wydziat Farmaceutyczny GUMed

RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

WYDZIAL CHEMII UNIWERSYTETU GDANSKIEGO
MGR KAROLINA TREPCZYK
z Katedry Chemii Biomedycznej
Uniwersytetu Gdanskiego

PT. ,,PROJEKTOWANIE | SYNTEZA STABILNYCH PROTEOLITYCZNIE | PRZENIKAJACYCH
PRZEZ BLONY KOMORKOWE AKTYWATOROW LUDZKIEGO PROTEASOMU 20S ORAZ
ZBADANIE ICH WPLYWU NA AKTYWNOSC TEGO ENZYMU W MODELACH KOMORKOWYCH

CHOROB NEURODEGENERACYJNYCH?”

Choroby neurodegeneracyjne, takie jak choroba Alzheimera i choroba Parkinsona,
stanowig powazne wyzwanie dla wspotczesnej medycyny, zardéwno pod wzgledem diagnostyki,
jak i terapii. Wsp6olnym elementem tych schorzen jest gromadzenie si¢ nieprawidtowych biatek,
co prowadzi do uszkodzenia i degeneracji komoérek nerwowych. W przypadku Alzheimera,
kluczowa rol¢ odgrywaja agregaty amyloidu B oraz splatki Tau, podczas gdy w chorobie
Parkinsona to a-synukleina. Zrozumienie mechanizméw ich powstawania oraz opracowanie
skutecznych metod leczenia wymaga wieloaspektowych badan, szczegdlnie w zakresie analizy
biatek zaangazowanych w ich patogeneze.

W odniesieniu do choroéb neurodegeneracyjnych szczegdlne znaczenia ma rola
proteasomu, ktory jest kluczowym mechanizmem komoérkowym odpowiedzialnym za
degradacj¢ uszkodzonych, nieprawidtowych oraz niepotrzebnych bialek, a jego nieprawidtowe
dziatanie przyczynia si¢ do akumulacji patologicznych struktur i rozwoju neurodegeneraciji.

W zwiazku z tym stymulowanie aktywno$ci proteasomu stanowi jeden z obiecujacych

Katedra i Zaktad Chemii Organicznej
Dr hab. Beata Zotnowska | beata.zolnowska@gumed.edu.pl | Al. Gen. J. Hallera 107, 80-416 Gdarnsk
58 349 12 29, sekretariat — 58 349 12 77 | organiczna@gumed.edu.pl

Strona 1



kierunkow terapii, ktore moze poméc w zapobieganiu gromadzenia si¢ toksycznych agregatow
biatkowych w mézgu.

Na tle wspotczesnych strategii walki z chorobami neurodegeneracyjnymi tematyka
podjeta w recenzowanej rozprawie doktorskiej wpisuje sie w aktualne nurty badawcze i stanowi
cenny wkiad w rozw6j wiedzy na temat proteasomu 20S oraz jego potencjalnych stymulatoréw
0 zastosowaniu terapeutycznym. Doktorantka przeprowadzita szeroko zakrojone badania nad
nowymi aktywatorami proteasomu, opierajac si¢ na naturalnych regulatorach biatkowych, co
stanowi innowacyjne podejscie w poszukiwaniu skutecznych metod ograniczania akumulacji
uszkodzonych biatek w komorkach.

Przedstawiony w rozprawie doktorskiej przeglad literatury wskazuje, iz Doktorantka
zglebita tematyke dotyczaca budowy, funkcji oraz mechanizmow dziatania 20S, ze
szczegblnym uwzglednieniem jego roli w procesach degradacji biatek. Sprawnie zostaly
omoéwione zarowno klasyczne szlaki proteolityczne, w tym ubikwityna-proteasom, jak
I specyficzne mechanizmy aktywacji proteasomu przez regulatory, takie jak 19S, 11S, PA200,
BIm10 oraz motyw HbYX, co dostarcza cennych informacji na temat mozliwosci modulacji
jego aktywnosci i stanowi podstawe do poszukiwania nowych strategii terapeutycznych.
Doktorantka opisata réwniez znaczenie proteasomalnego systemu degradacji bialek
w kontek$cie procesOw starzenia oraz chordb neurodegeneracyjnych, podkreslajac wptyw
zaburzen w jego funkcjonowaniu na progresj¢ patologii neurologicznych. Szczegdlng uwage
poswiecita koncepcji przeciwdziatania neurodegeneracji poprzez aktywacj¢ proteasomu, przy
czym rozwazyta zaréwno strategie jego bezposredniej stymulacji, jak 1 metody posrednie,
obejmujace nadekspresje jednostek proteasomu oraz modulacje aktywnos$ci kinaz. W sposob
zwiezly 1 przejrzysty Doktorantka przedyskutowata zastosowanie peptydoéw jako leki. Rola
peptydow, jako potencjalnych kandydatow na leki jest obiecujacym kierunkiem badan,
zwlaszcza w kontek$cie stabilno$ci proteolitycznej oraz przenikalnosci przez blony
komorkowe. Omowienie mechanizmu dziatania CPP (ang. cell penetrating peptide) jest
szczegoOlnie interesujace, poniewaz peptydy przenikajace przez blony moga stanowié
nowoczesne narzedzie terapeutyczne.

Za gtowny cel badan Doktorantka postawita sobie opracowanie i zbadanie nowych
stymulatorow proteasomu 20S, ktore charakteryzuja si¢ zdolnoscig do przenikania przez blony
komorkowe oraz wysoka stabilno$cig proteolityczng. Ostatecznym zamierzeniem bylo
stworzenie potencjalnych aktywatoréw proteasomu, ktore moglyby wspomagaé eliminacje
patologicznych agregatow biatkowych, takich jak a-synukleina i biatko tau. Ich zastosowanie

mogloby przyczyni¢ si¢ do rozwoju terapii chorob neurodegeneracyjnych.
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Autorka zaprojektowata 1 zsyntetyzowata 26 nowych aktywatoréw proteasomu na

podstawie sekwencji Blm10, wykorzystujac metodologie Fmoc na no$niku statym. Zwiazki te
zawieraly istotny motyw HbY X, ktory okazat si¢ kluczowy w aktywacji proteasomu. Ponadto,
zastosowane modyfikacje peptydomimetyczne w grupie 1, bispeptydy w grupie 2 oraz
sekwencje CPP w grupie 3, znaczaco zwigkszyly stabilno$¢ 1 biodostepnos¢ aktywatorow.
Peptydomimetyki poprawity stabilno$¢ proteolityczna, bispeptydy umozliwily wigzanie
w dwoch sasiadujacych kieszeniach proteasomu, a sekwencje CPP umozliwity skuteczne
przenikanie zwigzkéw przez btony komorkowe oraz barier¢ krew-mozg.
Pytanie: Jakie byly przestonki wyboru sekwencji TAT 49-57 (fragmentu 49-57 bialka
HIV-1 Tat) oraz szeSciopeptydu argininowego jako elementow poprawiajacych
przenikalno$é bariery krew-mozg? Jakie kryteria zdecydowaly o selekcji wlasnie tych
CPP z grupy licznych modyfikacji poprawiajacych przenikalnos¢ przez blony
komorkowe, opisanych przez Doktorantke w rozdziale 7.37

W  badaniach aktywnosci proteasomu Autorka wykazata, Zze zmodyfikowane
aktywatory skutecznie stymuluja proteasom 20S, co zostalo potwierdzone w testach
fluorometrycznych oraz w badaniach na lizatach koméorkowych z wykorzystaniem substratow
FRET i Suc-LLVY-AMC. W szczego6lnosci, badania nad degradacja biatek neurotoksycznych,
takich jak agregaty a-synukleiny i tau-441, wykazaty skutecznos¢ aktywatoréw w degradacji
tych biatek, co ma kluczowe znaczenie w chorobach Parkinsona i Alzheimera.

Otrzymane aktywatory zbadano takze pod katem stabilnosci proteolitycznej w ludzkim

osoczu, analizujac produkty degradacji metodg UHPLC 1 spektrometrii mas. Modyfikacje na
N- i C-koncu znaczaco zwickszyly odpornos¢ na enzymy proteolityczne, co wykazano dla
zwigzkoéw A3, B2, C3, C6 i E3. Najnizsza stabilnos¢ mialty A4, C5 i E2, co sugeruje, ze
okreslone modyfikacje wptywaja na degradacje w réznych miejscach sekwencji. Z kolei
aktywatory z grupy Bis wykazywaty stabilno$¢ zalezng od obecnosci nienaturalnych reszt
aminokwasowych.
Pytanie: Czy mozna opisaé¢ zalezno$¢ miedzy struktura fragmentu sekwencji aktywatora,
powstalego w wyniku inkubacji z ludzkim osoczem, a jego ogélng stabilnoscia
proteolityczng? Jakie cechy strukturalne mogg decydowa¢ o zwigkszonej lub obnizonej
odpornosci na degradacje?

Z zastosowaniem testu PAMPA Doktorantka wykazata, ze aktywatory z sekwencja
CPP, Al-tat i Al-6r skutecznie pokonujg barier¢ krew-modzg, co jest istotnym krokiem
w Kierunku ich potencjalnego zastosowania terapeutycznego. W badaniach dotyczacych

przenikania zwigzkow przez barier¢ krew-mozg Autorka nie uwzglednita Bisl-tat, mimo ze
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zostal on opisany jako stabilny proteolitycznie aktywator proteasomu. Co bylo powodem
pominiecia Bis1-tat w testach PAMPA?

W badaniach Doktorantka udowodnita, ze aktywatory proteasomu przyspieszaja
degradacj¢ neurotoksycznych bialek zwigzanych z chorobami neurodegeneracyjnymi.
Stwierdzono, ze biatko tau, kluczowe w patogenezie choroby Alzheimera, bylo degradowane
znacznie efektywniej niz a-synukleina, ktorej agregacja odgrywa kluczowa rol¢ w chorobie
Parkinsona. Wyniki uzyskane przez Autorke pokazuja, ze aktywacja proteasomu moze by¢
skuteczng strategiag w redukcji toksycznych agregatow biatkowych.

Dodatkowo, zastosowanie przez Doktorantke sondy fluorescencyjnej TAS3 stanowi
istotny wktad w metodologie badan nad aktywnoscig proteasomu w warunkach komorkowych.
Opracowana metoda pozwolita na precyzyjng ocen¢ skuteczno$ci réznych aktywatoréw
proteasomu 20S, co otwiera nowe mozliwosci w badaniach nad regulacja degradacji biatek.
Wyniki eksperymentdéw potwierdzity nie tylko funkcjonalno$¢ sondy, ale takze jej przydatnos¢
do oceny wplywu zwigzkow bioaktywnych na proteasom, co moze znalez¢ zastosowanie
w poszukiwaniu nowych strategii terapeutycznych.

Co istotne, przeprowadzone podczas stazu na Uniwersytecie w Helsinkach
eksperymenty w mysim modelu komorkowym choroby Parkinsona wykazaly, ze aktywatory
nie tylko skutecznie redukuja ilo$¢ agregatow a-synukleiny, ale réwniez moga miec
wlasciwosci neuroprotekcyjne. Doktorantka wykazala, ze testowane zwigzki juz w niskich
stezeniach zmniejszaty ilo$¢ zagregowanego biatka o 50%, co zostato potwierdzone metodami
immunobarwienia i mikroskopii fluorescencyjnej.

Z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze praca doktorska dostarcza istotnych dowoddéw
na skuteczno$¢ aktywatorow proteasomu 20S, a osiggniecia Doktorantki majg kluczowe
znaczenie dla przysztych badan nad chorobami neurodegeneracyjnymi. Jako recenzent pragne
jednoczes$nie zasygnalizowa¢ kilka mozliwych kierunkéw dalszych badan, ktére — cho¢
wykraczaja poza zakres niniejszej rozprawy — moglyby znaczaco przyczynic si¢ do poglebienia
wiedzy na temat mechanizmu dzialania opracowanych aktywatorow oraz ich potencjalnych
zastosowan terapeutycznych. W tym kontekscie warto rozwazy¢ zastosowanie modelowania
molekularnego, ktére mogloby dostarczy¢ cennych informacji na temat interakcji tych
zwigzkOw z proteasomem, a tym samym umozliwi¢ bardziej precyzyjne projektowanie
kolejnych analogéw o zoptymalizowanych wlasciwosciach. Ponadto, w celu dalszej oceny
potencjatu terapeutycznego tych zwiazkoéw, zasadne byloby przeprowadzenie badan
farmakokinetycznych oraz testow na zwierzecych modelach chordb neurodegeneracyjnych.

Pozwolitoby to nie tylko na weryfikacje skutecznos$ci aktywatoréw w warunkach
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fizjologicznych, lecz réwniez na ocen¢ ich wplywu na redukcj¢ patologicznych agregatéw
biatkowych in vivo. Moje sugestie majg na celu jedynie otwarcie przestrzeni do dyskusji na
temat mozliwosci rozwoju tego fascynujacego tematu, a nie stanowig wskazania na
jakiekolwiek niedociggnigcia pracy. Pragng podkresli¢, iz praca Doktorantki nie tylko
potwierdzita skuteczno$¢ badanych zwigzkow, ale rowniez otworzyta nowe kierunki badan,
ktéore moga przyczyni¢ si¢ do opracowania innowacyjnych terapii  choréb
neurodegeneracyjnych.

W trakcie recenzowania pracy nasun¢lo mi si¢ kilka kwestii wymagajacych

doprecyzowania:

» Jaka byla czystos¢ otrzymanych zwigzkow?

» Czy dla syntezowanych zwigzkéw okreslono ich czasy retencji technikg HPLC?

» Czy w projektowaniu zaplanowanych w pracy zwigzkéw (oprocz Bisl) wykorzystano
modelowanie molekularne?

» Czy dostepne sg szczegdlowe wyniki modelowania molekularnego dla Bisl, takie jak
Docking Score, RMSD czy odleglosci migdzy atomami?

» Jakie dalsze eksperymenty Doktorantka proponuje w celu jednoznacznego
potwierdzenia kolokalizacji modulatora i proteasomu, o ktorej pisze (str. 119): ,Na
obrazach uzyskanych przez nalozenie sygnatow pochodzacych od odczynnika Hoechst
33342, barwigcego jadra komorkowe, oraz NBD aktywatoréw obserwuje si¢ pewna
fluorescencje cytozolowa, co wskazuje na kolokalizacje modulatorow i proteasomu,

ktory obecny jest gldownie w cytozolu.”

Pod wzgledem formalnym praca zostata przygotowana wtlasciwie, uwzgledniajac
poprawnos$¢ jezykowa, stylistyczng oraz interpunkcyjng. Uktad 1 struktura pracy s3
standardowe dla tego typu opracowan. Praca zawiera streszczenia w jezyku polskim
i angielskim, wykaz skrotow, wstep literaturowy, cel pracy, metodologie przeprowadzonych
badan, badania wilasne i1 prezentacje, omdéwienie wynikéw, podsumowanie, spis rysunkow
I tabel, dorobek naukowy oraz wykaz piSmiennictwa.

Pod wzgledem redakcyjnym i graficznym praca przygotowana zostata starannie, liczy
tacznie 167 stron numerowanych, zawiera 52 rysunki, 12 tabel i 200 pozycji piSmiennictwa
cytowanego, z czego 83 pozycje pochodza z ostatniego dziesigciolecia, co $wiadczy
o aktualnos$ci podjetej tematyki badawczej. Do obowigzkow recenzenta nalezy wskazanie
zauwazonych bledow popetionych w trakcie przygotowywania manuskryptu rozprawy.
Ponizej przedstawiam spostrzezenia dotyczace zagadnien formalnych i redakcyjnych:
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» Podrozdziat 3.3 — brak odniesienia w tekscie do rysunkéw 6A 1 6B.

» Str. 70 — zamiast sformulowania ,podwojne acylowanie” proponuje ,,dwukrotne
acylowanie”.

» Tabela 2, str. 70 — w kolumnie Czas [min] nalezy wyjasni¢ znaczenie zapisu np. 5 x 1.

» Tabela 3, str. 71 — warto rozwazy¢ uwzglednienie mocy promieniowania mikrofalowego.

» Str. 72 — w zestawie skrotow i symboli brakuje ivDde-OH.

» Str. 96 — aktywator B2 zostat sklasyfikowany jako aktywator z modyfikacja w rejonie
N-konca, jednak w ocenie recenzenta dotyczy to C-konca.

» Str. 98 — w tekscie widnieje ,,Rysunek 309C”; powinno by¢ ,,Rysunek 30 A,C”.

» Str. 99 — w tekscie widnieje ,,Rysunek 309D”; powinno by¢ ,,Rysunek 30 D”.

» Str. 99, 141, 144 — pojedyncze btgdy interpunkcyjne oraz blad typograficzny.

» Str. 113 — brak tytutu i autora przytoczonej w tekscie pracy magisterskiej.

» Str. 119 — zamiast ,,zdjecia spod mikroskopu” proponuje¢ uzycie terminu ,,zdjecia
mikroskopowe”.

» Str. 137 — brak odniesienia w tek$cie do Rysunku 51, ktory przedstawia ilo$¢ ciat Lewy’ego.

» Str. 137 — w teksScie btednie przywotano ,,Rysunek 51 zamiast ,,Rysunek 52”.

» Rozdziat VII — brak pelnego cytowania odno$nikéw 101 123.

Pragne podkresli¢ jednak, ze przedstawione uwagi maja glownie charakter techniczny,

redakcyjny, natomiast w zadnym stopniu nie wplywaja na warto$¢ merytoryczng pracy.

Dorobek naukowy Doktorantki obejmuje trzy publikacje o fagcznym wspoétczynniku
oddzialywania IF = 14,9 (Pkt. MNiSW = 340). Doktorantka aktywnie uczestniczyla
w konferencjach naukowych, prezentujgc wyniki badan w postaci trzech prezentacji ustnej
(2023-2024) oraz dziesigciu posterow (2022-2023). Jej prace badawcze byly wspierane
finansowo przez Narodowe Centrum Nauki w ramach grantu Preludium Bis (kierownik
projektu - dr hab. Elzbieta Jankowska, prof. UG) oraz przez trzy wewngtrzne finansowania
Uniwersytetu Gdanskiego w ramach programu ,,Badania dla Mtodych Naukowcow”.

Praca doktorska mgr Karoliny Trepczyk stanowi istotny krok w opracowaniu nowych
strategii terapeutycznych opartych na aktywacji proteasomu 20S w leczeniu chorob
neurodegeneracyjnych. Doktorantka wykazata si¢ wysokimi umiejetnosciami syntetycznymi
i analitycznymi, a uzyskane wyniki mogg stanowi¢ podstawg¢ do dalszych badan nad
potencjalnymi lekami. Szczegdélnie warto$ciowe sg osiggnig¢cia zwigzane ze skuteczng
aktywacja proteasomu, poprawg stabilno$ci oraz zdolnoscig do przenikania przez barier¢ krew-
modzg, co wskazuje na potencjalne zastosowanie kliniczne opracowanych modulatorow.

Katedra i Zaktad Chemii Organicznej
Dr hab. Beata Zotnowska | beata.zolnowska@gumed.edu.pl | Al. Gen. J. Hallera 107, 80-416 Gdarnsk
58 349 12 29, sekretariat — 58 349 12 77 | organiczna@gumed.edu.pl

Strona6



Na szczegolne uznanie zastuguje wysoka jako$¢ merytoryczna pracy oraz ogromny
naklad pracy wiozony w jej realizacje. Doktorantka wykazata si¢ duza samodzielnoscia
badawczg, staranno$cia w planowaniu eksperymentéw oraz umiejetnoscia ich precyzyjnej
interpretacji. Przeprowadzone badania biologiczne wymagaja zar6wno doglebnej wiedzy
teoretycznej, jak i znacznego doswiadczenia laboratoryjnego. Wyniki uzyskane przez
Doktorantke sa spojne, wartosciowe i jednoznacznie potwierdzaja postawiong hipotezg
badawcza, co $wiadczy o jej wysokich kompetencjach naukowych.

Istotnym atutem dysertacji jest takze dorobek naukowy Doktorantki oraz jej aktywnos¢
na arenie miedzynarodowej. Wyniki badan Doktoranta publikowata w renomowanych
czasopismach i przedstawiafa na prestizowych konferencjach, co potwierdza ich znaczenie dla
spolecznosci naukowej. Autorka wykazala si¢ nie tylko znakomitym warsztatem badawczym,
ale takze umiejetnoscia efektywnej komunikacji wynikéw oraz zaangazowaniem W rozwoj
nauki na poziomie migdzynarodowym.

Podsumowujac, praca wyrdznia sig wysokim poziomem merytorycznym, rzetelnoscia
wykonania oraz istotnym wkladem w rozw6j badah nad proteasomem. To starannie
zaplanowany i przeprowadzony projekt badawczy, ktéry moze stanowi¢ wazny fundament dla
przysztych badan w tej dziedzinie.

Whiosek koncowy

Na podstawie analizy przedstawionej mi do recenzji rozprawy doktorskiej Pani mgr
Karoliny Trepczyk pt.: ,,Projektowanie i synteza stabilnych proteolitycznie oraz przenikajacych
przez btony komoérkowe aktywatorow ludzkiego proteasomu 20S oraz analiza ich wptywu na
aktywnos¢ tego enzymu w modelach komérkowych choréb neurodegeneracyjnych.”,
wykonanej pod kierunkiem Pana dr hab. Elzbieta Jankowska, prof. UG stwierdzam, ze
przedtozona do oceny rozprawa doktorska jest osiagnigciem oryginalnym i warto§ciowym oraz
spelnia wymagania merytoryczne i formalne stawiane dysertacjom doktorskim okreslone
w obowiazujacej ustawie ,,Ustawa z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz.1668 z pozn. zm.)”. Na tej podstawie wnoszg do Wysokiej Rady
Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu Gdanskiego o przyjecie rozprawy doktorskiej

i dopuszczenie Pani mgr Karoliny Trepezyk do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Dr hab. Beata Zolmowska
Katedra i Zakiad ;
Chemii Organicznej
Lestn: Ztrro
dr hab. Beata Zolnowska
adiunkt
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