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Recenzja rozprawy doktorskiej magistra Przemystawa Karpowicza

pt. ,Poszukiwanie allosterycznych modulatoréw aktywnosci proteasomu”

Sciezka ubikwityna — proteasom w ostatnich latach jest przedmiotem bardzo
intensywnych badan zaréwno w placéwkach akademickich jak i w przemysle.
Popularno$¢ ta wynika przede wszystkim z odkrycia w ostatnim czasie wielu powigzan
jednostek chorobowych z nieprawidtowym funkcjonowaniem proteasomu. Intensywne
badania nad inhibitorami proteasomu doprowadzity do wprowadzenia trzech lekéw do
leczenia wybranych nowotworéw (przede wszystkim szpiczaka mnogiego), niemniej
wymagane sg dalsze badania ukierunkowane na zwigekszenie ich stabilnosci,
wchtanialnosci i efektow ubocznych, czy zwiekszenia spektrum dziatania. Przedstawiona
do recenzji praca doktorska magistra Przemystawa Karpowicza bardzo dobrze wpisuje
sie w ten nurt badawczy i dotyczy poszukiwania inhibitoréw allosterycznych proteasomu.
Praca zostata wykonana pod opiekg dr hab. Elzbiety Jankowskiej, prof. UG na
Uniwersytecie Gdanskim. Promotorem pomocniczym przedstawionej do recenzji pracy
jest doktor Maria Gaczynska z University of Texas Health Science Center w San
Antonio, USA.

Opublikowany dorobek badawczy

Analiza online dorobku naukowego wykazuje, iz Pan mgr Przemystaw Karpowicz
jest autorem siedmiu publikacji w czasopismach recenzowanych, w tym szesciu w
dobrych czasopismach z listy filadelfijskiej (dwie publikacje w Plos ONE, Tetrahedron,

Journal of Peptide Science, Current Pharmaceutical Design i Proteins) oraz jednej w
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czasopismie o zasiegu lokalnym (Wiadomosci Chemiczne). Opisane w nich wyniki
stanowig czesS¢ przedstawionej rozprawy doktorskiej. W jednej publikacji (Plos ONE,
2015) Doktorant jest pierwszym autorem, co swiadczy o jego wiodgcej roli w planowaniu
badan oraz eksperymentéw, a takze o duzej samodzielnosci naukowej. Analiza bazy
Scopus wykazuje, iz wszystkie prace byty cytowane razem 17 razy (z wytgczeniem
autocytowan). Doktorant jest takze autorem wielu doniesien konferencyjnych w postaci
komunikatow ustnych oraz prezentacji posterowych na konferencjach krajowych oraz
miedzynarodowych. Aktywnie brat udziat w realizacji kilku grantéw, a w jednym z nich
(Projekty badan dla Mtodych Naukowcow 2014) byt kierownikiem. Jest takze laureatem
kilku nagréd i wyréznien. Powyzszy dorobek naukowy oceniam dobrze, zwtaszcza w
aspekcie publikacji w czasopismach wiodacych dla dziedziny. Nadmieni¢ nalezy takze, iz
magister Przemystaw Karpowicz czynnie udzielat sie w zyciu Uniwersytetu Gdanskiego
jako cztonek Rady Doktorantéow. Zaznaczy¢ nalezy, iz pozostate, nieopublikowane wyniki
zamieszczone w recenzowanej pracy doktorskiej sg na tyle wartosciowe naukowo, iz w

przysztosci majg szanse byc¢ takze materiatem na kolejne publikacje.

Poprawnosé¢ doboru i analizy eksperymentow

Pierwsza cze$¢ opisu eksperymentdow wchodzgcych w sktad pracy doktorskiej jest
poswiecona opisie syntezy 37 sekwencji peptydowych. Doktorant bardzo dobrze i
umiejetnie zaplanowat wszystkie eksperymenty, a niepowodzenia w czasie syntezy
danego zwigzku zostaty odpowiednio skorygowane w procedurach syntezy, tak by udato
sie otrzyma¢ pozgdany produkt. Dominujgcg metodg syntezy bylo zastosowanie
klasycznego uktadu solid phase, czyli syntezy na nosniku staty z uzyciem syntezatorow
tradycyjnych lub mikrofalowych. Niematym wyzwaniem byfa synteza peptydow
zawierajgcych w swojej strukturze nienaturalne aminokwasy, ktérych wprowadzenie do
peptydu miato wptyng¢ na uzyskanie efektu beta zgiecia. Doktorant w czasie syntezy
kilku analogéw napotkat na spore problemy syntetyczne, wynikajgce przede wszystkim z
duzej zawady sterycznej. Przejscie na manulang synteze ze zwiekszeniem czasu i ilosci
cyklow sprzegania, a nastepnie odblokowania w tym przypadku jest wysoce
uzasadnione. Wszystkie otrzymane pochodne zostaty doktadnie opisane pod wzgledem
stopnia czystosci oraz wydajnosci w dotgczonych tabelach. Rowniez wyniki analizy
masowe] potwierdzajgce masy danego peptydu zostaty precyzyjnie opisane i

zamieszczone w tabelach. Opisy syntetyczne sg bardzo doktadne i z pewnos$cig pozwolg



na eksperymentalne powtorzenie wynikbw przez innych uczonych. Niemniej, w
odniesieniu do tej czesci mam nastepujgce komentarze. W Tabeli 1 Doktorant
przedstawia odczynniki uzyte do poszczegdlinych etapdéw syntezy. Na samym dole tabeli
przedstawione sg warunki do acetylowania, w ktérych uzyto kwasu octowego, DIEA oraz
HOBt. Wydaje sie, iz brakuje tutaj jeszcze jakiego$ odczynnika sprzegajgcego, gdyz
samo HOBt jest niewystarczajgce. Prosze tutaj o komentarz. Z kolei w wielu miejscach
opisu eksperymentalnego (miedzy innymi strony 69, 73, 78, 80, 84, 86 czy 92) w
przypadku procedury odszczepiania od nosnika statego Doktorant przywotuje protokot
opisany w podrozdziale 0, ktérego mimo dokfadnej analizy nie mogtem znalez¢ w pracy.
Czy chodzi tutaj o rozdziat 3.1.2.7 Z kolei na stronie 82 Doktorant przywotuje podrozdziat
3.3.1. jako ten opisujacy protokét odszczepienia. Analiza tego podrozdziatu takiej
procedury nie ujawnia, a kolejny raz przywotywany jest podrozdziat 0. Z ciekawosci
naukowej zapytam takze o kryterium wyboru alaniny jako aminokwasu zastepujgcego
endogenne aminokwasy w peptydzie struktury wiodacej Tat1. Rowniez prositbym o
wyjasnienie kryterium wyboru aminokwasu z grupg nitrowg jako potencjalnego elementu
stabilizujgcego  strukture peptydu w konformacji zgiecia (kwas 2-fluoro-5-
nitrobenzoesowy). Czy sg jakie$s doniesienia literaturowe o takim wtasnie wptywie tego
aminokwasu na sekwencje peptydu?

Podsumowujgc, czes¢ syntetyczng, ktérej jest poswiecona znakomita czes$¢ catej
pracy eksperymentalnej oceniam wysoko.

W kolejnym rozdziale pracy Doktorant przedstawia wyniki dotyczgce badania
wptywu otrzymanych peptydow na modulacje aktywnosci proteasomu. W badaniach
uzyte sg substraty fluorogeniczne, ktérych struktury opisano w Tabeli 7. W odniesieniu
do opisanych eksperymentdw mam nastepujgce uwagi oraz pytania. Uwaga dotyczy
substratéw fluorogenicznych jako tych specyficznych dla kazdej z podjednostek
proteasomu. Przedstawione sekwencje mozna uznac¢ za wysoko specyficzne dla danej
jednostki, jednakze nie mozna wykluczy¢ iz sg one takze w pewnym stopniu
hydrolizowane przez inne podjednostki, a tym samym majg wptyw na otrzymane wartosci
inhibicji. Z kolei, w przypadku stosowania proteasomu jako enzymu pytanie moje dotyczy
kontroli jego aktywnosci. W czesci eksperymentalnej znajduje sie opis enzymu,
natomiast nie ma opisanych eksperymentow kontrolnych potwierdzajgcych, iz uzyty
enzym byly katalitycznie aktywny. Wskazane bytoby potwierdzenie i okreslenie procentu
aktywnosci enzymu w catkowitej iloSci testowanego biatka. Czy takie badania byly
prowadzone? Bezcenne bylyby wyniki miareczkowania centrum aktywnego

specyficznym inhibitorem. Kolejne pytanie dotyczy stezenia uzytego substratu. Czy przy



wyznaczaniu wartosci IC50 byly obliczone wartosci Km dla kazdego z uzywanych
substratbw, a co za tym idzie stezenia substratbw uzytych w badaniach
zoptymalizowane w odniesieniu do tych wartosci? Ostatnie pytanie dotyczy badania
trawienia wybranych peptydéw Tat przez proteasom 20S. Sam eksperyment z uzyciem
proteasomu oceniam bardzo wysoko i jako majgcy duzy wptyw na ogolng wiedze o
stabilnosci uzywanych do badan analogéw. Niemniej, analiza sekwencji otrzymanych
peptydow wskazuje na duzg ilos¢ aminokwasdw z grupg o charakterze zasadowym w
tancuchu bocznym, a tym samym podatnych na hydrolize przez inne proteazy, w tym na
przyktad przez trypsyne. Czy Doktorant prowadzit testy stabilno$ci w obecnosci trypsyny
lub czy takie testy sg przewidziane w przysziosci? Ich wyniki z pewnoscig miatyby
fundamentalny wptyw na optymalizacje struktury przysztych inhibitoréw czy
modulatorow.

Kolejnym etapem badan byto badanie degradacji a-synukleiny przez proteasom
20S traktowany analogami Tat1. W rozdziale tym Doktorant przeprowadzit serie
eksperymentow majgcych na celu badanie hydrolizy natywnego biatka z elementem
nieuporzgdkowanym. Eksperymenty zostaty bardzo dobrze zaplanowane, a wnioski sg
na wysokim poziomie merytorycznym. W odniesieniu do tego rozdziatu mam dwa
pytania. Prosze o wyjasnienie terminu ,mieszanina obcigzajgca” ze strony 111. Drugie
pytanie dotyczy roznic w proteasomie z Enzo Life Sciences oraz Boston Biochem. Czym
réznity sie te dwa, w sumie identyczne enzymy, iz konieczne byto wyznaczanie nowych
warunkéw prowadzenia eksperymentow? Jaki miato to wptyw na kohcowg analize
wynikéw?

W kolejnym rozdziale Doktorant przeprowadzit serie eksperymentéw badajgcych
poziom cytotoksycznosci otrzymanych analogéw Tat wzgledem komoérek HelLa. Analiza
danych wykazata, iz otrzymane analogi znaczgco roznig sie w kwestii cytotoksycznosci
od modelowe;j struktury Tat1, ktéra nie wykazywata cytotoksycznosci. Kilka otrzymanych
analogéw okazato sie by¢é wysoce cytotoksycznymi w stosunku do linii komérkowej
HelLa. Przeprowadzone badania sg bardzo dobrze opisane, a analiza porownawcza
wykazuje istotne réznice pomiedzy poszczegdinymi analogami. Moje zainteresowanie
wzbudzita proba okreslenia mechanizmu smierci opisanego w dolnym paragrafie na
stronie 122. Doktorant sugeruje, iz widoczne pozostatosci btony komérkowej sugerujg
Smier¢ przez apoptoze. Czy zostaty wykonane jeszcze jakie$ inne testy potwierdzajgce
apoptoze? Obecno$¢ btony komorkowej moze by¢ réwniez wynikiem rozerwania
napeczniatych komorek na drodze nekrozy. Wydaje sie, iz w tym przypadku konieczne

sg jeszcze dodatkowe badania.



Nastepny rozdziat czesci eksperymentalnej zostat poswiecony badaniom
strukturalnym oraz modelowaniu molekularnemu wybranych zwigzkéw. Doktorant
przeprowadzit serie analiz analogéw Tat przy zastosowaniu dichroizmu kotowego.
Otrzymane wyniki, wykazaty iz czes¢ analogéw posiada praktycznie niezmieniong
konformacje jak Tat1, natomiast wprowadzenie nienaturalnych aminokwaséw, a w
szczegolnosci D-Tic-Oic w pozycjach 4-5 oraz 8-9 spowodowato drastyczng zmiane
konformacji. Wyniki te potwierdzajg zasadnos¢ wprowadzenia nienaturalnych
aminokwaséw do struktury badanych peptydéw. W dalszej czesci tego rozdziatu
Doktorant przeprowadzit analize korelacji widm NMR z modelowaniem molekularnym. W
tej czesci pracy podoba mi sie wspomaganie analizy NMR o modelowanie dynamiki
molekularnej zwigzkéw. Ta analiza znaczgco utatwia catkowitg analize konformacyjng
badanych peptydow.

Ostatni rozdziat czesci eksperymentalnej zostat poswiecony badaniu oddziatywan
wybranych analogéow Tat1 z ludzkim proteasomem przy pomocy mikroskalowej
mikroforezy. Tutaj moje pytanie dotyczy znakowania fluorescencyjnego proteasomu 20S.
Czy takie postepowanie nie prowadzi do zmiany konformacyjnych powierzchni
proteasomu, a tym samym nie ma wptywu na site wigzania badanych peptydéw? Prosze
o wyjasnienie tego zagadnienia.

Podsumowujgc wybor metod eksperymentalnych zauwazyé nalezy, iz Doktorant
w czasie wszystkich lat studibw opanowat bardzo szeroki wachlarz metod
eksperymentalnych z zakresu syntezy peptyddw, analizy spektroskopowej, biochemii, a
w szczegolnosci kinetyki enzymatycznej, podstaw biologii molekularnej, a takze biologii
w aspekcie cytotoksycznosci otrzymanych zwigzkéw. Bardzo pozytywnie oceniam takze
umiejetnos¢ wspodtpracy z innymi naukowcami w projekcie, co zaowocowato wieloma
bardzo interesujgcymi wynikami oraz spostrzezeniami. Potrafi trafnie wybraé
odpowiednie metody do planowanych zadan badawczych. Przeprowadzone analizy
wynikéw eksperymentalnych sg takze sg na wysokim poziomie. Zastosowanie tak wielu
technik w réznych dziedzinach wybitnie Swiadczy o interdyscyplinarnym charakterze
pracy.

Powyzsze wyniki eksperymentalne zostaty w bardzo dojrzaty i na bardzo wysokim
poziomie merytorycznym przedyskutowane w rozdziale 9 - Wyniki i dyskusja wnioskéw.
Nie do konca moge zgodzi¢ sie tutaj ze zdaniem na stronie 142 wskazujgcym, iz
drozdzowy proteasom 20S jest bliskim modelem ludzkiego proteasomu. Jak sam
Doktorant opisuje we wstepie, roznice miedzy tymi dwoma enzymami jednak istniejg i

sktaniatbym sie do stwierdzenia, iz drozdzowy proteasom nie jest idealnym modelem do



tego typu rozwazan.

Oryginalnos¢ oraz najwazniejsze wyniki pracy

Przedstawiona praca doktorska ma niewatpliwie w wielu aspektach oryginalny
oraz nowatorski charakter. Kluczowg warto$¢ merytoryczng przedstawiajg nastepujgce

wyniki:

1. Synteza 37 analogéw Tat1, w tym opracowanie procedury syntezy tgczonej na

nos$niku statym z wykorzystaniem syntezatora oraz syntezy manualne;.

2. Bardzo dokfadna analiza czysto$ci, wydajnosci oraz analiza masowa wszystkich

otrzymanych peptydow.

3. Wyznaczenie dwoch kluczowych regionow farmakoforowych w pozycjach 4-6
oraz 8-10 analogow peptydu Tat1 na drodze pojedynczej lub blokowej wymiany

aminokwasow endogennych na Ala.

4. Udowodnienie, iz ugrupowanie Tic-D-Oic w pozycji 8-9 ma kluczowy wptyw na

zmiane konformacyjng peptydu Tat1.

5. Wykazanie, iz wszystkie alaninowe analogi Tat1 posiadajg strukture

nieuporzgdkowang lub PPII.

6. Przeprowadzenie analizy kinetycznej analogéw peptydéw Tat1 i wykazanie, iz
poszczegdlne modyfikacje majg wptyw na warto$ci wigzania inhibitora do

enzymu.

7. Wykazanie na drodze analizy struktura — aktywnos¢ analogéw Tat1 wzgledem
proteasomu 20S, Zze na efekt obserwowanej inhibicji allosterycznej naktadajg sie
efekty obecnosci aminokwaséw o charakterze zasadowym jak i odpowiedni

rozktad tadunku w przestrzeni.

8. Zastosowanie mikroskalowej termoforezy do wyliczenia statych dysocjaciji

komplekséw wybranych peptydoéw z proteasomem.

9. Udowodnienie, iz analogi Tat w kompleksie z proteasomem wptywajg rdznie, w

zaleznosci od struktury, na degradacje a-synukleiny. Na podkreslenie zastuguje



tutaj identyfikacja zwigzku XXXVII, ktéry zdecydowanie hamuje degradacje tego
biatka.

10. W badaniach cytotoksycznosci, wykazanie ze Tat1 nie jest cytotoksyczny nawet w
stezeniu 10 uM, natomiast wprowadzenie modyfikacji stabilizujgcej konformacje
beta w pozycjach farmakoforowych analogéw Tat1 powoduje znaczgcy wzrost

cytotoksycznosci, zwtaszcza w analogach Tat5-Cuk.

Uwagi redakcyjne

Przedstawiona praca doktorska liczy 165 stron i miesci sie w normie objetosciowe;j
przyjetej dla tego typu prac. Proporcje pomiedzy poszczegdlnymi rozdziatami sg
poprawne, a praca jest dodatkowo zobrazowana przez 59 rysunkéw oraz 11 tabel.
Wstep teoretyczny do pracy liczy 44 stron i jest doskonatym kompendium wiedzy o
proteasomie. Jest on z pewnoscig doskonata bazg do napisania pracy przegladowe;.
Hipoteza badawcza oraz cel pracy zostaly dokfadnie opisane na czterech stronach.
Praca liczy 197 odnos$nikéw literaturowych, ktére zostaty starannie dobrane. Na uwage
zastuguje cytowanie tekstow zrodtowych i nieuleganie pokusie cytowania wielu prac
przegladowych. Swiadczy to o bardzo dobrym rozeznaniu doktoranta w literaturze
tematu. Praca jest zakonczona czterostronicowym podsumowaniem wynikow. W tym
rozdziale krytyczna analiza swoich badan jest dowodem na duzg dojrzatos¢ naukowg
Doktoranta, a poprawna analiza otrzymanych wynikdw w odniesieniu do zatozonych
celéow pracy jest dowodem na duze doswiadczenie naukowe zdobyte w czasie

wykonywania zadan badawczych.

Praca jest napisana poprawng polszczyzng w jasny i klarowny sposéb. Bardzo
podoba mi sie szata graficzna, wida¢ iz Doktorant sporo czasu poswiecit na jej redakcje.
Liczba btedéw interpunkcyjnych, gramatycznych, terminologicznych i innych jest mata.

Kilka na ktore zwrécitem uwage to:
- zapis H'NMR jest niepoprawny - przyjety, prawidtowy zapis to '"H NMR

- uzywanie terminu substraty fluorogenne mimo gtebokiego zakorzenienia w jezyku
polskim jest dyskusyjne — bardziej poprawna wersja to ttumaczenie z angielskiego

— substraty fluorogeniczne (ang. Fluorogenic substrates)



- fluoryzujgca aminokumaryna (s.95) — bardziej poprawny wydaje sie zwrot

fluorescencja aminokumaryny
- wspomniane juz pomyiki w opisie rozdziatow
- brak jednostek przy wartosci IC50 na dole strony 102

- na stronie 133 stowo ,zrbwnowagowana” powinno by¢ raczej zastgpione stowem

zrownowazona

- na stronie 154 pojawia sie wyrazenie ,wysoki efekt komorkowy” — Co ono

doktadnie oznacza?

Podsumowanie

Przedstawiona rozprawa doktorska Pana magistra Przemystawa Karpowicza ma
oryginalny oraz nowatorski charakter, a zawarte w niej wyniki badan w wiekszosci majg
cechy nowosci naukowej. Doktorant w bardzo trafny sposéb wybrata metody badawcze
do swoich badan, a otrzymane przez niego wyniki zostaty juz czesciowo opublikowane w
dobrych czasopismach naukowych o zasiegu miedzynarodowym, co dodatkowo
potwierdza wysokg jako$¢ przedstawionej pracy. Zamieszczone tutaj uwagi
i zastrzezenia nie majg wptywu na wysokg ocene pracy, a jedynie majg zainspirowac
Doktoranta do dalszych badan oraz do kontynuacji tej bardzo ciekawej tematyki. Po
catkowitej ocenie przedstawionej pracy z catg pewnoscig stwierdzam, iz spetnia ona
wszystkie zwyczajowe i ustawowe wymagania stawiane pracom doktorskim. Wnosze
wiec do wysokiej Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o przyjecie rozprawy i

dopuszczenie jej autora do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Z wyrazami szacunku

prof. dr hab. Marcin Drag



