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pt.: " Wykorzystanie C-koricowej sekwencji biatka Blm10 do otrzymania efektywnych

stymulatorow aktywnosci ludzkiego proteasomu 20S”.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska Pani mgr Matgorzaty Gizynskiej,
zatytutowana "Wykorzystanie C-koncowej sekwencji biatka Blm10 do otrzymania
efektywnych stymulatoréw aktywnosci ludzkiego proteasomu 20S”, ktérej promotorem
jest dr hab. Elzbieta Jankowska, prof. UG, zostala wykonana w Katedrze Chemii
Biomedycznej Wydziaty Chemii Uniwersytetu Gdanskiego. Jest to opracowanie liczace
w sumie 153 strony.

Zatozeniem niniejszej dysertacji byto zaprojektowanie, synteza oraz zbadanie
w sumie 58 peptydéw, bedacych analogami C-koncowej sekwencji biatka Blm10
w aspekcie ich zdolnosci do modulowania aktywnos$ci ludzkiego proteasomu 20S.
Ponadto zostaty przedstawione takze wyniki badan komérkowych oraz zostata podjeta
proba wyznaczenia miejsca wigzania otrzymanych zwigzkéw w strukturze proteasomu.

Rozprawa ta posiada klasyczny uktad, charakterystyczny dla prac
eksperymentalnych i sklada sie z szeSciu gtéwnych rozdzialow. W pierwszym z nich
zwiezle zostaty przedstawione zatozenia i cel pracy. Nastepnie, we Wstepie
literaturowym, Doktorantka przedstawita tematyke zwigzang funkcja proteasomu.
Szczegotowo opisuje jego budowe, funkcje oraz regulacje jego aktywnosci. W zwigzku
z tym, zZe celem pracy jest poszukiwanie skutecznych stymulatoréw proteasomu

w aspekcie mozliwosci wykorzystania ich do regulacji homeostazy biatkowej, zostaty
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opisane takze zagadnienia zwigzane z zaburzeniem jego dziatania, jako jedna ze strategii
hamowania m.in. rozwoju choréb neurodegeneracyjnych. Doktorantka opisata takze
mozliwosci stosowania peptydéw w terapii.

Obszerno$¢ i aktualno$¢ prezentowanej tematyki wymagata od Doktorantki
wnikliwego przeanalizowania dostepnej literatury. W swojej pracy zacytowata
196 pozycji literaturowych, co pozwolito na dobre wprowadzenie czytelnika do tematu
badan wtasnych. W czesci tej jednak, Doktorantka nie unikneta uproszczen jezykowych
czy sformutowan zargonowych, ktérych kilka z racji obowigzku Recenzenta wymienie.
Na stronie 10 jest napisane ,Proteasom wydaje sie by¢ atrakcyjnym celem
w projektowaniu potencjalnych srodkéw terapeutycznych na ... »- Wydaje mi sie,
iz poprawniej bytoby napisac ,,... Srodkow terapeutycznych do stosowania w leczeniu

”. Na tej samej stronie Doktorantka pisze: ,Obecnie najbardziej eksploatowana
jest koncepcja wykorzystania inhibitoréw w terapii przeciwnowotworowej.”, a moze lepiej
napisac ,... obecnie uwaga badaczy skupiona jest na mozliwosci wykorzystania ....".
Strona 10 ,,Zaobserwowano przy tym, Ze cze$¢ z nich byta ..., a powinno by¢ ,,... cze$¢ ...".
Ponownie str. 10 i 11 ,Nasz zespét od kilku lat prowadzit badania dotyczqce
11 allosterycznych modulatoréw aktywnosci proteasomu, co doprowadzito do otrzymania
14-resztowego peptydu Blm-pep, ktory kilkukrotnie stymulowat wszystkie peptydazy
proteasomu h20S.” a zdaniem recenzenta powinno by¢ ,zespo6t od kilku lat prowadzi
badania” lub ,,... kilka lat prowadzit badania ...”. Strona 11, ten sam akapit ,kilkukrotnie
stymulowat” - co Autorka miata na mysli? Przy edycji tekstu warto takze pamietac o tym,
ze na koncu wersu nie zostawiamy typograficznych ,sierotek”. Str. 34 zamiast
»hyperfosforylacja” lepiej bytoby napisac¢ ,hiperfosforylacja”. Na Rysunku 3, 13 opisy
powinny by¢ w jezyku polskim a nie angielskim. Strona 40 ,Wsréd tych pierwszych
mozna wyroznic jeszcze kolejng podgrupe zwiqzkdéw, ktére zachowujq sie jak detergenty”-
co to znaczy? Strona 44 - jest ,formowania” a poprawniej bytoby uzy¢ stowa tworzenie
czy powstawanie.

OczywiScie uwagi te absolutnie nie wptywaja na merytoryczng jakos$¢ tej czesci
rozprawy. Rysunki, schematy i tabele s3 bardzo przejrzyste, co zdecydowanie utatwia
zapoznanie sie z opisywanymi zagadnieniami. Cata praca zostata przygotowana z duza
staranno$cig. Stanowi ona sp6jng i logiczng cato$¢ pokazujaca swiadomos$¢ naukowa

Doktorantki.
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Celem przedstawionych badan byto zbadanie serii specjalnie zaprojektowanych
i zsyntezowanych analogow C-koncowej sekwencji biatka Blm10 w aspekcie
ich zdolnos$ci do modulowania aktywnosci ludzkiego proteasomu 20S. Ponadto zostaty
zaprezentowane wyniki badan komoérkowych oraz wyznaczania miejsca wigzania
otrzymanych zwigzkéw w strukturze h20S. W zwigzku z tym Doktorantka zastosowata
metody badawcze, ktére pozwolily na zrealizowanie zatoZonego celu. Wiekszo$¢
zwigzkow zostata zsyntezowana i oczyszczona przez Doktorantke, tylko kilka z nich byto
otrzymanych w ramach realizacji pracy dyplomowej lub magisterskiej. Dla wybranych
zwigzkow zostaty przeprowadzone testy aktywnosci, ktore Doktorantka przeprowadzita
we wspotpracy z zespotem prof. dr hab. Grzegorza Wegrzyna z Wydzialu Biologii
Uniwersytetu Gdanskiego natomiast badania majgce na celu zidentyfikowanie miejsca
wigzania aktywatoréw w strukturze h20S za pomoca sieciowania foto/chemicznego
zostaly przeprowadzone dzieki wspéipracy z dr Julia Witkowska. Ze wzgledu
na obszerno$c¢ czeSci metodologicznej, zostata ona umieszczona po rozdziatach ,Badania
wtlasne” i ,Podsumowanie”. Dzieki temu, wprowadzenie literaturowe, analiza wynikéw
oraz podsumowanie stanowig jeden cigg logiczny.

W rozdziale ,Badania wtasne” Autorka zaprezentowata otrzymane wyniki
oraz przedstawita ich interpretacje. Badania zostaty przeprowadzone dla 58 analogow
peptydu Blm-pep o sekwencji KYF-TGSK-LWRSYYA, ktére doktorantka podzielita
na cztery gtéwne grupy.

W pierwszej z nich znalazto sie 14 peptydow (1-14) rdéznigcymi sie diugoscia
tanicucha peptydowego, obecnoscia wolnej lub zablokowanej N-koncowej grupy
aminowej a w trzech z nich, (12-14), aromatyczne N-koncowe reszty Tyr lub/i Phe
zostaty podstawione cykloheksyloalanina.

Analiza wynikéw otrzymanych dla tej grupy wykazata, iz skrocenie dtugosci
fanicucha peptydowego powoduje spadek aktywnosci chymotrypsyno-, kaspado-
oraz trypsynopodobnej proteasomu h20S w poréwnaniu do peptydu macierzystego.
Podobnie dziata zablokowanie N-koncowej grupy aminowej. Skrocenie dtugosci tacznika
-TGSK- (lub jego brak) (peptydy 9-11) takze wptywato na ostabienie aktywnoSci.
Interesujagca obserwacje data analiza wynikéw otrzymanych dla peptydow
posiadajacych w  N-koncowej sekwencji podstawione reszty aromatyczne
(Phe lub/i Tyr) cykloheksyloalaning. Wykazano mianowicie, iz najmniejsze dziatanie

dezaktywujace wykazywat peptyd posiadajacy niepodstawiong reszte Tyr2.
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W tym miejscu rodzi sie pytanie: Czy znaczenie ma pozycja reszty aromatycznej,
czy obecnos$¢ grupy hydroksylowej w pierScieniu aromatycznym Tyr?

Druga grupa badanych peptydéw, dzieki zastosowaniu modelowania
molekularnego, zostata tak zaprojektowana, by optymalnie oddziatywac z proteasomem
swoim C- lub N-koncowym fragmentem. To 20 zwigzkéw, w sekwencjach ktérych,
wybrane reszty aminokwasowe zostaty wymienione na reszty: Gln lub/i Asp lub/i Arg
lub/i Ser lub/i Tyr lub/i Glu lub/i Pro. Modyfikacji zostat poddany C-koncowy fragment
(peptydy 15-23), N-konicowy fragment (peptydy 24-31) lub oba fragmenty
(peptydy 32-34).

Wiekszos¢ analogdw wykazywata sie lepszymi wtasciwo$ciami stymulujgcymi
wzgledem aktywnosSci ChT-L. Interesujagcym jest to, iz roznice w selektywnosSci
otrzymanych zwigzkow wzgledem réznych aktywnosSci proteasomu dziatanie zwigzkéw
polegajace nie tylko na otwieraniu bramy prowadzacej do komory katalitycznej
proteasomu, ale takze to, ze ich zwigzanie do enzymu moze réwniez bezposrednio
wptywac na miejsca aktywne. Interesujacym jest to, ze peptyd 21, ktory nie stymulowat
zadnej z peptydaz proteasomu, charakteryzowat sie najwiekszg stabilnos$cia
proteolityczna.

Wybranych 10 peptydéw omawianej grupy zostato przebadanych w kierunku
ich zdolnosci do stymulowania degradacji natywnych biatek: a-synukleine, biatko Tau
oraz enolaze 2. Zwiazki te stymulowaty degradacje biatek dopiero w obecno$ci czynnika
rozluzniajagcego konformacje rdzenia katalitycznego 20S. Dla dwoch najbardziej
efektywnych zwigzkéw (peptydy 18 i 20) wykonane zostaty takze testy
z wykorzystaniem modeli komérkowych. Wykazano w nich, ze peptyd 20 stymuluje
aktywno$¢ proteasomu w modelach komérkowych choroby Alzheimera, Parkinsona,
Huntingtona oraz ALS, natomiast analog 18 tylko w modelu choroby ALS.

Trzecia grupa (peptydy 35-46) to zwigzki, do ktérych sekwencji zostaty
wprowadzone nienaturalne reszty takie jak: nienaturalne aminokwasy lub mimetyk
wigzania peptydowego. Celem tych modyfikacji byto okreSlenie ich wplywu
na zwiekszenie odpornosci proteolitycznej peptydu bez obniZenia jego aktywnosci.
Przeprowadzone badania wykazaly, ze modyfikacja ta niekorzystnie wptyneta
na aktywno$¢ modulatoréw, z tym zZe lepiej tolerowane byly modyfikacje wigzania

peptydowego. Udato sie jednak uzyska¢ dwa zwiazki o zwiekszonej odpornosci
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na degradacje przez h20S (peptydy 39 i 46), ktore nie utracity zdolnosci do aktywacji
enzymu.

Czwartg grupa peptydéw, byly analogi Blm-pep, 18, 23 i 32 (wybrane
na podstawie wcze$niej uzyskanych rezultatow) - do ktérych sekwencji zostaty
wprowadzone grupy sieciujagce: Dopa lub Bpa. Modyfikacja ta miata na celu
umozliwienie okreslenia miejsca wigzania modulatoré6w w strukturze h20S. Do chwili
obecnej, Doktorantce udato sie zidentyfikowa¢ miejsce wigzania jednego modulatora
w kieszeni a5-a6, a drugiego w kieszeniach a4-a5 oraz a5-a6, jednak te badania
sg kontynuowane.

Mgr Matgorzata Gizynska jest wspotautorkg trzech prac naukowych
opublikowanych w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym (tgczny IF = 13,746).
Ponadto swoje badania prezentowata w formie 30 komunikatoéw na miedzynarodowych
i krajowych konferencjach. Chciatabym takze zwr6ci¢ uwage na znaczacy udziat
Doktorantki w realizacji projektow naukowych. Byta kierownikiem projektu
badawczego NCN w ramach konkursu PRELUDIUM 12 pt. ,Allosteryczne inhibitory
proteasomu - optymalizacja struktury analogow PR39 w celu uzyskania wiekszej
stabilnosci i efektywnosci”’, wykonawcg w dwéch projektach NCN w ramach konkursow
OPUS oraz kierownikiem w pieciu projektach Badan dla Mtodych Naukowcéw. Swiadczy
to o jej duzym zaangazowaniu prowadzenie badan naukowych.

Przechodzac do koncowej oceny recenzowanej rozprawy doktorskiej
stwierdzam, Ze stanowi ona wartoSciowy wktad do badan majacych na celu
poszukiwanie nowych peptydowych modulatoréw aktywnoS$ci ludzkiego proteasomu
20S wykazujacych jednoczes$nie zwiekszong odpornos¢ proteolityczna. Uzyskane wyniki
sg bardzo interesujgce i znacznie poszerzajg nasza wiedze na ten temat, a pojawienie sie
w teks$cie drobnych niedociggnie¢ jezykowych i typograficznych nie ma zadnego wptywu
na strone merytoryczng pracy. Oceniajagc wysoko poziom badan naukowych
przedstawionych w rozprawie doktorskiej w konkluzji wyraznie stwierdzam,
ze przedstawiona przez Doktorantke rozprawa spelnia wszystkie warunki stawiane
rozprawom doktorskim okreslone w ustawie o stopniach i tytutach naukowych. Wnosze

wiec o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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