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Wista Wielka, dn. 15.09.2023

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Mikolaja Zmudzinskiego pt.
Opracowanie strategii syntezy pochodnych ubikwityny zawierajgcych nienaturalne
aminokwasy w celu otrzymania specyficznych i selektywnych narze¢dzi chemicznych do
badania enzymow deubikwitynujgcych

W zwigzku z otrzymaniem zaproszenia od Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne
Politechniki Wroctawskiej (uchwata z dnia 14.06.2023r), podjetam si¢ recenzji przedstawione;j
przez Pana magister inz. Mikolaja Zmudzinskiego rozprawy doktorskiej dotyczacej opracowania
strategii syntezy pochodnych ubikwitydyny zawierajgcych nienaturalne aminokwasy w celu
otrzymania specyficznych i selektywnych narz¢dzi chemicznych do badania enzymow
deubikwitynujacych, wykonanej w Katedrze Chemii Biologicznej i Bioobrazowania na Wydziale
Chemicznym Politechniki Wroctawskiej, ktorg kieruje Pan Profesor dr hab. Marcin Drag,
Promotor rozprawy.

W przedstawionej pracy zostat podjety niezwykle interesujacy, nowatorski, jednoczesnie
trudny, ale oczekiwany temat, ktorego wyniki mogg w przysztosci dostarczy¢ wiele praktycznych
zastosowan, w tym w medycynie.

Opracowanie liczy 146 stron oraz zawiera 43 rysunki i 10 tabel. Przedtozona do recenzji
przez Pana mgr inz. Mikotaja Zmudzifiskiego rozprawa doktorska ma uktad sktadajacy sie ze 1.
Wstepu teoretycznego, 2. Celu pracy, 3. Badan wtiasnych, 4. Podsumowania i wnioskdéw
koncowych, 5. Czgsci eksperymentalnej, 6. Struktury aminokwasow uzytych w bibliotece
HyCoSul oraz o zdefiniowanej bibliotece P2. 7. Wykaz stosowanych skrotow. 8. Dorobek
naukowy 1 aktywno$¢ dodatkowa. 9. Pismiennictwo. Ukfad ten nieco odbiega od typowego, jak :
Wstep, Zatozenia i cel pracy, Materiat i metody, Wyniki z oméwieniem, Dyskusja, Wnioski,
Streszczenie, Pismiennictwo, Spis rycin i tabel, Wykaz skrétéw i ewentualnie Aneks. By¢ moze
zastosowany przez Doktoranta ukiad dysertacji obowigzuje w Politechnikach i jest odmienny od
tego w Uniwersytetach, streszczenia jednak brakuje.

Autor w czesci teoretycznej pracy (Wstep teoretyczny) przedstawia doktadng
charakterystyke dotychczasowej wiedzy ogdlnej dotyczgcej enzymoéw deubikwitynujgeych, w tym
ubikwityny i ubikwitynacji, enzyméw deubikwitynujgcych (DUBs) wraz z ich celami
molekularnymi, ludzkiej C-koncowej hydrolazy ubikwityny-L3 (UCH-L3) i wirusowej MERS-
CoV PL™ - jednego z siedmiu ludzkich koronawirusow. Natomiast w dalszej czgsei Autor
doktadnie scharakteryzowal dotychczasowy ogdlng wiedze naukowy z zakresu dostepnej wowcezas
metodyki ). narz¢dzi chemicznych  w badaniach proteaz, zaréwno specyticznosci substratowe]
enzymow deubikwitynujgcych, jak i metody okreslania specylicznosci substratowej proteaz,
rowniez Metody chemiczne — biblioteki substratow peptydowych, Metody wykorzystujgee
spekrometri¢ massowg, Metody biologiczne, jak 1 Specylicznos¢ substratowsy  enzymow
deubikwitynujgcych wzgledem lancuchdw poli-Ub. W kolejnych rozdzialach Wstgpu Autor
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szczegdlowo przedstawit  dokladng charakterystyke dotychczasowej wiedzy ogélnej dotyczacej
Markeréw chemicznych w badaniu enzymow proteolitycznych, jak i Markeréw chemicznych do
badania DUBs. Nastepnie Doktorant scharakteryzowal dotychczasowa wiedz¢ naukowa
dotyczacg: Selektywnosci narzedzi chemicznych do badania DUBS, szczegolnie w zakresie
Doboru C-koncowego elektrofilowego ugrupowania, Metody wykorzystujace prezentacje fagowa i
Metody wykorzystujace projektowanie mutantoéw Ub in silico. Wstep teoretyczny zamyka rozdziat
poswigcony Syntezie pochodnych ubikwityny, ktéry obejmuje: Metody semisyntetyczne, Metody
syntezy totalnej, w tym SPPS i NCL (metody natywnej chemicznej ligacji). Autor podkresla
jednoczesnie m.in., ze Reakcja NCL z wysoky wydajno$cig zachodzi w buforze wodnym, co
pozwala unikng¢ czgsto niewydajnej syntezy dlugich peptydéw na nosniku statym (SPPS).

Przedstawiona we Wstgpie teoretycznym dotychczasowa wiedza zwigzana bezposrednio z
tematem rozprawy doktorskiej mgr inz. Mikolaja Zmudzinskiego jest szeroka, szczegdtowa,
ugruntowana i zwigzla. Jednoczesnie wiedza naukowa zawarta we Wstepie teoretycznym
swiadczy o duzej wiedzy Doktoranta nie tylko w jednej dyscyplinie - chemicznej, lecz wielu
dyscyplinach, w tym biologicznej, biochemicznej, biotechnologicznej, genetycznej, biomedycznej
1innych, to zastuguje na szczegdlne podkreslenie i wyrdznienie.

Doktorant prawidlowo sprecyzowat zasadniczy cel badawczy, ktérym bylo opracowanie
strategii syntezy selektywnych oraz specyficznych narzedzi chemicznych opartych na strukturze
ubikwityny, do walidacji tej strategii uzyl dwoch enzyméw deubikwitynujach: wirusowego
MERS-CoV PL™ oraz ludzkiego UCH-L3.

Doktorant realizowat ten cel poprzez zadania szczeg6lowe, takie jak:

1) syntezg zdefiniowanej biblioteki substratow fluorogenicznych do badania specyficznosci
substratowej enzymoéw deubikwitynujacych w pozycji P2 o ogdlnej strukturze Ac-Leu-Arg-X-
Gly-ACC, gdzie ,X” to jeden ze 128 zdefiniowanych naturalnych, badz nienaturalnych
aminokwaséw.

2) Okreslenie profilu specyficznosci substratowej enzyméw MERS-CoV PLP™ oraz UCH-1.3 w
pozycji P4-P2, z wykorzystaniem biblioteki HyCoSuL.(Ac-X-Mix-Gly-Gly-ACC—podbiblioteka
P4; Ac-Mix-X-Gly-Gly-ACC-podbiblioteka P3) oraz zdefiniowanej biblioteki substratow Ac-Leu
-Arg-X-Gly-ACC (pozycja P2), gdzie ,,Mix” to rbwnomolowa mieszanina 19 aminokwasow, a
»X " to zdefiniowany naturalny lub nienaturalny aminokwas.

3) Zaprojektowanie i syntezg tetrapeptydowych substratow selektywnych wobec MERS-CoV PLP™®
oraz UCH-L3 i wyznaczenie dla nich statej specyficznosci kiu/K.

4) Syntez¢ substratdw — pochodnych ubikwityny zawierajgcych C-koncowy znacznik
fluorogeniczny ACC, wykorzystujac strategi¢ ligacja-desulfuryzacja oraz okreslenie ich
selektywnosci i specyficznosel wzgledem rekombinowanych enzymow.

5) syntez¢ markerow chemicznych - pochodnych Ub, zawierajacych biotyne jako N-koncowg
grupg reporterowg oraz C-koncowg grupe VME jako reaktywng grupe wigzgea, wykorzystujgc
strategie ligacja desulfuryzacja.

6) Okreslenie selektywnodci zsyntetyzowanych ABPs wzglgdem rekombinowanych DUBs oraz
enzymow zawartych w lizatach komorkowych.

Przedstawiony przez mgr inz. Mikolaja Zmudzinskiego cel pracy wraz z zadaniami
szczegdtowymi sg w pelni zasadne na gruncie wspoélezesnej wiedzy naukowej i s adekwatne do
tytutu pracy.

Kolejng cz¢scig dysertacji sg Badania wiasne Doktoranta, ktdra zawiera, zaréwno Wyniki i
omowienie badan wiasnych, jak i Dyskusje wynikow w dalszym fragmencie tej czgsci.

Cz¢$¢ 1 rozpoczyna Okreslenie specylicznosei substratowej MERS-CoV PL™ oraz UCH-L3 i
Zaprojektowanie biblioteki substratow do badania specyficznosei substratowej DUBs w pozycji
P2. Doktorant zwraca uwagg czytelnika tekstu, ze wykorzystanie bibliotek z nienaturalnymi
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.ammokw'asami umpz‘liwia dokladne zbadanie architektury micjsca aktywnego i uzyskane
informacje pozwalaja na zaprojektowanie specyficznych i selektywnych sekwencji peptydowych
wzgledem badanego enzymu, a dotychczas preferencje substratowe DUBs w pozycji P2, okre$lano
za pomocg metody PS-SCL z uzyciem jedynie bibliotek z naturalnymi aminokwasami.

Powolujac si¢ na wezesniejsze dane literaturowe Doktorant podkresla, ze tetrapeptydowy
substrat enzymu MERS-CoV PL™ hydrolizowany byt ponad 1000 razy mniej wydajnie.

Autor dowodzi, ze ze wzgledu na niskg wydajnos¢  Katalityczng  hydrolizy
tetrapeptydowych = substratéw oraz preferencie substratowg DUBs wzgledem C-koficowej
sekwencji LRGG ubikwityny, dlatego w tych badaniach zaprojektowal bibliotek¢ P2 o ogdlnej
strukturze  Ac-Leu-Arg-X-Gly-ACC, gdzie X to 19 naturalnych i 109 nienaturalnych
aminokwasow.

Znacznikiem tej sekwencji jest ACC- (kwas 7-aminokumaryno-4-octowy), ktéry jest
uwalniany wskutek hydrolizy wigzania amidowego pomigdzy ACC a aminokwasem w pozycji P1.

Doktorant dowodzi, ze przewagag ACC- nad innymi znacznikami Jjest obecnos¢ grupy
karboksylowej, umozliwiajacej kowalencyjne przylaczenie ACC do podioza stalego, a takze
prawie 3-krotnie wyzsza wydajnosé kwantowa fluorescencji i relatywnie tania i prosta jest jego
synteza w duzej skali, co tez uzasadnia wykorzystanie go do syntezy bibliotek fluorogenicznych
substratéw na podiozu statym.

W dalszej czgsci dysertacji pt. Badania wlasne Doktorant przedstawia procedure Syntezy
zdefiniowanej biblioteki Ac-Leu-Arg-X-Gly-ACC, jak i procedury okreslania Specyficznosci
substratowej MERS-CoV PL™ i UCH-L3 w pozycji P2.

Warto podkreslié, ze specyficznosé substratowa enzymu MERS-CoV PL™ do tego
substratu w pozycji P2 jest bardzo waska, bo toleruje w tej pozycji jedynie glicyne, ktora znajduje
sig w tym substracie (rys. 17).

Natomiast UCH-L3 wykazuje szersza specyficznos$é substratowa w pozycji P2, enzym ten
toleruje poza glicyna, réwniez inne aminokwasy, jak np. Ala, Val w 47% i 46,5%, odpowiednio i
inne(rys.18), ale w nizszym stopniu % .

Nast¢pnie Autor omawia procedury okreslenia specyficznosci substratowej obu badanych
proteaz w pozycjach P3 i P4 za pomoca biblioteki HyCoSul.(rys.19), ktéra wczesniej opisat.
Specyficznosci te sg zupetnie odmienne od ich specyficznoscei w pozycji P2 do tetrapeptydowych
substratow. Okreslone profile specyficznoscei, zarobwno w pozycjach P3 i P4 MERS-CoV PL™
(rys.20-21), jak i UCH-L3 (rys.22-23) Autor przedstawit graficznie i omowit szczegdtowo.

W kolejnym etapie badan w oparciu o otrzymane profile specyficznosci substratowej obu
proteaz. Doktorant zaprojektowat i przedstawil procedury syntezy tetrapeptydowych substratow
dla MERS-CoV PL" oraz UCH-L3, ktore skrupulatnie scharakteryzowal i opisal.

Nastgpnie w polu zainteresowania Doktoranta byla Selektywnos¢ oraz specyficznosé
zsyntetyzowanych tetrapeptydowych substratow i w celu poréwnania wydajnosci katalitycznej
enzymow wzgledem zsyntetyzowanych substratdow zostaly wyznaczone stale specyficznosci
K/ Kons .
Struktury zaprojektowanych tetrapeptydowych substratéw oraz wyznaczone dla nich stale
specyficznosei, zarowno dla MERS-CoV PL™, jak i dla UCH-L3 Autor przedstawia w Tabeli 1.
Najlepszym sposrod substratow dla MERS-CoV PL™ okazal sig by¢ substrat M2 zawierajacy w
pozycji P4 Tle , ktorego stata specyficznoscei byla 1,7 razy wyzsza niz dla substratu referencyjnego,
natomiast dla UCH-L3 oba substraty S1 i S2 byly wydajniej hydrolizowane od referencyjnego.

Dlatego do dalszych badan Doktorant wybral wlasnie te 3 zwigzKi, Ktore byly lepigj
reprezentowane przez badane DUBs niz substrat referencyjny.
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Nastepnie zbadana selektywno$é tetrapeptydowych substratow wzgledem badanych
proteaz pokazaly, ze tetrapeptydowe substraty sg selektywne wzgledem badanych enzymow, dla
ktorych zostaty zaprojektowane (1ys.25). Substrat referencyjny byl hydrolizowany przez obie
proteazy, natomiast M2 hydrolizowany byl jedynie przez MERS-CoV PL™, a substraty S1 i S2
hydrolizowane sg wylgcznie przez UCH-L3.

W nastgpnej czesci rozprawy doktorskiej pt. Podsumowanie — selektywne
tetrapeptydowe substraty dla MERS-CoV PL™ oraz UCH-L3 Doktorant podsumowuje
osiggnigcie zasadniczego celu projektu, ktorym bylto opracowanie strategii syntezy wariantow
ubikwityny selektywnie rozpoznawanych przez UCH-L3 oraz MERS-CoV PL™ dzigki
zmodyfikowanej C-koncowej sekwencji peptydowej zawierajgcej nienaturalne reszty
aminokwasowe.

Doktorant podkresla, ze w pierwszym etapie badan zostalo to osiggnigte z uzyciem
biblioteki HyCoSul do zbadania specyficznosci substratowej w pozycji P3 oraz P4, a takze
zdefiniowanej biblioteki substratow do zbadania specyficzno$ci substratowej w pozycji P2.

Natomiast drugi etap badan obejmowal zaprojektowanie i synteze tetrapeptydowych
fluorogenicznych substratow, okreslenie ich stalych specyficznosei oraz selektywnosci
rozpoznawania przez UCH-L3 i MERS-CoV PL™,

Dalsza czgs¢ podsumowania dotyczy specyficznosci substratowej MERS-CoV PL™ w
pozycjach P4-P2, specyficznosci substratowej UCH-L3 w pozycjach P4-P2 oraz
selektywnych, tetrapeptydowych substratow fluorogenicznych dla MERS-CoV PLP® i UCH-
L3, ktéra Doktorant zwi¢zle omawia.

Kolejny etap badan Doktoranta mial na celu opracowanie metody syntezy
fluorogenicznych pochodnych ubikwityny ze zmodyfikowanym C-koncowym fragmentem
sekwencji peptydowej, warunkujgcym selektywnosé wzgledem wybranych DUBs.

Metody syntetetyczne niskoczasteczkowych (matych) biatek, jak np. ubikwityna,
mogg polega¢ albo na syntezie catego tlancucha peptydowego danego biatka na podiozu
stalym i pdzniejszej jego funkcjonalizacji, badZ na syntezie krotkich fragmentow
peptydowych i ich kondensacji z uzyciem reakcji natywnej chemicznej ligacji (NCL).

Doktorant opart si¢ na tej drugiej strategii, zastosowal metode, ktéra zaklada
wykorzystanie hydrazydéw acylu syntetyzowanych na nosniku stalym, a nastepnie
przeksztalceniu ich in situ w tioestry, ktore poddawane sa reakeji NCL.,

Mechanizm reakeji tej (NCL) wymaga obecnosci w strukturze pierwszorzedowej
biatka reszty Cys, ktéra nie wystepuje w Ub. Obecne sg natomiast dwie reszty Ala (w poz.28 i
46). ktorych obecno$¢ umozliwia zastosowanie strategii ligacja-desulfuryzacja, polegajacej
na syntezie trzech fragmentéw hydrazydowych, ktorych sekwencyjna kondensacja za pomoca
reakcji NCL skutkuje powstawaniem mutanta Ub***“*C bez C-koncowej reszty glicyny, a
nastepnie konwersji reszt Cys do reszt Ala w reakceji desulfuryzacji.

Doktorant przedstawit w Tabeli 2 dysertacji segmenty uzyte do syntezy pochodnych
ubikwityny, natomiast na rys.26 przedstawil autorski graficzny schemat totalnej syntezy
fluorogenicznych pochodnych Ub.

Ponadto, Doktorant w dalszych trzech podrozdziatach pt., odpowiednio: ..1.Synteza
hydrazynowych segmentéw (rys.27); ..2.Kondensacja peptydowych hydrazydow z
wykorzystaniem reakcji natywnej chemicznej ligacji (NCL) (rys.28,tab.3); ..3.Desulfuryzacja
C-konca pochodnych Ub (rys.29,30A,B), opisat szczegolowo i przedstawil graficznie kolejne
etapy procesow syntetycznych prowadzacych ostatecznie do otrzymania pochodnych
ubikwityny do badania MERS-CoV PL™ oraz UCH-L3. W wyniku totalnej syntezy
Doktorant otrzymal cztery warianty Ub z C- koncowq grupg fluorogeniczng ACC, Ktérych
schematy zostaly przedstawione graficznie na Rysunku 30C,



W kolejnym podrozdziale pt. Badanie selektywnosci fluorogenicznych substratow
Doktorant przedstawil przebieg i wyniki eksperymentu (rys.31), majacego na celu zbadanie
wplywu substytucji aminokwasdéw w C-konicowej sekwencji LRGG na selektywnosé
zsyntetyzowanych substratow.

Doktorant  przeprowadzonym eksperymentem potwierdzit  selektywnosé
zsyntetyzowanych substratow wzgledem badanych enzyméw. MERS-CoV PLP® ktéry oprocz
Ub-ACC hydrolizuje jedynie substrat Ub.M2-ACC zawierajacy C-koncowg sekwencjg
zaprojektowana na podstawie profilu specyficznosei substratowej tej proteazy.

UCH-L3 natomiast hydrolizuje wszystkie substraty z wyjatkiem Ub.M2-ACC.
Ponadto, substrat referencyjny hydrolizowany byl wolniej, niz obie fluorogeniczne pochodne
nienaturalnej ubikwityny.

Kolejnym etapem badan Doktoranta byto wyznaczenie parametréw kinetycznych dla
zsyntetyzowanych substratow, wyniki przedstawil w Tabeli 4. Parametry kinetyczne
wyznaczone dla MERS-CoV PLP pokazaly, Ze enzym ma dwukrotnie wyzsze powinowactwo
wobec Ub-ACC niz do wariantu Ub.M2-ACC, jak to wynika z okreslonych wartosci ich
statych Ky (Michaelisa), natomiast stata specyficznodci dla nienaturalnego wariantu Ub.M2-
ACC jest 1,6 razy wyzsza, co wynika z prawie 4-krotnie wyzszej statej szybkosci kia, dla tego
wariantu niz dla substratu referencyjnego. UCH-L3 réwniez cechuje najwyzsze
powinowactwo wobec Ub-ACC sposrod wszystkich substratow. Substraty Ub.S1-ACC i
Ub.S2-ACC cechuje wyzsza specyficznos¢ ze wzgledu na wyzsze wartosci stalych szybkosci
ke niz dla substratu referencyjnego. Natomiast substrat Ub.M2-ACC jest stabo
rozpoznawany przez UCH-L3, co wynika z wysokiej statej Ky oraz stosunkowo niskiej statej
szybkosci kia.

Wszystkie dotychczas osiggnigte wyniki badan zostaly w pelni omodwione i
zinterpretowane wzorowo przez Doktoranta.

W dalszej cze$ci dysertacji znajduje si¢ podrozdziat pt. Dyskusja wynikéw —
nienaturalne pochodne Ub jako selektywne i specyficzne substraty dla DUBs.

Dyskusja ~ prowadzona jest przez Doktoranta w rzeczowy, interesujgcy sposob,
odnoszgc wyniki wtasne do wynikéw uzyskiwanych przez innych obcoj¢zycznych badaczy.
Jednoczesnie Doktorant zwiezle wyszczegdlnit najwazniejsze osiggnigcia tego etapu badan,
wyjasniajac jednoczesnie, ktoére wyniki pozostaja w zgodnosci z wczesniejszymi
doniesieniami w tym zakresie, a ktdre odbiegaja od nich, wyjasniajac przypuszczalne
przyczyny tych rozbieznosci.

Kolejnym etapem badan Doktoranta byla synteza markeréw chemicznych do
selektywnej  wizualizacji  badanych enzymdéw  deubikwitynujacych,  poprzedzona
zaprojektowaniem markeréw chemicznych do selektywnej detekcji MERS-CoV PL™™ oraz
UCH-L3.

Nastepnie  Doktorant zbadal inhibicj¢ rekombinowanych enzyméw przez
zsyntetyzowane markery chemiczne oraz okreslil ich selektywnos$¢, na koniec dokonat
detekcji, zarbwno MERS-CoV PLP™ oraz UCH-L3 w lizatach komdrkowych.

W dalszej czesci dysertacji jest podrozdzial pt. Dyskusja wynikow —nienaturalne
pochodne Ub jako selektywne markery chemiczne do detekeji enzymow
deubikwitynujgcych. Celem tej ostatniej cz¢sci badan, skladajgcych si¢ na oceniang rozprawe
doktorska, byto zaprojektowanie i synteza selektywnych markeréw chemicznych opartych na
czasteczce ubikwityny, ktore w wyniku mutacji w obrgbie C-koncowej sekwencji Ub,
selektywnie znakujg MERS-CoV PL™ oraz UCH-L3.

Do zaprojektowania selektywnych markeréw chemicznych Doktorant zastosowatl tg
samg strategie¢, ktora umozliwila mu otrzymanie selektywnych i specyficznych substratow
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dzigki wprowadzeniu nienaturalnych aminokwaséw w obrebie C-kofica pochodnych Ub.
Strategia ta jest w pelni nowatorska.

Dotychezas, jak podkresla Doktorant, tylko Jjeden zespdt badawczy zaprezentowal strategie
syntezy selektywnego markera chemicznego do znakowania UCH-L3, ale ich metoda
polegata na analizie komputerowej struktur trzeciorzgdowych UCH-L3 i jego krewniaka
UCH-L1. Nastepnie zaprojektowali in silico wariant Ub, ktory faworyzowatby wigzanie sie
Jedynie do UCH-L3.

Doktorant bardzo rzeczowo i zwigzle poprowadzit dyskusje, wielokrotnie odnoszac sig
do wezesniejszych doniesien innych badaczy w tym zakresie, czesto rowniez je komentuje.
Ze wzgledu na wysoka rangg i znaczenie sentencji zwieniczajaca Dyskusje zacytuje ja za
Doktorantem dla podkreslenia znaczenia tego osiggniecia ,w niniejszej rozprawie wykazano,
ze wiedza na temat specyficznosci substratowej tylko dwéch sposréd  enzymow
deubikwitynujgcych umozliwia zaprojektowanie wysoce selektywnych oraz specyficznych
narzedzi chemicznych. Selektywnos¢ i specyficznosé wariantow Ub ze zmodyfikowanymi C-
kofcowymi  fragmentami sekwencji peptydowych taicucha ubikwityny potwierdzono w
eksperymentach z uzyciem rekombinowanych enzyméw jak i lizatow komérkowych”.
Odkrycia te zapewne bgda miaty korzystny wplyw na dalszy postep badai w tym kierunku.

W dalszej czgsei dysertacji znajduje si¢ rozdziat Podsumowanie i wnioski koncowe.
Podsumowanie Doktorant opracowal wzorowo.

Whioski koncowe w petni odpowiadaja na postawiony cel badawczy z zadaniami
szezegotowymi. Wigkszo$¢ wnioskéw koncowych ma charakter nowosci naukowej, w tym
wniosek stwierdzajgcy, ze C-koncowy rejon Ub jest kluczowy dla jej wigzania sie do miejsca
aktywnego badanych enzymow deubikwitynujacych oraz fakt, Ze mozliwe jest modulowanie
selektywnosci oraz specyficznosci narzgdzi chemicznych dla enzyméw deubikwitynujacych
poprzez wprowadzanie wyselekcjonowanych reszt aminokwasowych, w tym nienaturalnych,
w obrebie tego regionu.

Bez watpienia nowoscig naukowa jest rowniez fakt, ze w niniejszej dysertacji opisano
nowg strategi¢ otrzymywania selektywnych wariantow Ub, ktére dzigki zastosowaniu totalnej
syntezy chemicznej, moga zosta¢ przeksztalcone w substraty, markery chemiczne oraz
inhibitory selektywnie rozpoznawane przez wybrane enzymy deubikwitynujace. Do zalet tej
metody projektowania narzedzi chemicznych do badania enzymoéw — deubikwitynujacych
naleza:

1) zastosowanie roznorodnych nieproteinogenicznych aminokwasdéw prowadzi do wzrostu
selektywnosci oraz specyficznosci otrzymanych wariantéw Ub wzgledem pochodnych Ub
typu dzikiego;

2) wykorzystanie totalnej chemicznej syntezy pochodnych Ub umozliwia dowolna
funkcjonalizacj¢ C-koncowej grupy karboksylowej oraz N-koncowej grupy aminowej;

3) przedstawiona strategia nie jest ograniczona jedynie do enzymoéw deubikwitynujgcych.
Uzyta w rozprawie biblioteka HyCoSul. moze zosta¢ wykorzystana do zbadania preferencji
substratowych réwniez innych enzymoéw wykazujacych specyficznos¢ wobec motywu
XXGG;

4) w polgczeniu z innymi metodami projektowania selektywnych wariantow Ub in silico lub z
wykorzystaniem prezentacji fagowej metoda ta potencjalnie moze doprowadzi¢ do uzyskania
jeszcze bardziej specyficznych oraz selektywnych narzgdzi do badania enzymow z grupy
deubikwitynaz.

W dalszej czesci dysertacji w rozdziale Czgs¢ eksperymentalna D_oktomnt przedstawit
szczegdtowo informacje dotyczgee zrodla  zakupu odczynnikow i oS‘\rm‘il\'d\\-', Ktore
wyekspresjonowaly i oczyszezaly zrekombinowane enzymy UCH-L3 oraz MERS-CoV PLP,
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jak  réwniez wysokorozdzielezych widm masowych zsyntetyzowanych — zwiazkow
chemicznych, widm magnetycznego rezonansu jadrowego 'H i analiz LC-Ms otrzymanych
zZwiazkow.

W rozdziale tym Doktorant przedstawil réwniez szczegdly procedur chemicznych
dotyczacych: 1) syntezy Fmoc-ACC-OH; 2) Syntezy zdefiniowanej biblioteki
tetrapeptydowych substratéw fluorogenicznych P2; 3) Okresélenia profilu specyficznosci
substratowej MERS-CoV PLM™ oraz UCH-L3 w pozycjach P4-P2; 4) Syntezy
tetrapeptydowych substratéow dla DUBs; 5) Wyznaczenia parametrow kinetycznych dla
tetrapeptydowych substratow; 6) Zbadania selektywnosci tetrapeptydowych substratow
wzgledem DUBs; 7) Syntezy pochodnych ubikwityny, w tym hydrazydowych segmentow
peptydowych, reakcji natywnej chemicznej ligacji (NCL), reakcji rodnikowej desulfuryzacji,
syntezy reaktywnej grupy wigzgcej HoN-Gly-VME, syntezy fluorogenicznej grupy HoN-Gly-
ACC, Derywatyzacji C-konca pochodnych Ub; 8) Badania selektywnosci substratow
pochodnych Ub; 9) Wyznaczenia parametrow kinetycznych dla substratow pochodnych Ub;
10) Detekeji DUBs w lizatach komérkowych; 11) Pomiarow inhibicji DUB przez markery
chemiczne; 12) Wyznaczenia kq,s/1 dla markeréw chemicznych.

Zastosowane w badaniach metody i narzgdzia badawcze sa w petni odpowiednie do
postawionych zadan, w pelni poprawne pod wzgledem metodologicznym i wyczerpujaco
scharakteryzowane pod wzgledem postawionego celu i realizacji przebiegu badan.

Oryginalna 1 na bardzo wysokim poziomie naukowym dysertacja dowodzi, ze
Doktorant miat do dyspozycji bardzo nowoczesny warsztat laboratoryjny, umozliwiajgcy
zrealizowanie tego typu badan naukowych. Ponadto sadzg tez, ze zasadnicze znaczenie miata
duza wiedza, umiejetnosci i dociekliwosé badawcza mgr inz Mikolaja Zmudzifskiego w
osiggnieciu sukcesu badawczego jakim jest przedstawiona do oceny nowatorska i bardzo
wartosciowa rozprawa doktorska.

Mgr. inz Mikofaj Zmudzinski wykazat si¢ duzg umiej¢tnoscia samodzielnego
prowadzenia badan naukowych 1 umiejgtnoscia whasciwego udokumentowania swoich
osiggnie¢ badawczych. Warto tez dodaé, ze opracowanie jest niezwykle obszerne, ale
jednoczesnie napisane zwig¢zle i nie zawiera niepotrzebnej ornamentyki i rozwlektych opisow.

W dalszej czedci dysertacji znajduje sig¢ rozdzial Struktury aminokwasow uzytych w
bibliotece HyCoSuL oraz w zdefiniowanej bibliotece P2 z wzorami chemicznymi tych
zwiazkdw, nastepnie znajduje si¢ Wykaz stosowanych skrotow, po czym przedstawiony jest
Dorobek naukowy i aktywnos$¢ dodatkowa Doktoranta oraz Pismiennictwo, ktdére konczy
prace.

W rozdziale Pismiennictwo przeglad literatury naukowej ukierunkowanej na temat
rozprawy doktorskiej jest znaczny, liczy 215 pozycji obcojezycznych i jest bardzo aktualne.
Autor podaje w wigkszodei literaturg najnowsza, z ostatnich 10 lat, ktéra stanowi 54,89%
wszystkich publikacji, w tym z ostatnich 5 lat stanowig 24,19%, a do 10 lat 30,70%,
natomiast literatura starsza od 10 do 20 lat weczesniejszych stanowi 32,09% wszystkich
publikacji, a jeszcze starsza niz 20 lat stanowi 13,02% wszystkich publikacji przedstawionych
w Pismiennictwie przez Doktoranta. Pismiennictwo jest w pelni obcojezyczne.,

Wykorzystanie pi$miennictwa podczas opracowywania calej rozprawy doktorskiej
oceniam jako wzorowe, dzigki temu, ze bylo przydatne Autorowi niemal w kazdym rozdziale,
podrozdziale podczas ich opracowywania, co bylo sukcesywnie dokumentowane
odpowiednimi odnosnikami,

Opracowanic redakcyjne dysertacji jest wzorowe, nie dostrzeglam  blgddw
stylistycznych, interpunkeyjnych, jak rowniez powszechnych w rozprawach tzw. literdwek.
Jedynym niewielkim niedociggnigeiem, na ktére zwrocilam uwagg Jjuz na poczytku pracy nad
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oceng dysertacji, dotyczylo ukladu rozprawy doktorskiej, co wezedniej opisatam. Niemniej
jednak, w trakcie postepu realizacji oceny pracy, stopniowo u$wiadamialam sobie, ze
zastosowany przez Autora uklad pracy jest zasadny, ze wzgledu na uzyskang przejrzystosé i
dalej potrzebg utrzymania przejrzystosci postepu przekazu danych z kolejnych etapow pracy
badawczej, skladajgcych si¢ na calos¢ obszernej i wielowgtkowej pracy doktorskiej mgr inz
Mikotaja Zmudzinskiego.

Mam tez uwagi do wnioskow, co nie ma wplywu na ostateczna ocene pracy, ale chce
zwroci¢ na to uwage. Uwazam, ze przynajmniej najwazniejsze wnioski, nieco uogdélnione,
powinny by¢ punktowo wyszezegdlnione pod koniec w tresci tego rozdziatu, brakuje mi tego
W ocenianej pracy doktorskiej.

Podobnie uwazam, ze Streszczenie powinno byé zamieszczone w kazdej dysertaci,
wowezas zapewne, biblioteka uczelniana bytaby zadowolona.

Podsumowujge, oceniana praca doktorska stanowi bardzo staranne i w pelni
wyczerpujgce  opracowanie zagadnienia badawczego. Znaczaco przyczynia sie do
zaktualizowania 1 poszerzenia wiedzy dotyczacej biochemii metodologicznej - narzedzi
badawczych nad proteazami. Proteazy hydrolizujg biatka do peptydéw i aminokwaséw i maja
zasadnicze znaczenie w bardzo wielu procesach, zachodzacych w organizmach zywych, w
tym w organizmie cziowieka, jak krzepnigcie, odpornosé, stany zapalne, apoptoza,
embriogeneza, rozwdj i wielu innych. W warunkach fizjologicznych maja istotny udzial w
utrzymaniu zdrowia, ale w warunkach odbiegajacych od réwnowagi proteazy moga
przyczynia¢ si¢ tez do rozwoju rdznorodnych choréb, w tym np. nowotworowych.

Sadzg, ze powyzsze dane podkreslaja wyraznie wage i znaczenie osiggnie¢ ocenianej
rozprawy.

Na podstawie przedstawionej mi do oceny rozprawy doktorskiej pt. Opracowanie
strategii syntezy pochodnych ubikwityny zawierajacych nienaturalne aminokwasy w
celu otrzymania specyficznych i selektywnych narzedzi chemicznych do badania
enzymow deubikwitynujacych stwierdzam, ze spelnia warunki okre§lone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.z 2023 r.
poz. 742 z pézn. zm.) Niniejszym mam zaszczyt przedstawi¢ Radzie Dyscypliny
Naukowej Nauki ~ Chemiczne Politechniki Wroclawskiej wniosek o dopuszczenie Pana
mgr inz. Mikolaja Zmudzinskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Ponadto, ze wzgledu, ze rozprawa doktorska mgr inz. Mikolaja Zmudzinskiego
stanowi oryginalne rozwigzanie naukowego problemu badawczego i jest
nowatorskim osiggni¢cciem naukowym, dostarczajycym selektywnych narzedzi
badawczych nad proteazami i Zze moze przyczyni¢ si¢ do przyspieszenia
dalszego rozwoju badan podstawowych w tym zakresie wraz z aspektami
praktycznymi, szczegolnie biomedycznymi i ze jednoczesnie znaczgeo
przyczynia si¢ do zaktualizowania i poszerzenia wiedzy dotyczyceej
metodologicznej biochemii zwracam si¢ do Rady Dyseypliny Naukowej Nauki
Chemiczne Politechniki Wroclawskiej o wyroéznienie rozprawy doktorskiej
przygotowanej przez Pana mgr inz. Mikolaja Zmudzinskicgo.

~
prof. zw. dr hab. n. med. lwona Malgorzata Zak



