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Degradacja biatek jest elementem niezbednym do utrzymania biatkowej homeostazy
wewnatrzkomérkowej i prawidtowego funkcjonowania komoérek. Kazdego dnia w zdrowym
organizmie 3-5% biatek - prawidtowych, ale juz nieuzytecznych lub nieprawidtowych powstatych
wskutek mutacji genetycznych, btedéw w transkrypcji i translacji, jest usuwane z komérki za pomoca
skomplikowanych mechanizméw. Przez wiele lat uwazano, ze degradacja polipeptydéw w wiekszosci
komorek zachodzi gtéwnie w lizosomach wskutek dziatania zawartych w nich proteaz. P6Zniejsze
badania dowiodly, Zze komorki, ktore nie posiadajg lizosoméw rowniez potrafig szybko i efektywnie
pozby¢ sie niepotrzebnych biatek. Doprowadzito to do odkrycia systemu ubikwityna-proteasom,
ktory jest jednym z gtéwnych szlakéw selektywnej degradacji biatek komoérkowych, regulujac tym
samym wiekszo$¢ procesow kluczowych dla zachowania statych warunkéw uktadu (homeostazy
komorki). Degradacji proteasomalnej ulegaja biatka odpowiedzialne za szereg proceséw - transdukcje
sygnatu, regulacje metabolizmu i cyklu komérkowego az po apoptoze. Regulacja funkcjonowania tak
ztozonego uktadu moze odbywacé sie poprzez kontrole ubikwitynacji (specyficzne znakowanie
produktéw degradacji), badz tez poprzez wykorzystanie odpowiednich modulatoréw, ktérych wpltyw
przektada sie na aktywno$¢ proteolityczng proteasomu. Bardzo interesujace wydaje sie byc¢
wykorzystanie inhibitoré6w systemu ubikwityna-proteasom powodujace zahamowanie proliferacji
komorek i indukcje apoptozy, szczeg6lnie w komdrkach nowotworowych. Otwiera to nowe
mozliwosSci na drodze walki z chorobami nowotworowymi dajac naukowcom potezne narzedzie
wymierzone w te niepozadane, grozne komorki.

Przedstawiona do recenzji praca wpisuje sie w ten nurt badan i poSwiecona jest znalezieniu
modyfikacji struktury peptydu Tatl pozwalajacych mu hamowa¢ aktywnos$¢ ludzkiego proteasomu
20S w oparciu o modulacje allosteryczna. Peptyd Tat1 jest aktywnym fragmentem biatka wirusowego
HIV-1 Tat - jednego z nielicznych, biatkowych inhibitoré6w proteasomu hamujacych jego aktywnos¢
proteolityczng na sposob allosteryczny.

Praca doktorska zrealizowana zostata w Pracowni Chemii Biomedycznej Katedry Chemii
Medycznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego pod opieka dr hab. Elzbiety Jankowskiej, prof.
nadzw. UG. Opracowanie obejmuje 165 stron podzielonych na 11 rozdziatéw poprzedzonych spisem
tresci i wykazem stosowanych skréotéw. Rozdziaty odnoszace sie do syntez i dokonanych oznaczen
zatytutowane s zgodnie z kolejnymi zadaniami badawczymi, stojacymi przed Doktorantem. Bardziej
klasyczny uktad i nazwy rozdziatéw (moze z pominieciem rozdziatu tytutowanego zwykle ,Badania
wilasne”, ktore tutaj zostaty wrzucone do ,Czesci eksperymentalnej”) znalazty sie w spisie tresci jako
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dodatkowy element organizacji struktury pracy. Cato$¢ rozprawy opatrzona jest 59 rysunkami i 11
tabelami. Szata graficzna opracowania jest na wysokim poziomie, zamieszczone rysunki, schematy i
tabele sg przygotowane bardzo starannie. Jedyna wpadka, jaka zauwazytem to rysunek nr 44 na str.
118 przedstawiajacy trzy widma masowe — dwa pierwsze z nich sg zupetnie nieczytelne (chodzi o
przypisanie wartosci odpowiednim pikom). Mata niekonsekwencja dotyczy tez rozgraniczenia
pomiedzy tabelami i rysunkami. Na stronach od 124 do 126 znalazly sie zdjecia przedstawiajace
obrazy mikroskopowe odnoszace sie do badan cytotoksycznych wybranych analogéw wzgledem
komorek nowotworowych HeLa zebrane i zatytutowane jako Tabela 11. Natomiast zdjecia zeli np. ze
strony 115 sg rysunkiem (nr 41).

Pierwsza cze$C pracy stanowi rozdziat ,Wstep literaturowy” (43 strony) poswiecony
przyblizeniu tematyki i przedmiotu badan. Doktorant skoncentrowat sie w nim na budowie i
aktywnosci proteasomu, sposobach jego aktywacji oraz funkcji jaka petni w uktadach biologicznych.
Rozdzial konczy sie krotkim opisem schorzen spowodowanych zaburzeniami w funkcjonowaniu
proteasomu oraz perspektywami wykorzystania go jako celu farmakologicznego. Ta cze$¢ pracy
napisana jest bardzo przystepnie, w formie i objetoSci adekwatnej do tego typu opracowan. Po
wstepie literaturowym nastepuje krotki rozdziat ,Cel pracy”, w ktéorym wymienione zostaty wszystkie
zaplanowane do syntezy analogi i krotko scharakteryzowane badania zaplanowane do realizacji z ich
wykorzystaniem. Zapoznajac sie z ta cze$cig pracy nie do konca mozna zrozumie¢ co i dlaczego
Doktorant zamierza wykona¢ w trakcie realizacji badan - chodzi o dobér analogéw. Oczywiscie te
wyjasnienia zawarte sg w dalszej czeSci opracowania, pytanie czy nie powinny znalez¢ sie w tym
wtasnie miejscu (chodzi o dwa stowa komentarza odnos$nie takiego a nie innego skanu alaninowego i
doboru modyfikacji wymuszajacej odpowiednia konformacje tancucha peptydowego).

Kolejng czes$¢ pracy stanowig rozdziaty (3-8) zwigzane z opisem wykonanych syntez i
oznaczen majacych na celu:

— otrzymanie 37 analogow peptydu Tat1;

— zbadanie wplywu otrzymanych analogbw na modulacje aktywno$ci proteasomu z
wykorzystaniem odpowiednich substratéw fluorogenicznych;

— zbadanie stabilnosci badanych analogéw w obecno$ci proteasomu;

— zbadanie wptywu peptydu Tat1l na modulacje proteasomu pochodzgcego z drozdzy;

— zbadanie wptywu peptydu Tatl i jego wybranych analogéw na degradacje modelowego
substratu biatkowego (a-synukleiny) przez proteasom;

— okreslenie cytotoksycznosci analogow peptydu Tatl wzgledem komoérek nowotworowych

HelLa;

— analize struktury wybranych analogbw 2z wyKkorzystaniem dichroizmu kotowego,
spektroskopii magnetycznego rezonansu jagdrowego i technik obliczeniowych;

— zbadanie odzialywan wybranych analogdw peptydu Tatl z ludzkim proteasomem z
wykorzystaniem termoforezy mikroskalowe;.

Otrzymane wyniki zostaly omdéwione w kolejnym rozdziale zatytulowanym ,Wnioski i
dyskusja wynikéw”. Rozdziat ten stanowi spdjne, syntetyczne zebranie i omowienie najwazniejszych
rezultatow realizacji poszczegdlnych zadan. Cato$¢ pracy koncza rozdzialy ,Podsumowanie” oraz

,Literatura cytowana” (obejmuje ona 197 pozycji z lat 1970-2015).
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Zakres prac zaplanowanych przez Doktoranta jest bardzo szeroki i obejmuje wiele metod
eksperymentalnych. Wazny jest fakt, iz Pan Przemek operuje nimi w spos6b bardzo swobodny i
potrafi rozwigzywa¢ napotkane problemy. Tak stalo sie chociazby w przypadku wstepnych
niepowodzen z niektérymi z syntez, czy tez znakowaniem proteasomu w przypadku badan z
wykorzystaniem termoforezy mikroskalowej. Podkresli¢ nalezy, Ze wszystkie zaplanowane
eksperymenty udato sie zrealizowac i doprowadzity one do uzyskania szeregu waznych informacji.
Do najwazniejszych osiggnie¢ Doktoranta zaliczy¢ mozna:

— wyznaczenie dwéch region6w farmakoforowych w sekwencji peptydu Tatl - przeprowadzony
skan alaninowy z wykorzystaniem pojedynczych, podwéjnych i potréjnych modyfikacji
pozwolit na zdefiniowanie takich regionéw we fragmentach 4-6 i 8-10 peptydu;

— okreslenie wptywu modyfikacji stabilizujgcych peptyd Tatl w konformacji typu [ na ich
aktywno$¢ inhibitorowa - wprowadzenie nienaturalnych reszt aminokwasowych
stabilizujgcych konformacje typu B w regiony farmakoforowe doprowadzito do uzyskania
analogéw o wysokiej aktywnoSci;

— otrzymanie trzech analogow peptydu Tatl charakteryzujacych sie bardzo wysoka zdolnoscia
do hamowania aktywno$ci proteasomu - analogi peptydu oznaczonego jako Tat5-Cuk
charakteryzuja sie najwyzsza aktywno$cia sposréd matoczasteczkowch allosterycznych
inhibitoréw proteasomu opisanych do tej pory w literaturze;

— potwierdzenie wptywu przestrzennego rozlozenia tadunku w potaczeniu z przyjeciem
odpowiedniej konformacji przez analogi na pozadang aktywnos¢;

— otrzymanie szeregu zwigzkdéw o wilasciwosciach cytotoksycznych wzgledem komorek raka
szyjki macicy (HeLa) - wprowadzenie modyfikacji stabilizujacych konformacje 3 do czasteczek
analogéw spowodowato uzyskanie przez nie takiej wiasnie aktywnosci (w przeciwienstwie do
Tatl); znoéw analogi peptydu oznaczonego Tat5-Cuk okazaty sie by¢ najaktywniejsze.

W tekScie powyzej zostaty juz wytkniete pewne niedociggniecia. Z racji obowigzku jaki
spoczywa na recenzencie chciatbym ten watek jeszcze przez chwile rozwing¢. Jezeli chodzi o strone
edytorska opracowania to jest ona na bardzo przyzwoitym poziomie, jednak znalazty sie w nim
niewielkie potkniecia. W tym miejscu chciatbym przytoczy¢ tylko kilka przyktadéw biedow,
niefortunnych sformutowan jezykowych i innych niedociggniec:

- w spisie tresci rozjechato sie formatowanie rozdziatu 5;

- niefortunne sformutowania: ,biatka Zle sfaldowane”, ,wnioski oparto wowczas przede
wszystkim o analize rentgenografii strukturalne;j...”, ,fluorogenne substraty”, ,nie-biatkowe”, ,,dtugos$¢
gradientu”, ,natezenie przeptywu eluentéw”, ,efektywnos¢ przytaczenia ... do zywicy”, ,wykonatem
resynteze”, ,Surowy produkt XXIX oczyszczatem stosujac szereg warunkow.”, ,podstawienie pozycji”;

- chciatbym poprosi¢ o komentarz do zdania: ,Do okre$lenia masy molowej otrzymanych
zwigzkow (weryfikacji prawidlowosci sktadu aminokwasowego) wykorzystatem nastepujace
spektrometry mas:...”;

- Z nadmiernym upodobaniem Doktorant postuguje sie stowem ,istotno$¢” - istnieje wiele
synonimow tego stowa, ktére w niektérych wypadkach duzo lepiej pasowaty do kontekstu zdan;

- w wymienionych dwéch (sposrdd trzech) warunkach odszczepiania peptydéw od nosnika
(podrozdziat 3.1.2) TIPSI pojawia sie raz w stosunku objeto$Sciowym raz w wagowym; do warufr‘lkéwl
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odszczepiania Autor odwotuje sie w poszczegoélnych opisach syntez przywotujac ,roboczy” numer
podrozdziatu - O; tatwiej i wtedy pewnie bezbtednie byto po prostu za kazdym razem podac¢ sktad
mieszaniny;

- nie wiem dlaczego ostatni rozdziat ,Literatura cytowana” - zostat sformatowany w zupetnie
inny sposob - rozmiar czcionki i brak odstepéw miedzy pozycjami nie utatwity poruszania sie po nim.

Oprocz wymienionych (zreszta dyskusyjnych w niektorych przypadkach) niedociggnie¢ w
dysertacji trzeba zauwazy¢ i doceni¢ ogrom pracy i wysitku wlozony przez Doktoranta w jej
powstanie. Prace tgczace tak szerokg game metod eksperymentalnych nie nalezg do prostych i
wymagaja szerokiej i roznorodnej wiedzy. Takimi umiejetno$ciami wykazat sie w trakcie realizacji
kolejnych zadan Pan mgr Przemystaw Karpowicz. Uzyskane w trakcie realizacji rozprawy doktorskiej
wyniki wnoszg wiele nowych i niewatpliwie cennych informacji dotyczacych allosterycznej regulacji
proteasomu. Moga one w przyszitoSci znaleZ¢ zastosowanie w wyjasnieniu i doktadnym poznaniu
mechanizmu catego procesu, co przetozy sie niewatpliwie na wykorzystanie efektéw
przeprowadzonych badan na zastosowanie farmaceutyczne.

Dorobek naukowy mgr. Przemystawa Karpowicza (zgodnie z dostarczonymi mi materiatami)
to sze$¢ publikacji w recenzowanych czasopismach naukowych z listy JCR, jedna publikacja spoza tej
listy, trzy publikacje w materiatach pokonferencyjnych i trzydzieSci siedem komunikatéw
zaprezentowanych na konferencjach naukowych (6 z nich to samodzielne wystgpienia ustne). Mniej
wiecej potowe z nich stanowiag konferencje zagraniczne. Na szczegdélng uwage zastuguje fakt, iz
publikowane i prezentowane wyniki w wiekszoSci odnosza sie bezposrednio do efektéw
eksperymentéw wchodzacych w sktad recenzowanej pracy. Pan Przemek odbyt dwuletni staz
naukowy w laboratorium kopromotora - Pani profesor Marii Gaczynskiej (Institute of Biotechnology,
University of Texas Health Science Centre). Przez miesigc przebywat réwniez w Instytucie Biochemii i
Biofizyki PAN w Warszawie w grupie naukowej profesora Wojciecha Bala wykonujac eksperymenty
ukierunkowane na badanie oddziatywan wybranych analogéow Tatl z ludzkim proteasomem z
wykorzystaniem termoforezy mikroskalowej. Na koncie Doktoranta znajduje sie réwniez szereg
wyroznien. Ja zwrdcitbym szczegbélng uwage na stypendium w ramach VI edycji programu
InnoDoktorant (2014).

Wobec powyzszego uwazam, ze praca doktorska mgr. Przemystawa Karpowicza speinia
wszelkie wymagania ustawowe okre§lone w art. 17 Ustawy o Stopniach Naukowych i Tytule
Naukowym oraz o Stopniach i Tytule w Zakresie Sztuki z dnia 14 marca 2003 wraz z pdzZniejszymi
poprawkami w art. 251 ustawy Prawo o Szkolnictwie Wyzszym z dnia 15 stycznia 2004 oraz w
zaleceniach Centralnej Komisji ds. Tytutu Naukowego i Stopni Naukowych z dnia 20 maja 2002 i z
dnia 14 paZdziernika 2005 i tym samym, po spetnieniu pozostatych wymogéw, stanowi podstawe
nadania Mu stopnia naukowego doktora. Zwracam sie zatem do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego z wnioskiem o dopuszczenie mgr. Przemystawa Karpowicza do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.
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