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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr. inz. Mikotaja Zmudzinskiego
zatytutowanej: ,,Opracowanie strategii syntezy pochodnych ubikwityny
zawierajgcych nienaturalne aminokwasy w celu otrzymania specyficznych i
selektywnych narzedzi chemicznych do badania enzyméw deubikwitynujacych”

Recenzja zostata przygotowana na zlecenie Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki
Wroctawskiej z dnia 14. 06. 2023 r. .

Recenzowana rozprawa doktorska powstata pod kierunkiem prof. dr. haB.v Marcina Draga oraz dr
inz. Wioletty Rut.

Rozprawe doktorska stanowi przygotowana w jezyku polskim praca pisemna obejmujaca
dziewigé czesci, w tym: Wstep teoretyczny (41 str.), Cele pracy (2 str.), Badania wlasne (40 str.),
Podsumowanie i wnioski konicowe (7 str.), Czg$¢ eksperymentalna (12 str.). Dyskusja nie zostala
wydzielona w formie osobnego rozdziatu, lecz jest wpleciona w ,,Czg$¢ eksperymentalng” w
formie dwoch podrozdziatéw. Na poczatku pracy zostal umieszczony spis tresci, a na koncu
rozprawy znajdujg si¢: struktury aminokwasow uzytych w bibliotece HyCoSuL oraz w
zdefiniowanej bibliotece P2, lista stosowanych skr6tow, dorobek naukowy i aktywno$¢
dodatkowa oraz pi$miennictwo. Streszczenia w jezyku polskim i angielskim sg dostepne na
stronie internetowej Wydziatu Chemii Politechniki Wroctawskiej.



Oceniana rozprawa dotyczy opracowania strategii syntezy pochodnych ubikwityny
zawierajacych nienaturalne aminokwasy w obrebie konca C biatka jako specyficznych i
selektywnych narzedzi do badania enzymo6w deubikwitynujacych. Ubikwityna jest niewielkim,
powszechnie wystepujacym w organizmach eukariotycznych biatkiem, ktére tworzy wigzania
kowalencyjne z innymi biatkami w procesie zwanym ubikwitynacja. Modyfikacja bialek przez
ubikwityne, zaleznie od typu ubikwitynacji, moze kierowa¢ biatka do degradacji zaleznej od
proteasomu lub modulowa¢ ich transport i aktywnos¢, wptywajac na ekspresje gendéw i
sygnalizacj¢ komérkowa. Edycja sygnalow ubikwitynowych jest prowadzona przez grupe
enzymow proteolitycznych, okreslanych jako deubikwitynazy (DUB), ktorych zadaniem jest
usuwanie czgsteczek ubiktyny ze zmodyfikowanych biatek. Ze wzgledu na ztozonos¢ i istotnosé
funkcji ubikwitynacji i deubikwitynacji procesy te sa przedmiotem intensywnych badan. W
zwigzku z tym podjecie badan okreslonych w tytule rozprawy uwazam za zasadne, a uzyskane
wyniki mogg potencjalnie znalez¢ praktyczne zastosowanie.

Badania Doktoranta skupity si¢ na aspektach dotyczacych opracowania sposobu uzyskania
selektywnych i specyficznych narzg¢dzi chemicznych opartych na strukturze ubikwityny oraz
walidacji tych narzedzi z wykorzystaniem dwoch enzymoéw deubikwitynujgcych, wirusowego
MERS-CoV PLP™ oraz ludzkiego UCH-L3.

Rozdziat ,,Wstep” stanowi wlasciwe wprowadzenie w zagadnienia zwigzane z tematyka
rozprawy. Na poczatku zostata przedstawiona ogo6lna charakterystyka ubikwityny i procesu
ubikwitynacji. Nastgpnie Autor skupil si¢ na opisie enzyméw deubikwitynujgcych i znaczeniu
tego procesu w fizjologii komoérki eukariotycznej oraz podczas infekcji wirusowej. Szczegdlny
nacisk zostat potozony na aspekty zwigzane z mozliwoscig wykorzystania DUB, w tym
pochodzenia wirusowego, jako celoéw molekularnych do opracowania czasteczek
terapeutycznych. Dalsze dwa rozdzialy przestawiaja przeglad narz¢dzi chemicznych
wykorzystywanych w badaniach proteaz z uwzglednieniem markeréw chemicznych oraz metod
syntezy pochodnych ubikwityny, bedacych gléwnym przedmiotem rozprawy.

Wstep zostal napisany w sposob przejrzysty i zrozumialy. Tresci zawarte w tek$cie zostaly bardzo
dobrze uzupetione klarownymi modelami strukturalnymi i schematami (rysunki 1-14).
Podsumowujgc, rozdziat ten porusza zakres tematyczny dobrze odzwierciedlajacy przedmiot
badan Doktoranta i zagadnienia poruszane w dyskusji. Nalezy wigc uzna¢ wybdér omawianych
tematow za zasadny i niezb¢dny do wlasciwego wprowadzenia czytelnika do dalszych rozdziatéw
rozprawy.

Cel pracy zostat jasno okreslony, zar6wno w tytule rozprawy, jak i dedykowanym rozdziale
dysertacji. Realizacja celu obejmowala szes¢ wyodrebnionych zadan, polegajacych na precyzyjnej
charakterystyce specyficznosci substratowej MERS-CoV PLP® oraz UCH-L3, uzyskaniu réznego
typu substratow, syntezie marker6w chemicznych i okresleniu ich selektywnosci wzgledem
rekombinowanych enzyméw DUB i enzyméw zawartych w lizatach komérkowych.

Warto w tym miejscu zauwazy¢, iz wymienione zadania nie byly dotychczas realizowane
wzgledem wymienionych DUB lub byly wykonane w znacznie skromniejszym zakresie. W
zwigzku z tym zaplanowane badania mialy charakter nowatorski.

W nastepujgcym po ,,Wstepie” rozdziale ,,Badania wlasne” Doktorant przedstawil wyniki
realizowanych zadan badawczych. W pierwszej kolejnosci Autor skupit sie na uzyskaniu bibliotek
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substratow do badania specyficznosci DUB w pozycjach P2, P3 i P4. Zostaty zaprojektowane i
wykonane biblioteki substratow z nienaturalnymi aminokwasami, co pozwala na znacznie
dokladniejsze okreslnie specyficznosci substratowej proteazy i petniejszg charakterystyke
architektury centrum aktywnego niz w przypadku ograniczenia si¢ jedynie do aminokwaséw
wystgpujacych naturalnie w biatkach. Ta strategia umozliwita wychwycenie réznic w preferencji
wybranych DUB wzglgdem reszt aminokwasowych w miejscach P2, P3 i P4 substratu. Wyniki
powyzszych badan staly si¢ podstawg do opracowania i péZniejszej syntezy fluorogenicznych
tetrapeptydowych substratow, wykazujacych wyzsza specyficznosé i selektywnosé wobec
badanych DUB niz substrat referencyjny zawierajacy klasyczng sekwencje aminokwasowa LRGG
C-koncowego motywu ubikwityny. W rezultacie Doktorant uzyskat substrat M2, hydrolizowany
wylgcznie przez proteazg¢ MERS-CoV PLP®, oraz S2 selektywnie ciety przez UCH-L3. W
kolejnym etapie metodg totalnej syntezy chemicznej Doktorant otrzymat fluorogeniczne
pochodne ubikwityny, ktére zawieraly uprzednio przetestowane C-koficowe tetrapeptydowe
motywy nadajace selektywnos¢ wobec badanych DUB. Pozwolito to na wyznaczenie statych
specyficznosci kka/Kwm i statych szybkosci kiat, a ich warto$ci potwierdzily wyzsza specyficznosé
zmodyfikowanych substratéw w poréwnaniu do kontrolnej fluorogenicznej pochodne;
ubikwityny. Ostatnim etapem bylo wykonanie marker6w chemicznych umozliwiajacych
selektywng detekcj¢ badanych DUB w lizatach komérkowych. Zadanie to zakoniczyto sie
sukcesem: otrzymane markery chemiczne (na bazie substratowych pochodnych UB ze
zmodyfikowanymi rejonami C-koncowymi) byty zdecydowanie bardziej selektywne wzgledem
wybranych DUB niz marker referencyjny z ubikwityng typu dzikiego.

Doktorant uzyskat wiele interesujacych wynikéw, wsréd ktérych za najwazniejsze uwazam:

(1) wykazanie réznic w specyficznosei substratowej enzyméw deubikwitynujacych MERS-CoV
PLP™ i UCH-L3 z zastosowaniem bibliotek tetrapeptydéwych zawierajacych nienaturalne
aminokwasy,

(2) zaprojektowanie i uzyskanie czgsteczek substratéw, pochodnych ubikwityny zawierajacych
opracowane przez Doktoranta C-koncowe sekwencje tetrapeptydowe, ktére byly selektywnie
rozpoznawane przez badane DUB i bardziej wydajnie degradowane niz substrat referencyjny.
(3) opracowanie i uzyskanie markeréw chemicznych, pozwalajacych na bardzwj selektywne
wykrywanie wybranych DUB niz z uzyciem markera referencyjnego.

Podsumowujgc t¢ cz¢s¢ pracy uwazam, ze Pan mgr inz. Mikotaj Zmudzinski uzyskat
bardzo wartosciowe wyniki, ktére pozwolily na opracowanie nowatorskiej strategii otrzymywania
wariantow ubikwityny zawierajgcych nienaturalne reszty aminokwasowe, ktére moga by¢
wykorzystane jako bardziej selektywne i specyficzne substraty, markery chemiczne lub inhibitory
tych enzymé6w deubikwitynujacych, dla ktérych zostaly opracowane. Uwazam to za bardzo duze
osiggnigcie Doktoranta, gdyz takie kompleksowe podejscie nie byto do tej pory stosowane w -
przypadku enzyméw DUB. O randze wynikéw swiadczy m.in. fakt opublikowania ich w
prestizowym czasopismie naukowym Chemical Science, a takze zawarcie ich w pracy
przegladowej. Opracowana metodyka zostata przedstaw1ona w rozdziale ksigzki z serii ,,Methods
in Molecular Biology™.

Jak juz zostato wspomniane, w dysertacji nie zostal wyodrebniony osobny rozdziat »Dyskusja”; w
zamian Doktorant prowadzit dyskusj¢ wynikéw dwuetapowo w podrozdziatach nastepujacych
bezposrednio po kazdym z gtéwnych etapéw doswiadczen. Nie jest to moze klasyczny sposéb, ale




forma ta sprawdzita sie w przypadku tej rozprawy. Zastosowane podejscie pozwolito na osobne i
bardzo precyzyjne ustosunkowanie si¢ do wynikéw dotyczacych pochodnych ubikwityny jako
substratéw i markeréw chemicznych. Dyskusja jest prowadzona w spos6b dojrzaty i wskazuje na
znajomos¢ tematyki badawczej i umiejgtnos¢é umieszczenia danych eksperymentalnych w
szerszym kontekscie.

Bardzo dobrym uzupeknieniem tej formy dyskusji jest rozdzial ,,Podsumowanie i wnioski
koncowe”, spinajacy wszystkie uzyskane wyniki i wyplywajace z nich wnioski.

Lektura ,, Wynikéw wiasnych” nasungta mi kilka pytan.

1. Niektére enzymy DUB sa regulowane allosterycznie. Migdzy innymi s3 takie wskazania dla
UCH-L3. Czy zostato sprawdzone, ze reakcje hydrolizy katalizowane przez MERS-CoV PLP? i
UCH-L3 wykazuja kinetyke Michaelisa-Menten?

2. Otrzymane w ramach ocenianej pracy markery chemiczne w warunkach do$wiadczalnych
charakteryzowaly sie duza selektywnoscig wzgledem tych DUB, dla ktérych zostaty
zaprojektowane i nie wiazaty si¢ wydajnie do innych DUB zawartych w lizatach komo6rkowych.
Ale czy marker biot-6-ahx-Ub.M2-VME wiaze sie specyficznie do proteazy MERS-CoV PLP® w
obecnosci proteaz PLP® innych koronawirusow?

3. W podsumowaniu Doktorant wspomnial, iz ,,w polaczeniu z innymi metodami projektowania
selektywnych wariantéw Ub” mozna uzyskaé bardziej specyficzne i selektywne narzedzia. Czy sa
planowane takie badania? Jakie podejscie eksperymentalne zaproponowatby Doktorant?

Rozdzial ,,Cze$é eksperymentalna” przedstawia uzyte pracy metody badawcze. W wiekszosci
przypadk6w sg one opisane w spos6b wyczerpujacy i pozwalajacy na powtorzenie badan.
Zwhaszcza opisy syntezy chemicznej sg przedstawione bardzo szczegélowo. Natomiast nieco zbyt
skrotowo zostaly potraktowane opisy wyznaczania parametr6w kinetycznych reakcji hydrolizy. W
podrozdziale 5.5 (Wyznaczenie parametrow kinetycznych dla tetrapeptydowych substratow): przy
jakich wartosciach stgzen substratu byly wyznaczane parametry kka/Km? Na podstawie jednego
stezenia czy kilku? :

W wynikach zostaly podane warto$ci parametrow kinetycznych reakcji hydrolizy pochodnych
ubikwityny, w tym wartosci Kwm i kkat. Natomiast w sekeji ,,Czgs¢ eksperilmentalna” nie zostat
zawarty opis wyznaczenia tych wartosci. W punkcie 5.9 jest informacja tylko o wyznaczeniu
parametru kia/Kwm. Czy byta sporzadzona krzywa Michaelisa-Menten? Jak byla wyznaczana
predkos¢ reakcji? Czy bylo wyliczane stezenie powstatego produktu?

W punkcie 5.10 (Detekcja DUBs w lizatach komoérkowych) - czy zawartos$¢ biatka w probach
reprezentujacych lizaty komoérek pochodzacych z réznych linii byla taka sama? Ponadto w ~
probach pochodzacych z tej samej linii komérkowej kontrola ilo$ci natozonego biatka do
studzienki (B-aktyna) nie w kazdym przypadku wskazuje na rowng zawarto$¢ biatek (Rys. 38).
Jakie przeciwciata byty uzyte do detekeji B-aktyny? Zabraklo informacji na temat zrédia
przeciwciat uzytych w badaniach. A

Liczace 215 pozycji ,,PiSmiennictwo” zawiera zestaw publikacji zwiazanych z tematyka
dysertacji i uzyta metodyka. Sa to prace datowane przede wszystkim po 2010 roku, aczkolwiek
nie zostaly pominigte prace pionierskie o znaczeniu historycznym.



Uwagi ogdlne

Praca zostata napisana bardzo dobrze, w spos6b klarowny i logiczny, bez zbednych
dygresji, ale rownoczesnie z wystarczajaca iloscig szczegolow. Zatozenia badan zostaty bardzo
dobrze wyjasnione, dzigki czemu czytelnik nie zwigzany bezposrednio z syntezg chemiczng ma
przyjemno$¢ zapoznania si¢ zardwno z problematyka badawcza, jak i zglebié¢ czesé
doswiadczalng. Tekst dobrze uzupelniajg ryciny (43) oraz tabele (10). Z obowigzku recenzenta
musz¢ jednak wspomnie¢ o wystepujacych w pracy bledach jezykowych (zargon laboratoryjny,
niepotrzebne zapozyczenia z jezyka angielskiego).

Warto$¢ merytoryczng rozprawy oceniam wysoko i wspomniane powyzej uchybienia nie
umniejszajg wartosci pracy. Oceniana dysertacja ma charakter interdyscyplinarny i doskonale
laczy zagadnienia z zakresu chemii i biologii. Badania zostaly przeprowadzone w spos6b
kompetentny z zastosowaniem wlasciwie dobranej metodologii badawczej. Na szczeg6lne
uznanie zastuguje bardzo spdjny i logiczny cigg doswiadczen, od okreslenia specyficznosci
substratowej wybranych DUB, selekcj¢ sekwencji tetrapeptydowych umozliwiajacych
rozréznienie badanych DUB, po wykorzystanie tej selektywnosci do konstrukcji substratéw i
markeréw chemicznych w oparciu o czasteczke zmodyfikowanej ubikwityny. Przedstawione
wyniki sg opisane poprawnie i w wielu przypadkach stanowig podstawe do uscislenia hipotez i
planowania dalszych badan. Przeprowadzona dyskusja $wiadczy o glebokiej wiedzy Doktoranta i
jego umiejetnosei skonfrontowania rezultatdéw wlasnych badan z danymi literaturowymi.
Wyciagnigte z wynikow badan wnioski sg wywazone i pozbawione nadinterpretacji. Nie mam w
zwigzku z tym watpliwosci, iz Pan mgr inz. Mikotaj Zmudzinski dobrze opanowal warsztat
naukowy w zakresie chemii lecz takze biochemii i biologii molekularnej. Przedstawione w
rozprawie wyniki stanowia oryginalne rozwiagzanie problemu naukowego i sg bardzo cennym
uzupelnieniem wiedzy w zakresie chemii biatek.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedtozona rozprawa catkowicie spetnia wszystkie
warunki okreslone w artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (t.j. Dz. U. 22023 r. poz. 742 z p6zn. zm.) i wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauki
Chemiczne Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie Pana mgr. inz. Mikotaja Zmudzifiskiego do
dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia doktora. 5

Réwnoczesnie, biorac pod uwage wysoki poziom naukowy dysertacji oraz zwigzany z rozprawa
bardzo dobry dorobek naukowy Doktoranta, wnosz¢ o wyrdéznienie rozprawy.
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