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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marii Anny Smuzynskiej

pt.: ,Badania wplywu modyfikacji czgsteczki Cystapep 1 na jej aktywnos¢ biologiczng”

Cystatyna C (hCC) to stosunkowo matle biatko (120 aminokwaséw) nalezgce do
rodziny cystatyn regulujgcych aktywno$¢ proteinaz cysteinowych. Z powodu swoich
wilasciwosci jest szczegétowo badane w wielu osrodkach naukowych. Wsrdd nich znajduje
sie takze Katedra Chemii Medycznej Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego, gdzie na
podstawie N-koficowego fragmentu cystatyny C, ktéry jest zaangazowany w oddziatywanie
z proteinazg, opracowano bardzo wydajny inhibitor proteinaz cysteinowych - Cystapep 1
(Z-Arg-Leu-NH-CH(iPr)-CH,-NH-Cin, gdzie Cin-trans-cynamoil). Jest to bardzo
szczegblny peptydomimetyk wykazujacy nie tylko wilasciwosci przeciwbakteryjne w
stosunku do wielu szczepéw bakterii i wihasciwosci przeciwwirusowe, ale rowniez
posiadajacy zdolno$¢ hamowania procesu degradacji macierzy kostnej oraz zdolnos$¢ do
modulowania aktywnosci proteasomu. Dlatego tez struktura tego peptydomimetyku zostata
opatentowana i obecnie trwaja prace nad jego cze$ciowa komercjalizacja. Osobg, ktdéra
zaprojektowata i otrzymata Cystapep 1 jest promotor pracy doktorskiej mgr Marii
Smuzynskiej prof. dr hab. Franciszek Kasprzykowski. Oczywiscie dalsze badania nad
opracowaniem nowych i aktywnych analogéw tego peptydomimetyku, poznaniem
elementow strukturalnych waznych do wykazywania poszczegélnych dziatan biologicznych
i poznanie mechanizméw jego dziatania sa caly czas prowadzone zar6wno na Wydziale
Chemii Uniwersytetu Gdanskiego, jak rowniez w jednostkach wspotpracujacych w Szwecji
i USA. Doktorantka miata wigc duzo szczegscia, Ze jej praca doktorska dotyczyta tak waznej

i aktualnej tematyki badawczej, zarowno z poznawczego jak i utylitarnego punktu widzenia.



Praca doktorska mgr Marii Smuzynskiej ma uktad klasyczny dla prac chemicznych,
sktada si¢ z obszernego wprowadzenia literaturowego (78 strony), celu pracy (3 strony),
opisu przeprowadzonych eksperymentéw (22 strony), omdéwienia wynikoéw (42 strony),
podsumowania (2 strony) oraz wykazu stosowanych skrotow i spisu literatury cytowanej

(158 pozycje).

W czesci wstepnej swojej rozprawy doktorantka przedstawita stan obecnej wiedzy
dotyczacy bakterii lekoopornych: gronkowca ztocistego (Staphylococus aureus) i
paciorkowca ropnego Streptococus pyogenes;, ich morfologi¢, bytowanie i
chorobotworczosé. Kolejne rozdziaty dotycza omdéwienia metod oznaczania wrazliwosci
bakterii na antybiotyki i chemoterapeutyki oraz mechanizméw opornosci na antybiotyki
bakterii gronkowca i paciorkowca. Osobny rozdzial dotyczy omoéwienia potencjalnych
antybiotykow i chemoterapeutykéw aktywnych przeciwko bakteriom lekoopornym, dos¢
szumnie nazwany ,przyszto$§¢ potencjalnych antybiotykow itd.” Ws$réd omowionych
zwigzkéw jest tez Cystapep 1, mysle jednak, ze zdecydowanie zbyt skromnie przez
doktorantke omdéwiony, np. nie sg zacytowane patenty dotyczace tego zwiazku, a ktérych
wspotautorem jest promotor jej pracy doktorskiej. Cze$¢ literaturowa konczy rozdzial

dotyczacy inhibitorow i aktywatoréw proteasomu jako potencjalnych lekéw.

Przedstawione wprowadzenie literaturowe jest bardzo obszerne (cho¢ nie wiem czy
nie za obszerne), ale dobrze napisane i bogato ilustrowane, §wiadczy tez o ogromnej wiedzy
doktorantki z zakresu mikrobiologii i dobrze przygotowuje do rozdziatu, w ktérym
doktorantka omawia wyniki badan mikrobiologicznych zwiazkéw otrzymanych w ramach

badan wiasnych.

Przedmiotem pracy doktorskiej mgr Marii Smuzynskiej bylo okreslenie wptywu
modyfikacji poszczegdlnych fragmentdw czasteczki Cystapep I na jej aktywnos$é
biologiczng. W pierwszej czesci swoich badan doktorantka przeprowadzita syntezy 15
peptydomimetykow  zawierajacych modyfikacje w  poszczegdlnych fragmentach
wyjsciowego zwiazku. Zaplanowane w pierwszej fazie peptydomimetyki zawieraly w
miejscu reszty kwasu frams-cynamonowego reszt¢ kwasu a-fenylocynamonowego,
naftylooctowego oraz reszt¢ dansylowa lub ugrupowanie Fmoc, czyli ugrupowania
sterycznie rozbudowane. Inne modyfikacje polegaly na zamianie reszty leucyny na
aminokwas zasadowy (Arg, His) i otrzymaniu zwigzkéw z dwoma aminokwasami

zasadowymi, co miato polepszy¢ rozpuszczalno$¢ otrzymywanych analogdw w wodzie.

Zwiazkiem wyjsciowym do syntez zaplanowanych analogéw byl Boc-N-chroniony

aminokwas redukowany do aminoalkoholu, przeksztatcany nastgpnie w pochodna



mesylanowa, umozliwiajacg otrzymanie pochodnej azydkowej, z ktérej po wodorolizie
doktorantka otrzymywata odpowiednie mono N-podstawione diaminy. Ten fragment
czgsteczki byl nastepnie przedtuzany o kolejne aminokwasy lub grupy. Cata synteza
analogdbw byta prowadzona w roztworze, a wigc byla to synteza wieloetapowa,

pracochtonna, a zwigzki chyba nietatwe do oczyszczania.

Otrzymane zwigzki doktorantka przebadata pod katem mikrobiologicznym na
szczepach gronkowca i paciorkowca, okreslajac dla poszczegdlnych zwigzkéw minimalne
stezenie hamujgce (MIC) i bakteriobdjcze (MBC) metoda seryjnych rozcienczen. Okazato
sie, ze zwiagzki zawierajace reszt¢ kwasu a-fenylocynamonowego lub naftylooctowego

wykazywaly podwyzszong aktywnos¢ przeciwbakteryjng.

Doktorantka przebadata réwniez wplyw otrzymanych analogéw Cystapep I na
aktywno$¢ enzymatyczng ludzkiego proteasomu 20S, sprawdzajac tez czy nie sg one
substratami dla proteasomu. Badanie te wykonata w laboratorium dr Marii Gaczynskiej w
University of Texas w USA. Wykonala réwniez eksperymenty trawienia drozdzowej
enolazy przez ludzki proteasom w obecnosci réznych inhibitoréw, w celu zbadania
produktow proteolizy i okres$lenie wplywu tych inhibitoréw na wzorzec trawienia

proteasomu 20S.

W wyniku przeprowadzonych przez doktorantke badan okazato si¢, ze zwigzki
posiadajgce w swojej sekwencji wiecej niz jedng reszte zasadowag wykazaty silne dziatania
modulujgce proteasom, za$ zwigzki z rozbudowanymi sterycznie resztami kwaséw w
miejsce kwasu frans-cynamonowego wykazaly silne dziatanie przeciwbakteryjne. Stad
pojawit sie pomyst syntezy nowych analogéw, ktére posiadatyby obie te modyfikacje i
przebadanie ich pod wzglegdem aktywnosci przeciwbakteryjnej oraz wptywu na aktywnos¢

proteasomu.

Okazato sie, ze wsrdd otrzymanych przez doktorantke peptydomimetykéw (w sumie
otrzymata i przebadata 32 analogi) byly zwigzki hamujace kaspazopodobna aktywnosé
proteasomu, co Ww pofgczeniu z wykazywaniem przez te zwigzki aktywnosci
przeciwbakteryjnej moze stanowi¢ bardzo interesujacy punkt wyjscia do dalszych badan
nad opracowaniem leku do walki z bakteriami opornymi na metycyling (MRSA) obecnymi

w szpitalnych oddziatach nowotworowych.

Prac¢ doktorska mgr Marii Smuzynskiej przeczytalam z duzym zainteresowaniem.
Praca jest napisana bardzo dobrg polszczyzna, przejrzyscie, jest rOwniez bogato ilustrowana

rysunkami, wykresami i tabelami.



Jednak z obowigzku recenzenta chcialabym wymieni¢ kilka zauwazonych btedéw i

zada¢ pytania:

1. Okre$lanie modyfikacji czasteczki Cystapept 1 jako zmiany w pozycji 2,3,5 jest
mylace, bo to sugeruje zmiany aminokwasow znajdujacych si¢ w poszczegdlnych
pozycjach, tak jak sie to oznacza w analogach peptydowych. Moze raczej nalezalo miejsce

zmian okresli¢ jako ,,fragment”, pozostawiajac og6lny Rysunek A na str. 79.

2. Str. 143 ,otrzymatam czes$¢ diaminy w postaci krysztatkéw chlorowodorku, a cze¢$s¢ w
postaci oleistej diaminy. Spowodowane to byto zbyt mata iloscia dodanego przeze mnie

chloroformu”? Czyzby chloroform wptywat na protonowanie grupy aminowe;j?

3. Str. 83 dziwny sposéb zapisu gradientu uzywanego przy oczyszczaniu:

100%A->100%B, albo 95%A->100%

4. Str. 58 tabela 1 przedstawiajgca dzialanie przeciwbakteryjne pochodnych fragmentu

cystatyny C nie ma niestety stosownego odnosnika literaturowego

5. Str. 86 zwigzek 8.2.1.2 jest niepelny opis syntezy, Str. 79 (cel ) ,,peptydomimetyki z

dwiema zasadowymi resztami w pozycji 2”? (Powinno byé w 2 i 3)
6. Str. 87 doktorantka zmienita pte¢, bo jest ,,odparowatem”

Oczywiscie wymienione powyzej drobne usterki nie maja wplywu na wartos¢

naukowa rozprawy i nie zmieniaja mojej bardzo pozytywnej opinii o tej pracy.

Podsumowujac stwierdzam, ze zakres pracy doktorskiej mgr Marii Smuzynskiej byt
niezwykle szeroki. Obejmowat on zar6wno otrzymanie 32 nietatwych do syntezy zwigzkow,
jak rowniez przeprowadzenie badan aktywnosci biologicznej otrzymanych zwigzkéw; w
tym badan aktywnosci przeciwbakteryjnej i badan wplywu na aktywnos$¢ proteasomu.
Wszystkie te bardzo rdéznorodne badania wymagaly od doktorantki wszechstronnego
przygotowania, zaréwno teoretycznego, jak i eksperymentalnego. Cz¢s¢ badan
mikrobiologicznych doktorantka wykonata w Katedrze Chemii Klinicznej Szpitala
Universyteckiego w Lund pod opieka Andersa Grubba, czes¢ w Zaktladzie diagnostyki
Molekularnej Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii pod opiekag dr Mariusza
Grinholca, a badania dotyczace oddziatywania z proteasomem prowadzita w laboratorium
dr Marii Gaczynskiej, w University of Texas w USA. Praca w tak wielu zespotach
badawczych $wiadczy o wielkim zaangazowaniu doktorantki w prowadzone badania, o
szybkim uczeniu si¢ nowych technik i tatwosci adaptacji do nowych grup badawczych.
Oczywiscie staze te byly mozliwe dzigki promotorowi tej pracy prof. Kasprzykowskiemu,

ktory tak wszechstronne badania zaplanowat.



Réwniez bardzo wysoko oceniam sposdb prezentacji wynikéw i sposéb prowadzenia
dyskusji przy ich omawianiu. Wszystkie te umiejetnosci klasyfikuja doktorantke jako
wszechstronnego badacza, dobrze przygotowanego do podejmowania réznorodnych

wyzwan naukowych.

Chcialabym réwniez podkresli¢, ze doktorantka wielokrotnie prezentowata swoje
wyniki na zjazdach krajowych i zagranicznych, jest rowniez wspétautorka 2 publikacji w
czasopismach z listy filadelfijskiej i wspottworca szwedzkiego zgloszenia patentowego. To

naprawde duzy dorobek zastugujacy na wyrdznienie.

Z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa mgr Marii
Smuzynskiej ,, Badania wplywu modyfikacji czgsteczki Cystapep 1 na jej aktywnosé
biologiczng” spetnia wszelkie wymagania stawiane ustawa o stopniach i tytule naukowym i
zwracam si¢ z wnioskiem do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o

dopuszczenie mgr Marii Smuzynskiej do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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