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Ocena pracy doktorskiej mgr Marii Anny Smuzynskiej
p-t. ,Badania wplywu modyfikacji czqsteczki Cystapep 1 na jej aktywnos¢ biologiczng”

Badanie zaleznos$ci struktura — aktywnos¢ Cystapepu 1 (Z-Arg-Leu-NH-CH(iPr)-CH,-
NH-Cin; gdzie Cin — frans-cynamoil) to w ostatniej dekadzie gtéwny temat badawczy prof.
dr. hab. Franciszka Kasprzykowskiego, promotora recenzowanej rozprawy. Ten niewielki
peptydomimetyk, zaprojektowany przez F. Kasprzykowskiego na bazie centrum aktywnego
ludzkiej cystatyny C, wykazuje niezmiernie interesujacy profil aktywnosci biologiczne;j.
Hamuje wzrost szeregu waznych klinicznie (lekoopornych) szczepéw bakterii gram-
dodatnich w tym, Staphylococcus aureus and Streptococcus pyogenes, a mechanizm jego
dzialania zdaje si¢ by¢ odmienny od dotychczas stosowanych antybiotykow. Wihasciwosé ta
byla podstawa objecia Cystapepu 1 ochrong patentowa. Poglebione badania biologiczne
prowadzone przez wspélpracujace z prof. Kasprzykowskim grupy biologéw wykazaly, ze
Cystapep 1 oraz jego analogi odznaczaja si¢ aktywnoscig antywirusowa, a takze hamuja
proces osteoklastogenezy. Badania te kontynuowata w ramach swojej doktorskiej Pani mgr
Maria Smuzynska. Z uwagi na duzy potencjal aplikacyjny tej grupy peptydomimetykéw
temat badaczy, mimo wieloletnich badan, jest w dalszym ciggu atrakcyjny, a uzyskane wyniki
interesujace, poszerzajace wiedzg o tej grupie zwigzkoéw chemicznych.

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska to prawie 200 stronic tekstu; nalezy wigc
do obszernych. Mimo, iz Autorka nie dokonata klasycznego wydzielenia trzech zasadniczych
czesci (przeglad literaturowy, cel pracy, badania wlasne), czytelnik nie ma watpliwosci, jak
zakwalifikowaé poszczegdlne rozdzialy. Cztery pierwsze, nie liczac spisu stosowanych
skrotéw, stanowia przeglad literaturowy oraz wprowadzenie do metod stosowanych w

badaniach Kandydatki (77 stron). Kolejny rozdziat to cel pracy (3 strony), a nastgpne trzy
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(tacznie 103 strony) prezentujag badania wiasne Doktorantki; ostatni to spis literatury
cytowanej (158 pozycji) przygotowany w porzadku alfabetycznym.

Problematyka pierwszej czesci rozprawy nawigzuje bezposrednio do badan wlasnych
Doktorantki. Znajduje si¢ tutaj charakterystyka bakterii gronkowca zlocistego
(Staphylococcus ureus) oraz paciorkowca Streptococcus pyogenes. Szczego6lnie duzo miejsca
Autorka poswieca zagadnieniom zwigzanym z ich chorobotwoérczoscia, w tym opisie toksyn
bakteryjnych oraz wywolywanych przez nie jednostek chorobowych, a takze szczepoéw
lekoopornych. Kolejny rozdzialt ma charakter pogladowy i zawiera opis metod oznaczania
wrazliwosci bakterii na antybiotyki i chemioterapeutyki. W nastgpnym omoéwione zostaty
mechanizmy opornosci na leki w/w bakterii. Rozdzial ten konczy si¢ prezentacja lekéw
stosowanych przeciwko opisywanym gatunkom bakterii. Ostatni rozdziat tej czesci przynosi
zwigzlg charakterystyke proteasomu; oprocz opisu jego budowy 1 specyficznosei
substratowej, zasadniczg cze$¢ rozdzialu stanowi prezentacja przykltadow zwigzkéw
chemicznych modulujacych aktywnos$¢ proteolityczng tego kompleksu enzymatycznego.
Tresci zawarte w tej czgéci bardzo dobrze wprowadzajg czytelnika w problematyke badan
Doktorantki. Po jego lekturze czytelnik nie ma watpliwosci, co do celowosci planowanych
badan. Strona jezykowa nie tylko tej czgsci rozprawy nie budzi zastrzezen, a korekta pracy
jest staranna. Znalaztem stosunkowo niewiele potknie¢ jezykowych i niezrgcznych
sformutowan np. struktura konformacyjna (str. 52), zamiast ,,aktywnos¢ przeciwgrzybiczna”
powinno byé ,aktywno$¢ przeciwgrzybowa” (str. 53), ,mechanizmie” zamiast
»,mechanizmie” (str. 60), razi bardzo czesto stosowane stowo ,.inhibuje”, ,,grupa wegiel” (str.
71). Odnosze¢ wrazenie, ze niektére zagadnienia zawarte w tej czeéci rozprawy, Autorka
mogta poming¢. Zostaly one opisane w ogélnie dostgpnych wydawnictwach ksigzkowych. W
opracowaniach takich jak rozprawa doktorska nalezalby si¢ skupi¢ na relacjonowaniu
wynikow badan opisanych w pracach oryginalnych. Ta cze¢$¢ zawiera, moim zdaniem, zbyt
duzo rysunkéw (80). Zwykle rysunki bardzo ulatwiajg lekture tekstu, jednak, gdy jest ich
nadmierna liczba, dekoncentrujg czytelnika. Z czgéci mozna zrezygnowac, pozostate moglyby
by¢ wigksze, tym samym bardziej czytelne. Z uwag o charakterze redakcyjnym zwrocié
nalezy na brak w wykazie skrotow wielu stosowanych w tekscie. Tytul rozprawy sugeruje, ze
przedmiotem badan bedzie czasteczka zwigzku chemicznego.

Cel rozprawy zostat precyzyjnie sformutowany w kolejnym rozdziale. Zadaniem mgr
M. Smuzynskiej byla synteza i badania biologiczne dwdch serii analogéw Cystapepu 1.
Pierwsza zawierala modyfikacje w pozycjach 2, 3 i 5. Przestanka do modyfikacji

wprowadzanych w drugiej serii byly wyniki badan biologicznych peptydomimetykéw



pierwszej serii. Badania biologiczne obejmowaty oznaczenie aktywnosci przeciwbakteryjnej
syntetyzowanych zwigzkéw wobec szczepdw Staphylococcus aureus oraz Streptococcus
pyogenes oraz ich wptywu na aktywnos¢ proteolityczng ludzkiego proteasomu 20S. W tym
miejscu na podkreslenie zastluguje wyjatkowo duza objeto$¢ pracy wykonanej przez
Doktorantke. W ramach rozprawy zsyntetyzowala 32 nowe zwigzki chemiczne, a nastepnie
okreslila ich aktywnos¢ biologiczng. Drugi etap badan wykonata poza macierzystg jednostka;
badania mikrobiologiczne pod kierunkiem prof. Andersa Grubba w Katedrze Chemii
Klinicznej Szpitala Uniwersyteckiego w Lund oraz dr. Mariusza Grinholca w Zakladzie
Diagnostyki Molekularnej Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii UG-GUMed, a
oznaczenie aktywnos$ci wobec proteasomu pod nadzorem dr Marii Garczynskiej w UTHSC
(San Antonio, Texas, USA). Reasumujgc, zadania postawione przed Kandydatkg byly
ambitne i wymagaly od Kandydatki opanowania zaréwno metod nowoczesnej syntezy
organicznej, jak i biologicznych.

Opis procedur syntetycznych oraz charakterystyka fizykochemiczna syntetyzowanych
zwigzkoOw zawarta jest w kolejnym rozdziale. Do wyboru metod, jak réwniez sposobu
prowadzenia eksperymentéw nie mam zastrzezen. Wieloletnie badania w laboratorium
Promotora rozprawy nad syntezg Cystapepu 1 i jego analogami doprowadzily do
optymalizacji procedur syntetycznych. Tym samym zadnie Kandydatki byto latwiejsze, co nie
znaczy, ze pozbawione trudnosci. Projektowane peptydomimetyki otrzymywata w roztworze
w wyniku wieloetapowej procedury. Ta strategia syntezy obejmuje synteze, oczyszczanie i
charakterystyke fizykochemiczng (HPLC, TLC, MS, spektroskopia IR) produktow
posrednich. Jest wigc czasochtonna i wymaga od eksperymentatora wysokich kwalifikacji w
zakresie nowoczesnej preparatyki organicznej. Opisy zawarte w rozprawie przekonuja, ze
mgr. Smuzynska w pelni wywigzala si¢ z postawionego przed Nig zadania. Wszystkie
eksperymenty opisane zostaly bardzo skrupulatnie, dodatkowo zilustrowane zostaly
odpowiednimi schematami. Zainteresowany czytelnik nie powinien mie¢ probleméw z ich
powtérzeniem. Lektura tej czgéci rozprawy dowodzi, jak ogromng prac¢ eksperymentalng
wykonata Kandydatka. Do tej czgsci rozprawy mam jedynie kilka uwag o charakterze
redakcyjnym. Na str. 90 znajduje si¢ zdanie ,brak intensywnych sygnatéw produktu
$wiadczyt o niezakonczonej reakcji sprzggania”. Prawdopodobnie chodzilo o intensywnos¢
sygnatéw pochodzacych od produktu w relacji do intensywnosci sygnatéw pochodzacych od
substratow. Na str. 99 (4 linia od dolu we wzorze chemicznym zamiast ,,Cin” powinno by¢
»NAA”). Kilkakrotnie opis syntezy konczy si¢ zdaniem ,,Pozostato$¢ zadatam 50% kwasem
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rozpuszczalnik”. Jaki byl cel odparowania rozpuszczalnika? W opisie 8.2.2.1 (str. 92)
znajduje si¢ informacja, ze pozostalo$¢ (oleista?) po oddestylowaniu rozpuszczalnikéw
»przemyto” eterem naftowym. Na czym polegato to przemywanie? Réwnie precyzyjne sg
opisy badan mikrobiologicznych (wyznaczenie wartosci MBC — minimalne stezenie
bakteriobdjcze i MIG - minimalne stezenie hamujace) oraz oznaczania wplywu
syntetyzowanych peptydomimetykéw na aktywnos$é proteasomu. Takze i w tym wypadku
moje uwagi odnosza si¢ do strony redakcyjnej. Niefortunne jest zdanie ,,Aktywnos$é
peptydomimetyku okreslitam za pomocg st¢zenia 7-amino-4-metylokumaryny.....”. W wielu
miejscach migdzy liczbg a jednostka stezenia brak jest odstgpu. Numeracja rysunkow i tabeli
w kolejnych rozdzialach powinna by¢ jednolita.

O duzej dojrzatosci naukowej Kandydatki przekonuje tres¢ rozdziatu zatytulowanego
»Omoéwienie wynikéw”. Znajduje si¢ tu bardzo kompetentnie napisane uzasadnienie wyboru
metod syntetycznych, a takze doboru reagentdw w zaleznosci od sekwencji syntetyzowanego
peptydu. Pewien niepokdj budzi zdanie o otrzymaniu zwigzku w postaci krystalicznej i
oleistej, czego powodem miata by¢ zbyt mata obj¢tosé dodanego rozpuszczalnika (str. 143).
Na tej samej stronie znajduje si¢ informacja, ze w reakcji stosowano mieszaning mono- i di-
Boc pochodng His. Nie potwierdzajg tego opisy na str. 103 i 104. Wszystkie syntetyzowane
analogi Cystapepu 1 zostaly przez Doktorantke poddane badaniom mikrobiologicznym ma
wybranych szczepach Staphylococcus aureus oraz Streptococcus pyogenes. Stosujac metode
seryjnych rozcienczen oznaczyta wartosci MBC i MIC. Czgé¢ z syntetyzowanych
peptydomimetykéw wykazala w stosowanych testach wysoka aktywno$¢ antybakteryjng. W
wypadku kilku z nich (A-164, A-179 i A-192) byla ona por6wnywalna z aktywnoscig
zwigzku referencyjnego — Cystapepu 1. Peptydomimetyki te zawieraly w pozycji 5 reszte
kwasu a-fenylocynamonowego. W zwigzku referencyjnym w pozycji tej wystepuje reszta
kwasu frans-cynamonowego. To moim zdaniem najciekawszy wynik badan, wskazujacy na
celowos¢ prowadzenia dalszych préb optymalizacji tej pozycji. W $wietle dotychczasowych
badan, struktura pierwszorzgdowa Cystapepu 1 zadaje si¢ by¢ zblizona do optymalnej. Sgdzac
po numeracji zwiazkéw, liczba otrzymanych analogéw tego peptydomimetyku zbliza si¢ do
dwustu. Mozliwosci dalszej jego modyfikacji zdaja si¢ by¢ ograniczone, a wyniki uzyskane
przez mgr Smuzynska moga wyznacza¢ dalsze kierunki poszukiwan zwigzkéw o dziataniu,
przeciwdrobnoustrojowym. Wyniki badan wptywu syntetyzowanych analogéw Cystapepu 1
na aktywno$¢ ludzkiego proteasomu 20S sa znacznie trudniejsze do interpretacji. Kilka
analogow (szczegdlnie A-185, A-172) hamujg chymotrypsynopodobng aktywnos$¢ badanego

enzymu aktywowanego siarczanem dodecylu. Z kolei, jeden z analogéw(A-155) w stezeniu



10 uM stymuluje aktywno$¢ trypsynopodobng latentnego proteasomu. Czg¢$¢ z badanych
peptydomimetykéw, w tym i Cystapep 1, wykazuje natomiast wyraznie wyzszg (juz na
poziomie 1 pM) zdolno$¢ do hamowania aktywnosci kaspazopodobnej. Analog A173 zdaje
si¢ by¢ selektywnym inhibitorem tej aktywnosci. Wyznaczona wartos¢ ICsg jest niska (na
poziomie 0,05 uM), jednak nietypowy ksztatt krzywej zaleznosci aktywnosci w funkcji
stezenia tego peptydomimetyku (str. 164) sugeruje, aby do tego wyniku podejs¢ z duza doza
ostrozno$ci. Zaden z badanych peptydomimetykéw, w warunkach eksperymentu, nie ulegal
proteolizie pod wplywem proteasomu. O duzej dociekliwo$ci Doktorantki $wiadcza
eksperymenty majace na celu okreslenie czy syntetyzowane peptydomietyki oddziatywajg z
substratami. W tym jednak wypadku, eksperymenty te uwazam za niecelowe. Nie znajduje
przestanek, dla ktérych Cystapep 1 miatby tworzy¢ kompleks z proteasomem (str. 169).
Kandydatka podjeta takze prébe okreslenia wplywu inhibitoréw proteasomu 20S na jego
aktywnos$¢ proteolityczng w stosunku do drozdzowej enolazy-1. Niestety eksperymenty te,
prawdopodobnie z powodu zbyt skomplikowanego, w stosunku do zastosowanych metod,
modelu eksperymentalnego, nie zakonczyly si¢ sukcesem. Warunkiem powodzenia, moim
zdaniem, byloby wykorzystanie zaawansowanych metod bioinformatycznych stosowanych w
analizie proeomicznej lub zastosowanie zamiast biatka, modelowego (syntetycznego) peptydu
zawierajacego dobrze zdefiniowane miejsca proteolizy. Do tej czesci rozprawy mam tez jedng
uwage o charakterze redakcyjnym. W jezyku polskim dziesigte czesci oddziela sig
przecinkiem, a nie kropka.

Reasumujac, uwazam, ze Kandydatka przygotowata bardzo wartosciowg rozprawe
doktorskg. Wnoszacg istotny wklad w badanie zaleznosci struktura — aktywnos¢é niezmiernie
interesujacego peptydomimetyku, jakim jest Cystapep 1. Na podkreslenie zastuguje bardzo
duza objetos¢ wykonanej przez Nig pracy eksperymentalnej. Wszystkie eksperymenty
zar6bwno chemiczne, mikrobiologiczne i enzymatyczne wykonata samodzielnie, co
dodatkowo podnosi oceng dysertacji. Udowodnita, ze jest bardzo dobrym eksperymentatorem.
Moje uwagi odnoszg si¢ gldwnie do strony redakcyjnej rozprawy. Dostrzezone
niedociagnigcia nie utrudniajg lektury tekstu, a ich waga i liczba pozwala stwierdzi¢, ze
Kandydatka potrafi redagowaé teksty naukowe. Szkoda, ze uzyskane wyniki nie zostaly
dotychczas opublikowane w postaci prac oryginalnych w czasopismach specjalistycznych. Do
takich z pewnoscig nie naleza komunikaty prezentowane na konferencjach krajowych i
miedzynarodowych. W dotagczonym wykazie dorobku naukowego Kandydatki na 6 pozycji, 3

to wlasnie takie komunikaty.



Z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska speinia
wszystkie kryteria ustawowe — Ustawa o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule
w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z dnia 16 kwietnia 2003
roku wraz z pdézniejszymi zmianami oraz Rozporzadzenie Ministra Edukacji Narodowe;j i
Sportu w sprawie szczegélowego trybu przeprowadzania czynno$ci w przewodach
doktorskim i habilitacyjnym oraz w postgpowaniu o nadanie tytulu profesora z dnia 15
stycznia 2004 r., Dz. U. Nr 15, poz. 128 z dnia 3 lutego 2004 roku, z pdZniejszymi zmianami
zawartymi w rozporzadzeniu Ministra Edukacji i Nauki z dnia 15 grudnia 2005 roku, Dz. U.
Nr 252, poz. 2125 z dnia 22 grudnia 2005 roku) i zwyczajowe, przeto wnosz¢ do Rady
Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Marii Anny Smuzynskiej do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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