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

Enzymy deubikwitynujace petnig w organizmie réznorodne funkcje, a zaburzenia w ich
aktywnosci sg powigzane z rozwojem wielu chordb. Ich aktywnos¢ polega na hydrolizie
wigzania izopeptydowego wystepujgcego pomiedzy grupa karboksylowg ubikwityny (Ub), a
grupg e-aminowga tancucha bocznego lizyny zawartej w biatku, do ktérego przytgczona jest Ub.
Niewiele jest znanych selektywnych i specyficznych narzedzi do badania tej grupy enzymoéw
proteolitycznych. Dlatego poszukiwanie nowych, selektywnych substratéw i markerow tej
grupy enzymow jest obecnie celem badawczym wielu grup naukowych, a jedng z grup z
sukcesem badajgcg te mozliwosci jest zespot prof. dr hab. Marcina Draga.

Praca doktorska mgr. inz. Mikotaja Zmudzifiskiego zostata wykonana w Katedrze Chemii
Biologicznej i Bioobrazowania na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej, pod
kierunkiem prof. dr hab. Marcina Draga, promotora tej pracy i promotora pomocniczego dr
inz. Wioletty Rut. Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska (155 stron) sktada sie ze wstepu
teoretycznego (41 stron), celu pracy (2 strony), opisu badan wtasnych wraz z opisem procedur
syntetycznych (41 stron), podsumowania i wnioskow (6 stron) oraz czesci eksperymentalnej
(19 stron). Rozprawa zawiera réwniez wykaz stosowanych skrotéow, struktury aminokwaséw
uzytych w syntezie bibliotek, jak rowniez spis literatury cytowanej (215 pozycje) i spis dorobku
naukowego doktoranta, ktory obejmuje 8 publikacji, 1 rozdziat w monografii i 5 wystgpien
konferencyjnych.

Wstep teoretyczny sktada sie z kilku zasadniczych cze$ci omawiajgcych doniesienia
literaturowe w zakresie zagadnien zwigzanych z rozprawg. Wstep jest zapoczgtkowany bardzo
interesujgcym i zwartym wprowadzeniem. W czesci pierwszej wstepu doktorant przedstawit
ogolne zagadnienia zwigzane z ubikwityng, ubikwitynacjg i enzymami deubikwitynujgcymi
(DUBs), nastepnie omowit szczegdétowo stosowane narzedzia chemiczne i biologiczne w
badaniu enzymdéw deubikwitynujgcych, a w ostatnim rozdziale przedstawit metody syntezy
ubikwityny.
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Gtéwnym celem badain mgr. inz. Mikotaja Zmudzifiskiego byto opracowanie strategii
syntezy selektywnych oraz specyficznych narzedzi chemicznych o strukturze opartej na
strukturze ubikwityny i walidacja opracowanej strategii przy uzyciu dwdch enzymow
deubikwitynujgcych: wirusowego MERS-CoV PLP™ oraz ludzkiego UCH-L3.

W pierwszej fazie badan doktorant przeprowadzit synteze (metodg SPPS) zdefiniowane;j
biblioteki tetrapeptydowych substratow fluorogenicznych (o ogélnej strukturze Ac-Leu-Arg-X-
Gly-ACC, gdzie ,X” to jeden ze 128 zdefiniowanych naturalnych badZz nienaturalnych
aminokwasow), ktérg uzyt do badania specyficznosci substratowej enzymoéw
deubikwitynujgcych w pozycji P2.

Do okredlenie profilu specyficznosci substratowej badanych enzyméw w pozycjach P4-
P2, postuzyta biblioteka kombinatoryczna otrzymana w technologii Hybrid Combinatorial
Substrate Library (HyCoSul), sktadajgca sie z nastepujgcych podbibliotek: Ac-X-Mix-Gly-Gly-
ACC — podbiblioteka P4; Ac-Mix-X-Gly-Gly-ACC - podbiblioteka P3) oraz zdefiniowana
biblioteka substratéw w pozycji P2.

Otrzymane profile specyficznosci pokazaty, ze MERS-98 CoV PLP™ w pozycji P2 toleruje
jedynie glicyne, w pozycji P3 najlepiej rozpoznaje aminokwasy z aromatycznymi taricuchami
bocznymi, a w pozycji P4 aminokwasy hydrofobowe. Natomiast enzym UCH-L3 w pozycji P2
wykazywat tolerancje wobec aminokwaséw zawierajgcych krotki alifatyczny tancuch boczny,
w pozycji P3 wykazywat specyficzno$¢ wobec aminokwasow zasadowych i w pozycji P4
rozpoznawat aminokwasy hydrofobowe, jak réwniez tolerowat wybrane zasadowe
aminokwasy o réznej konfiguracji (Li D).

Na podstawie otrzymanych wynikéw doktorant zaprojektowat i otrzymat technika na
podtozu statym serie fluorogenicznych tetrapeptydowych substratéw (znacznikiem byt kwas
7-amino-4-kumarynooctowy ACC), a nastepnie okreslit aktywnos¢ rekombinowanych
enzymoéw wzgledem nich. Do dalszych badan wybrat cztery substraty: referencyjny substrat
Ac-LRGG-ACC o sekwencji pochodzgcej z C-koncowego motywu Ub oraz trzy substraty
(substrat dla MERS-CoV PLP™ o sekwencji Ac-Tle-Phg-Gly-Gly-ACC i 2 substraty dla UCH-L3 Ac-
Cha-Arg-Abu-Gly-ACC oraz Ac-D-Arg-Phe(guan)-Ala-Gly-ACC), ktdre byly rozpoznawane lepiej
niz substrat referencyjny. Badania selektywnosci potwierdzity selektywnos¢ otrzymanych
substratéw wzgledem enzyméw dla ktdrych byty projektowane.

W nastepnym etapie swoich badan doktorant uzyt specyficzne i selektywne sekwencje
aminokwasowe substratéw do zaprojektowania i syntezy 4 pochodnych Ub zawierajgcych
modyfikacje w obrebie C-kofAca czasteczki. Otrzymat je stosujgc strategie ligacja-
desulfuryzacja wykorzystujgc peptydowe C-koricowe hydrazydy jako zamaskowane tioestry.

To byto duze wyzwanie syntetyczne! Czgsteczka Ub zostata podzielona na 3 fragmenty,
z ktérych fragment C-koncowy zawierat sekwencje pochodzacg od jednego z czterech
substratéw tetrapeptydowych, specyficznych wobec badanych enzyméw. Segmenty
zsyntezowano na podtozu statym na zywicy 2-CTC sfunkcjonalizowanej Fmoc-NH-NH;.
Poszczegdlne fragmenty byty kondensowane metodg NCL pomiedzy C-koncowym tioestrem
jednego fragmentu a N-koncowym tiolem kolejnego fragmentu. Otrzymany 75-peptyd
poddano rodnikowej desulfuryzacji w celu konwersji reszt Cys (wprowadzonych w miejsce



reszt Ala w wyjsciowym peptydzie) do Ala. W ostatnim etapie do otrzymanych hydrazydéw
przytgczono znacznik fluorogeniczny (Gly-ACC), uzyskujagc 4 fluorogeniczne substraty.
Otrzymane pochodne Ub zawieraty nienaturalne aminokwasy oraz C-koricowy znacznik
fluorogeniczny ACC.

Badania majace na celu okreslenie selektywnosci i specyficznosci otrzymanych
pochodnych wzgledem rekombinowanych enzyméw wykazaty, ze pochodne Ub, ktdre na C-
koricach zawieraty sekwencje wywodzace sie z selektywnie rozpoznawanych substratéw
tetrapeptydowych, réwniez byty selektywne wzgledem badanych enzymdéw DUBs, a state
specyficznosci wyzsze niz dla referencyjnego substratu Ub-ACC

W nastepnym etapie badan doktorant zsyntezowat 4 markery chemiczne do selektywnej
detekcji wybranych enzyméw DUBs w lizatach komdrkowych (marker referencyjny i 3 markery
chemiczne do badanych enzymoéw). Zaprojektowane markery miaty struktury oparte na
czasteczkach Ub ze zmodyfikowanymi C-koncowymi fragmentami sekwencji peptydowych i
przytgczong na N-koricu biotyne, oddalong od peptydu poprzez Ahx, jako grupe reporterowg
i zawierajgce na C-koncu ester winylowo-metylowy (poprzez przytgczenie w ostatnim etapie
do C-konca H;N-Gly-VME).

Nastepnie doktorant scharakteryzowat otrzymane markery chemiczne pod katem
inhibicji badanych enzymoéw. Przeprowadzit réwniez eksperymenty z uzyciem lizatéw
komodrkowych z linii HEK-293T, Hela oraz A-431, w celu okreslenia selektywnosci
zsyntezowanych markeréw. Otrzymane wyniki potwierdzity, ze zsyntezowane markery
chemiczne zawierajgce nienaturalne aminokwasy selektywnie wigzaty sie do badanych
enzymow (MERS-CoV PLP™ oraz UCH-L3).

Wykonane przez doktoranta eksperymenty pokazaty, ze C-korcowy rejon czgsteczki Ub
jest kluczowy dla jej wigzania sie do miejsca aktywnego badanych enzyméw
deubikwitynujgcych i ze mozliwe jest modulowanie selektywnosci oraz specyficznosci narzedzi
chemicznych dla DUBs poprzez wprowadzanie wyselekcjonowanych (w tym nienaturalnych)
reszt aminokwasowych w obrebie tego rejonu.

Z obowiazku recenzenta ponizej przedstawie kilka uwag, ktdre nasunety mi sie podczas
czytania tej rozprawy doktorskiej i ktdre mogg stanowi¢ podstawe do dyskusji z doktorantem.

1. W czesci eksperymentalnej znajdujg sie bardzo doktadne opisy wykonanych syntez.
Szkoda, ze doktorant nie podat wydajnosci otrzymywanych produktéw. Szczegélnie
interesujgca bytaby informacja na temat wydajnosci syntezy fragmentéw Ub i jej
analogow.

2. Szkoda réowniez, ze doktorant nie podat w pracy gradientu eluetéw, ktore stosowat
do oczyszczenia fragmentdw Ub i nie zamiescit przyktadowych chromatogramoéw
HPLC.

3. W opisie uzyskanych fragmentéw Ub doktorant uzywa nieco dziwnego okreslenia
typu ,,Otrzymany produkt zliofilizowano i przechowywano w postaci proszku w 4°C”
(czy proszek to wtasciwe okreslenie?)



Podsumowujac, prace doktorska mgr. Zmudzifiskiego przeczytatam z bardzo duzym
zainteresowaniem. Praca jest $wietnie napisana, logicznie i zawiera wszystkie niezbedne opisy
wykonanych doswiadczen. Praca jest rdwniez bogato ilustrowana, bardzo informacyjnymi,
kolorowymi rysunkami. Oczywiscie przeprowadzenie zaplanowanych badan, czyli wykonanie:
syntezy zaplanowanej biblioteki, syntezy niezbednych zwigzkéw do otrzymania
fluorogenicznych substratéw i markeréw i w szczegdlnosci przeprowadzenie syntezy
pochodnych Ub wymagato duzych umiejetnosci zaréwno w syntezie organicznej, jak réwniez
syntezy peptydow na statym podtozu i syntezy biatek metodg NCL, wiaczajagc w to ich
oczyszczanie (HPLC) i potwierdzenie budowy (MS) i nastepcze badania kinetyczne. Mozna
tylko gratulowaé doktorantowi, ze wykonat z sukcesem wszystkie zaplanowane badania!

Obecnie mgr Zmudzinski jest niewatpliwie $wietnie wyszkolonym i wszechstronnym
chemikiem w zakresie strategii projektowania i syntezy selektywnych oraz specyficznych
narzedzi chemicznych do badan réznorodnych enzyméw, przygotowanym do podejmowania
réznorodnych wyzwan naukowych.

Dorobek naukowy: mgr. inz. Mikotaj Zmudziriski jest wspétautorem 8 publikacji (w 1 jest
pierwszym autorem) w bardzo dobrych czasopismach z listy filadelfijskiej: (ACS Central
Science, Current Opinion in Chemical Biology, Scientific Reports, Computational Biology,
Pharmaceuticals, Nature Chemical Biology, Science Advances, Chemical Science) i rozdziatu w
monografii (Deubiquitinases: methods and protocols). Wydaje sie, ze 3 publikacje zawieraja
wyniki rozprawy doktorskiej, wiec mozna sie domysla¢, ze przygotowywane sg kolejne
publikacje z zakresu rozprawy doktorskiej.

Swoje wyniki doktorant prezentowat ustnie na 5 konferencjach, na jednej z nich uzyskat
1 miejsce za najlepsze wystgpienie. Na podkreslenie zastuguje rowniez fakt, ze doktorant
otrzymywat rdéznego rodzaju stypendia: stypendium Rektora dla najlepszych doktorantow
Politechniki Wroctawskiej, stypendium doktoranckie z dotacji podmiotowej na
dofinansowanie zadan projakosciowych, stypendium z Funduszu stypendialnego Politechniki
Wroctawskiej i jest wykonawcg projektu TEAM, kierowanego przez jego promotora prof.
Draga.

Z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa mgr. inz. Mikotaja
Zmudziniskiego zatytutowana , Opracowanie strategii syntezy pochodnych ubikwityny
zawierajgcych nienaturalne aminokwasy w celu otrzymania specyficznych i selektywnych
narzedzi chemicznych do badania enzymoéw deubikwitynujgcych” spetnia wszelkie warunki
okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(t.j. Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z pdin. zm.) i zwracam sie z wnioskiem do Rady Dyscypliny
Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie mgr inz. Mikotaja
Zmudziniskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie ze wzgledu na rozlegto$¢ przeprowadzonych badan, osiggniete wyniki
naukowe, opublikowanie juz czesci wynikdw w doskonatych czasopismach, wnioskuje o
wyrodznienie tej rozprawy doktorskie;j.
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