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Recenzja pracy doktorskiej mgr Karoliny Trepczyk pt.: ”Projektowanie i synteza
stabilnych proteolitycznie i przenikajacych przez blony komérkowe aktywatorow
ludzkiego proteasomu 20S oraz zbadanie ich wplywu na aktywnos¢ tego enzymu w

modelach komérkowych choréb neurodegeneracyjnych”

Pani mgr Karolina Trepczyk wykonata pracg doktorska pod kierunkiem dr hab. Elzbiety
Jankowskiej w Katedrze Chemii Biomedycznej na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego. Celem pracy bylo opracowanie nowych peptydow i peptydomimetykow o
pozadanych wiasciwosciach, ktore stymulujg aktywnos¢ ludzkiego proteasomu 20S.

Podjety przez Doktorantke problem badawczy wpisuje si¢ doskonale w nowoczesne
trendy poszukiwania lekow bazujacych na peptydach. Co wazne, zaproponowany cel
molekularny — proteasom 20S jest bezposrednio powigzany z rozwojem choréb
neurodegeneracyjnych, ktérych leczenie stanowi obecnie ogromne wyzwanie. Z jednej strony
liczba os6b cierpiacych na te schorzenia ciagle rosnie, z drugiej., nie ma skutecznej metody
leczenia. Aktywacja proteasomu 20S wydaje si¢ by¢ bardzo obiecujacy strategia ze wzgledu na
mozliwoéé usuwania biatka tau, amyloidu B oraz a-synukleiny, ktorych odkladanie si¢ jest
bezposrednig przyczyna chordb Alzheimera i Parkinsona. Nalezy podkresli¢, ze opracowanie
aktywatoréw enzymow w ogdlnosci jest zadaniem nietrywialnym, poniewaz, w odrdznieniu od

inhibitoréw enzymoéw, nie ma skutecznych metod ich projektowania. Co wiecej, proteasom 20S
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jest niezwykle skomplikowang i rozbudowang maszyna molekularng, co dodatkowo zwigksza
trudno$¢ problemu postawionego przez Doktorantke.

Praca doktorska Pani mgr Karoliny Trepczyk liczy 167 stron formatu A4. Praca jest
wydrukowana jednostronnie, co nie pokrywa si¢ z trendem racjonalnego wykorzystania
zasobow naturalnych. Uklad doktoratu jest klasyczny i obejmuje streszczenie w dwoch
jezykach, wstep, cel pracy, metodologi¢, badania wiasne, podsumowanie, dorobek naukowy
oraz 200 referencji do literatury. Rozprawa jest napisana dobrze — jezyk jest poprawny, a
dyskutowane problemy przedstawione w sposéb zrozumiaty. Co wazne, Doktorantka postuguje
sie precyzyjnymi sformutowaniami i opisuje zagadnienia na odpowiednim poziomie
szczegotowosci. Nie odnalaztem w tekécie bledéw jezykowych, ktore bylyby warte
wspomnienia i powodowaly utrudniony odbiér pracy. Niestety strona graficzna pracy jest
stabsza. Wiele rysunkow jest niskiej jako$ci i zawiera wiracenia w jezyku angielskim (np.
Rysunki 2 i 10). Wzory dyskutowanych zwigzkéw chemicznych sg narysowane réznymi
stylami (Rysunki 16, 17, 18, 21 i 22).

Wstep dyskutowanej rozprawy zawarty na 50 stronach jest doskonatym
wprowadzeniem do podjetej tematyki. Doktorantka szczegétowo opisuje strukture, funkcje
oraz mechanizmy regulacji proteasomu 20S. Bardzo dobrze przedstawione sg takze powigzania
proteasomu 20S z chorobami neurodegeneracyjnymi oraz znane Sposoby aktywacji tego
enzymu. Ostatnia czes¢ wstepu stanowia rozwazania na temat mozliwosci zastosowania
peptydow i ich analogéw jako leki. W mojej opinii ten fragment wstepu nie jest potrzebny i
zaburza konstrukcje calego wstepu. Co wiecej, ujecie tak obszernego problemu na 9 stronach
spowodowato koniecznos$¢ odniesienia si¢ tylko do wybranych aspektow. Korzystniej byloby
oméwienie zastosowanych strategii modyfikacji w czesci ,,Badania wlasne”, w odniesieniu do
konkretnych przypadkow konstruowanych zwigzkow.

Cel pracy zostat szczegdtowo przedstawiony w rozdziale drugim. Co wazne, nadrzedny
cel doktoratu — opracowanie zwigzkéw o pozadanych wiasciwosciach zostat w tym miejscu
przekonywujgco uzasadniony. Z drugiej strony niepotrzebne wydaje sic wskazywanie
wszystkich zastosowanych metod eksperymentalnych a nawet niektérych parametrow
pomiaréw (np. ,.Zwiazki inkubowatam w osoczu w temperaturze 37 °C”).

Metodologiec badawcza opisano na 28 stronach z odpowiednim poziomem
szczegotowosci. Przedstawiono opisy syntez blokéw budulcowych i peptydow,
charakterystyke otrzymanych produktow oraz eksperymenty potwierdzajace ich aktywnosé

oraz wiasciwosci. Niestety w tym rozdziale Doktorantka nie ustrzegta si¢ przed bledami:
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a) W opisie syntezy w podrozdziale 2.1 (i w kilku kolejnych opisach syntez)
wskazano ilos¢ ekwiwalentéw, jednakze nie podano skali syntezy, pomimo, Ze sg zdefiniowane
ilosci rozpuszczalnikéw. Taki zestaw informacji uniemozliwia powtdrzenie tego
eksperymentu.

b) Przy syntezach peptydow takze nie wskazano skali syntezy (np. podrozdziat
3.1). Zadeklarowane czasy reakcji nie beda odpowiednie dla kazdej ilosci zywicy.

c) Nie wskazano nazwy aparatéw spektrometrii mas. W opisie MS peptydow
powinien byé zestawiony wynik odczytany z widma MS (czyli warto$¢ m/z) z wynikiem
obliczonym dla danego peptydu. Nie jest takze jasne, ktore peptydy zostaty scharakteryzowane
metoda MALDI, a ktére ESI. Co wigcej, wyniki MS zostaly opisane w Tabeli 7 jako warunki
oczyszczania.

d) Nie wskazano czystosci otrzymanych peptydow.

Kolejna czescig omawianej rozprawy sg ,,Badania wiasne™ zawarte na 44 stronach. Na
poczatku Doktorantka omawia aktywnos$¢ peptydow i jednoznacznie wykazuje, ze skutecznie
stymulujg one proteasom 20S. W szczegolnoscei zwigzek Bisl. w ktorym dwa fragmenty
peptydowe potaczone sg relatywnie dfugim tacznikiem, wydaje si¢ by¢ interesujacy, ze
wzgledu na mozliwos¢ oddziatywania z dwoma miej scami wigzania i poprzez to zwigkszong
aktywnoscig. Jednakze, w tej cze$¢ wynikow brakuje komentarza na temat syntezy peptydow,
ktéra nie we wszystkich przypadkach byla standardowa.

Druga cze$¢ wynikéw dotyczy analizy stabilnosci proteolitycznej otrzymanych
pochodnych. Dane te potwierdzajg stusznos¢ podejscia zakladajacego wprowadzanie
niekanonicznych aminokwaséw do sekwencji analizowanych peptydow.

Kolejne modyfikacje aktywnych peptydow zwigzane sg z przytaczeniem fragmentu
umozliwiajacego wnikanie do wnetrza komoérki — tat lub 6r. W tym przypadku dla wielu
zwiazkow zaobserwowano odwrotng zalezno$¢ stezenie-aktywnosc, ktora byta spowodowana
konkurencja pomiedzy aktywatorem a substratem. Czy w takich przypadkach nie warto byloby
sprawdzié¢ nizszych stezen aktywatora?

W nastepnych podrozdzialach Doktorantka przekonywujaco wykazuje w kilku seriach
eksperymentéw bardzo obiecujgce cechy najaktywniejszych peptydéw. W szczegdlnoscei.
peptydy te wykazuja niewielka cytotoksycznosé po%qczohq z mozliwos'ciq przenikania przez
blony komoérkowe, wigzaniem do proteasomu 20S i aktywnoscig wewnatrz komorek. Co
wigcej. przenikaja one przez bariere krew-mozg i zwickszaja degradacje o-synukleiny w
mysim modelu komérkowym choroby Parkinsona. Nalezy podkresli¢, ze tak szeroki panel

badan biologicznych opracowanych zwigzkow jest niezwykle wartosciowy.
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W podsumowaniu zestawiono wszystkie najwazniejsze rezultaty pracy wykazujac
bardzo ciekawa charakterystyke otrzymanych zwiazkow. Jednakze, brakuje pordéwnania
opracowanych zwigzkéw i tymi znanymi z literatury lub badan klinicznych.

Poza pytaniami zawartymi juz w niniejsze] recenzji prosze Doktorantke o odpowiedz
na ponizsze pytania w czasie obrony pracy doktorskiej:

1. W jaki sposéb mozliwe byloby opracowanie kolejnych analogéw o zwigkszone]

aktywnosci biologicznej?

2. Jakie s3 mozliwe molekularne podstawy dziatania peptydowych aktywatoréw
proteasomu 208, tj. jakie zmiany zachodza w celu molekularnym po zwigzaniu
tych zwigzkow?

3. Jakie parametry aktywnosci biologicznej uzasadniatyby dalsze prace nad
peptydowymi inhibitorami proteasomu 20S w kierunku badan klinicznych?

Powyzsze pytania sa zalazkiem do dyskusji nad rozprawg doktorska i nie stanowig one
zarzutdow do dyskutowanej pracy.

Podsumowujac. moja ocena rozprawy doktorskiej Pani mgr Karoliny Trepczyk jest
bardzo wysoka. Doktorantka podjeta si¢ ambitnego zadania badawczego, ktore dodatkowo ma
znaczacy aspekt praktyczny zwigzany z potencjalng terapia choréb neurodegeneracyjnych.
Doktorantka wykazala szeroki zakres umiejgtnosci eksperymentalnych. Pani mgr Karolina
Trepczyk otrzymata bloki budulcowe, zsyntezowata i scharakteryzowata zaplanowane peptydy,
okredlita ich aktywnos$¢ biologiczng oraz potwierdzila szereg korzystnych wlasciwosci.
Niewatpliwie wyniki opisane w dyskutowane;j rozprawie stanowig znaczgcg nowos¢ naukowa
i sa wartoSciowym wkladem w poszukiwanie nowych terapeutykow choréb
neurodegeneracyjnych.

W zwiazku z powyzszym, z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze rozprawa doktorska
Pani mgr Karoliny Trepczyk spetnia warunki okreélone w art. 187 ust. 1-3 Ustawy Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r., z p6zniej szymi zmianami. W zwigzku z
powyzszym wnosz¢ do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne na Uniwersytecie
Gdanskim o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr Karoliny Trepczyk do dalszych

etapoéw postepowania doktorskiego.



