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Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr Karoliny Trepezyk pt. ,.Projektowanie i synteza
stabilnych proteolitycznie i przenikajgcych przez blony komdrkowe aktywatoréw
ludzkiego proteasomu 20S oraz zbadanie ich wplywu na aktywnos¢ tego enzymu w
modelach komérkowych choréb neurodegeneracyjnych”

Praca wykonana w Katedrze Chemii Biomedycznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego
pod opiekg dr hab. Elzbiety Jankowskiej, prof. UG.

Zasadnos$¢ podjetej tematyki

Tematyka pracy jest bardzo ciekawa. Stanowi rozwinigcie zaawansowanych prac prowadzonych
od kilku lat w zespole Pani Promotor. Autorka w sposob przekonujacy i jasny wprowadza
czytelnika w zagadnienie aktywacji proteasomu i wykorzystania do tego celu matych czasteczek
lub peptydow. Proponowana strategia moze staé si¢ skuteczna w walce z chorobami
neurodegeneracyjnymi, na ktére wspélczesna medycyna nie ma jeszcze skutecznej terapii.

Charakterystyka i uwagi do pracy

Praca liczy 167 stron i ma klasyczny uklad prac doktorskich. Sklada si¢ z siedmiu rozdzialow,
przy czym gléwny trzon stanowi Wstgp literaturowy (7 podrozdzialéw), Metodologia
przeprowadzonych badar (7 podrozdziatéw), Badania wlasne. Prezentacja i oméwienie wynikow
(9 podrozdzialéw). Cato$¢ jest dobrze opracowana edytorsko. Czytanie pracy bardzo utatwia
obecnosé rysunkow i tabel w miejscach, gdzie s3 omawiane.

W pierwszej czesci pracy Doktorantka w bardzo ciekawy i przekonujacy sposob zarysowala cel
swoich badan. Opisala funkcje proteasomu 20S, w zwigzly i przystgpny sposéb charakteryzujac
jego strukture i podjednostki, co byto duzym wyzwaniem, bo cala struktura ma masg okoto 700
kDa. Nastepnie przedstawita mechanizm rozpoznawania i degradacji substratow przez proteasom
208, opisata réznice strukturalne i funkcjonalne jego podtypéw. Oméwita giéwng funkcje
proteasomu, degradacje biatek, omawiajac szlak ubikwityna-proteasom 26S oraz degradacje
niewymagajacg uprzedniej ubikwitynylacji.

Autorka dokonala szczegdlowego przedstawienia strukturalnych elementéw wybranych biatek
oddzialujacych z proteasomem, opisujac ich role, mechanizm aktywacji, dokonujgc doglebne;
analizy strukturalnej wzajemnych oddzialywan. Opisata migdzy innymi mechanizm aktywacji
proteasomu 20S przez biatko PA200 oraz jego drozdzowego odpowiednika, biatko Blm10.
Nastepnie Autorka pokazata, ze choroby neurodegeneracyjne moga by¢ wynikiem dysfunkcji,
najczeéciej zwiazanej z wiekiem, systemOéw usuwajgcych niepotrzebne/ nieprawidlowo
sfaldowane biatka z organizmu.

Autorka dokonata przegladu zwigzkéw aktywujacych proteasom, ktére moga stuzy¢
powstrzymaniu proceséw neurodegeneracyjnych. Zaskoczylo mnie stwierdzenie ze strony 44, ze
,.zaden lek nie zostat oficjalnie zatwierdzony przez FDA™ na chorobg Parkinsona. Czy L-DOPA
w kombinacji migdzy innymi z inhibitorem dekarboskylazy, nie jest takim lekiem?
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Wsréd aktywatoréw proteasomu Autorka wyréznita peptyd Blm-pep zaprojektowany i
otrzymany wczesniej w Zespole Promotorki, wywodzacy si¢ z Blm10. Biatko Blm10 zawiera
motyw HbYX na C-koficu, ktérego znaczenie dla wiazania aktywatoréw z rdzeniem proteasomu
20S Autorka wielokrotnie w pracy podkresla. Doktorantka przywoluje tutaj réwniez prace
Promotorki z 2022, gdzie zaprojektowano peptydy TAt1-8,9TOD i TATI1-DEN, dodatnio
natadowane, skladajace si¢ w duzym stopniu z sekwencji znanych z polepszania przenikalnosci
peptydu do komorki. Zwigzki te ztagodzity w organizmach modelowych patologie wystepujace
w AD, jednoczesnie wykazujac korzystne cechy farmakokinetyczne.

Ostatnie dziesigc stron czgsci literaturowej, Autorka poswiecita opisowi wykorzystania peptydow
Jako lekéw. Jest to bardzo jasna i jednoczesnie zwigzta czgsé pracy, odwotujaca si¢ zaréwno do
wad jak i zalet tej klasy lekow, ktére zyskuja coraz wigksze znaczenie. Autorka nakreslita metody
modyfikacji i strategie projektowania takich zwiazkow, by zwiekszy¢ ich ,.drug-likeness™.

Cel pracy

Badania maja szeroki zakres. Doktorantka zsyntezowata 26 peptydéw. Zostaly one kompleksowo
przebadane, od badan oceniajacych ich farmakokinetyke, przez badanie oddziatywan peptydu z
proteasomem 20S, do zdolnosci stymulacji proteasomu, zaréwno w lizacie jak i w modelu
komérkowym. Autorka zbadata réwniez cytotoksyczno$é wybranych zwigzkéw. Z opisu
wnioskujg, ze wszystkie te badania wykonywala samodzielnie, co $wiadczy o wysoce
interdyscyplinarnym wyksztalceniu jakie zdobyla realizujgc pracg doktorska.

W pierwszej czgsci pracy Autorka zoptymalizowala sekwencje istniejacych aktywatorow
wywodzacych si¢ z analogéw Blm-pep, otrzymanych wczesniej w zespole Promotorki. Celem
Doktorantki byla poprawa ich stabilnosci proteolitycznej i przenikalnosci przez blony
komérkowe. Wyjsciowymi peptydami byly sekwencje okreslane w pracy jako A, B, C, E (Tabela
8). Z nich uzyskano analogi N-metylowane lub analogi peptoidowe. Autorka zsyntezowata
rowniez aktywatory ze zduplikowanym C-koficem modulatora (Bis1-Bis4), wywodzace sig z
aktywatoréw F oraz A (Bisl). Analogi te mialy wzmacniaé¢ oddziatywanie z dwiema kieszeniami
proteasomu. Kolejno, w celu zwigkszenia przenikalnosci przez blony komoérkowe, Autorka
wprowadzita do sekwencji wybranych peptydéw modyfikacje tat (sekwencja RKKRRQRRR) lub
reszte skladajaca si¢ z szesciu arginin (6r).

W Tabeli 7 Autorka sumiennie zebrata informacje nt. otrzymanych peptydéw, pokazujac sposoby
oczyszczania i iloSci surowych oraz oczyszczonych zwigzkéw. Doceniam, Zze Autorka nie
pominela takich informacji jak bardzo niskie wydajnosci niektérych syntez. Wiem, ze synteza
peptydow, szczegblnie modyfikowanych, potrafi by¢ duzym wyzwaniem, ale z ciekawosci
chciatam spyta¢, jak Autorka takie wyniki ttumaczy (np. A3, A1-NBD, E1, E2, E3, etc).

Czytajgc pracg odniostam wrazenie, ze Doktorantka dobrze orientuje si¢ w zawifosciach SAR
otrzymanych przez siebie zwigzkéw i podstawach jakie doprowadzily Ja do zaprojektowania
takich a nie innych peptydéw. Jednak moim zdaniem, przedstawiony tok myslenia jest bardzo
skrotowy 1 ogélnikowy, co utrudnia analiz¢ zaréwno procesu projektowania peptydéw jak i
preferencji strukturalnych, korzystnych dla pozadanej aktywnosci. Dlatego w czasie obrony
cheialabym by Doktorantka odniosta si¢ do ponizszych zagadnien zwiazanych z ta czescia.

a) Sekwencje A, B, C bardzo niewiele si¢ od siebie roznia. Peptyd A rézni si¢ od C tylko
dwoma aminokwasami, w pozycji 4 i 6 od C-kofica. W zwigzku z tym, zastanawia mnie,
dlaczego sekwencja B nazywana jest hybrydows (str. 95).

b) Z powyzszym punktem czesciowo taczy sie motyw GSK, ktéry jest nazywany tacznikiem
(str. 97). Nie wynika jasno z pracy, czym s3 elementy, ktére z sobg faczy.

¢) Brakuje mi wynikéw badan stabilnosci, ktére pokazalyby, ktére pozycje w sekwencji
powinny by¢ modyfikowane by zwigkszy¢ stabilno$¢. Autorka powoluje sie na takie
wyniki (str. 96), jednak nie zauwazylam szczeg6téw ani odnosnika.
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d) Niejasne jest nagle pojawienie si¢ w pracy nowych sekwencji, poza tymi
wprowadzonymi jako analogi A, B, C, E. Mam na mysli zwigzek F, z ktérego wywodza
si¢ niektdre analogi serii Bis oraz sekwencj¢ D i wywodzace si¢ z niej analogi, D1-tat i
D1-tat(R1), ktére Autorka otrzymata w ramach pracy magisterskiej. Dlaczego peptyd F
nie byl modyfikowany tak jak pozostale peptydy serii A, B, C, E?

e) Sposob zaprojektowania analogéw Bis wymaga komentarza. Z jednej strony zasadng
wydaje si¢ proba wzmocnienia sygnatu. Z drugiej strony, dobér réznorodnych sposobow
modyfikacji, zar6wno wyjsciowej sekwencji, jej dlugosci, jak i sposobu faczenia dwoch
tancuchéw peptydowych (PEG, mostek disiarczkowy albo polaczenie tioeterowe) nie
wynika jasno z tekstu pracy.

f) Podsumowanie zyskaloby na klarownosci dzigki rysunkowi pokazujgcemu jak
poszczegblne modyfikacje wplywaly na rézne cechy otrzymywanych peptydow,
wyznaczajge jednoczesnie kierunki badan w przysztosci.

Autorka gruntownie przebadala otrzymane analogi. Zaczela od sprawdzenia ich stabilnosci
proteolitycznej. Niewatpliwie osiagnela swoj cel, poniewaz obserwowata zwigkszenie stabilnosci
zwigzkéw (rys. 33, str. 108) wzgledem niemodyfikowanych peptydéw A, B, C, E. Z tabeli 10
(str. 111) zawierajacej fragmenty sekwencji, ktére nie ulegly degradacji podczas inkubacji w
osoczu, mozna wnioskowaé, ze najmniej skutecznie chroniony by} C-koniec peptydow, ktéry jest
bardzo istotny dla aktywnosci tych zwigzkow wzgledem proteasomu ze wzgledu na obecnos¢
sekwencji HbYX. Zastanawia mnie, jaki to moze mie¢ wplyw na dalsze losy otrzymanych
zwigzkéw. Prosze o komentarz w czasie obrony. Seri¢ Bis rowniez charakteryzuje wyzsza
stabilnos¢, a wéréd analogéw modyfikowanych sekwencjami CPP, cztery z pigciu peptydéw po
30 minutach inkubacji zostaly zdegradowane w stopni nie wyzszym niz 50%.

Kolejno, w celu zwigkszenia przenikalnosci przez blony komérkowe, Autorka wprowadzita do
sekwencji wybranych peptydow modyfikacje tat (sekwencja RKKRRQRRR) lub reszte
skladajgca si¢ z szczgsciu arginin (6r). Aktywno$¢ ChT-L i C-L proteasomu znaczgco wzrosta
wzgledem wyjsciowych zwiazkéw, natomiast aktywnos¢ wzgledem T-L wzrosta ponad
o$miokrotnie (dla A1-6r) przy najnizszym z badanych stezen (0.5 mM), natomiast wraz ze
wzrostem stezenia aktywatora malata. Autorka stawie hipoteze, ze obserwowany trend moze by¢
wynikiem rywalizacji aktywatoréw z substratem T-L. Prosz¢ o podanie szczegdlow weryfikacji tej
hipotezy, o ktorej Autorka wspomina na str. 116.

W celu stwierdzenia, czy wprowadzenie reszt peptydowych poprawia przenikalnos¢ przez blony
komérkowe, Autorka modyfikowata peptydy za pomoca barwnika flurescencyjnego NBD. Po 3
godzinach inkubacji z komérkami HEK298T, stwierdzila za pomocg pomiaru mikroskopowego,
ze aktywatory posiadajace tat lub 6r wniknegly do komérki, podczas gdy nie odnotowano
odpowiedniego sygnalu w cytozolu, gdy zastosowano peptyd A1-NBD.

Doktorantka badala réwniez zdolno$é¢ aktywatoréw do przenikania bariery krew-mozg.
Wykorzystata do tego celu test PAMPA. Wykazata, ze zwigzek Al-tat ma znacznie wigkszg
przenikalnos¢ niz wyjsciowy analog A1l. Jakg role w tescie PAMPA pelni fluorescamina?

Nastepnie Autorka badala zdolno$¢ otrzymanych zwigzkéw do stymulacji proteasomu. W
pierwszej kolejnoéci przeprowadzila testy na lizatach komérkowych. Zwigzki posiadajace
modyfikacje CPP (Rys. 41B) silniej aktywowaly proteasom (aktywnos¢ chymotrypsynopodobna)
niz pierwsza grupa. Taki wynik rodzi pytanie: na ile modyfikacia CPP wplywa na
przepuszczalno$é przez blony komérkowe a na ile zwigksza zdolnosci aktywacyjne proteasomu?
Po drugie, jaki Autorka ma poglgd na spadek aktywacji proteasomu przy najwyzszych uzytych
stezeniach aktywatorow (Rys. 41)?

Nastepnie Autorka badata stymulacje proteasomu w komoérkach HEK293T. W tym celu
zsyntezowata sonde TAS3, ktorej fluorescencja miafa shuzy¢ do oceny aktywnosci badanych
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peptydéw. Na podstawie Rys. 43-45 mozna wnioskowaé, ze zwigkszanie stezenia aktywatora nie
wplywa znaczaco na stymulacj¢ proteasomu, natomiast poziom aktywacji wzrasta z czasem.
Zaleznos¢ stezeniowa byla bardziej widoczna w testach na lizatach. Najwickszy efekt Autorka
zaobserwowala dla zwigzku Bis]-tat.

W kolejnych eksperymentach Doktorantka wykorzystala modelowe uktady, w ktérych badano
Jak wybrane zwiazki stymulujg izolowany proteasom 20S do degradacji dwéch modelowych
biatek, zwigzanych z chorobami neurodegeneracyjnymi, biatka o-synukleiny (PD) oraz biatka tau
(AD). Modulatory efektywniej wplywaly na poziom bialek tau niz a-synukleiny. B1 nieco
wydajniej stymulowat degradacje tau w poréwnaniu z serig aktywatoréw wywodzacych sie z A 1.
Wykazano, ze obecnos¢ detergentu SDS obnizato efektywno$é¢ degradacii.

W celu potwierdzenia zdolnosci aktywatoréw do tworzenia kompleksu z proteasomem, Autorka
wykorzystala technik¢ termoforezy mikroskalowej (MST). Por6wnanie powinowactwa miedzy
niemodyfikownym analogiem Bis1 a jego forma Bisl-tat, wskazuje, ze sekwencja tat moze nie
tylko poprawia¢ przenikalnos¢, ale réwniez zwigksza¢ oddzialywanie z proteasomem, co wydaje
si¢ by¢ zgodne z efektem obserwowanym w tescie na lizatach komérkowych (patrz wyzej).

Uwieniczeniem pracy Doktorantki byl staz zagraniczny na Uniwersytecie w Helsinkach, gdzie
Autorka miata mozliwo$¢ sprawdzenia aktywno$ci wybranych modulatoréw proteasomu na
komérkowym modelu mysim choroby Parkinsona. Obserwowala brak cytotoksycznosci swoich
zwigzkéw, a w niektérych wypadkach minimalne podwyzszenie liczby komérek, co moze
wskazywa¢ na efekt neuroprotekcyjny. Badane zwiazki, Bis1-tat, A1-6r, Al-tat redukowaly ilosé
agregatow o-synukleiny w komorkach hipokampalnych. Podczas gdy efekt ten dia BisI-tat i Al-
6r (Rys. 51) wskazuje na zalezno$¢ degradacji od stezenia, w przypadku zwigzku Al-tat efekt
wydaje si¢ by¢ odwromy. Autorka poza podsumowaniem wynikéw dla tego peptydow, nie
zalgezyla obrazéw mikroskopowych. Byé moze tam efekt jest klarowniejszy. Prosze o komentarz
w trakcie obrony.

Ponizej przedstawiam kilka uwag ogdlnych/ edytorskich:

e Str. 32-33: powtérzenie fragmentu tekstu o aktywacji proteasomu 20S przez biatko 118

e Str. 54: odno$nik 172 pochodzi z 1925, a tekst, przy ktérym zostal podany, wydaje sie
opisywacé pozniejsze doniesienia.

e Nie wszystkie skroty zostaly zdefiniowane (np. str. 68: MSNT, Mlm, zywica CI-TCP(CI)
ProTide, ivDde-OH), ostona Lys Mitt(str. 74), ester aktywny TFph (str. 76)
str. 97: rysunek 309B, zamiast Rys. 30B
Rys. 45A: kolorystyka i ksztalt ,linii” sg zbyt podobne dla ,blank™ i kontroli, co jest mylace;
Str. 135, rys. 49: niektérym wykresom z pomiaréw MST brakuje punktéw do wyznaczenia
powinowactwa, cho¢ trend jest widoczny;
str. 137: zamiast rys. S0 powinno by rys. 51/52?
Rys. 43: Autorka dwa wyniki podpisuje symbolem Al-tat i wprowadza symbol Al-tat(R1),
ktéry wezesniej nie byt dyskutowany.

Podsumowanie

Podsumowujgc, przedstawiona mi do recenzji praca jest projektem interdyscyplinarnym,
zawierajagcym bogaty, logiczny i spéjny material eksperymentalny, w ktérym Autorka zajmowala
si¢ nie tylko synteza odpowiednio zaprojektowanych peptydow, ale réwniez ich charakterystyka
biologiczng. Wyniki tych badan s bardzo wartosciowe. Autorka jest wspotautorka co najmniej
czterech publikacji (dwie pojawily si¢ po zlozeniu pracy), ktére zostaly opublikowane w dobrze
punktowanych w rankingach migdzynarodowych czasopismach, niestety nie ma wsréd nich
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pracy, w ktérej Doktorantka petnitaby role wiodacg. Stwierdzam, ze Doktorantka trafnie wybrata
tematyke badan, jasno sformulowata cel pracy, dobrze zaplanowata i wykonata doswiadczenia,
wykazala sie umiejetnoécia dyskusji wynikéw, a takze umiejetnie sformutowala podsumowanie
pracy. Doktorantka osiggneta zamierzony cel, otrzymujgc zwigzki o zwigkszonej stabilnosci
proteolitycznej, zwigkszonej przenikalnosci przez blony komérkowe. Jednoczesnie zwigzki te nie
stracily aktywnosci stymulujacej wzgledem proteasomu, dajac podstawe do dalszych badan nad
ich zastosowaniem w terapii chordb neurodegeneracyjnych.

Przedlozona do recenzji praca doktorska jest kompleksowym opracowaniem stanowigcym
wartosciowy przyczynek do istniejacego stanu wiedzy, zawiera réwniez elementy nowatorskie i
spelnia warunki ustawowe stawiane rozprawom doktorskim. Wnosz¢ wniosek do Rady
Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytety Gdanskiego o dopuszczenie Doktorantki do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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