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Recenzja rozprawy doktorskiej ,,Desingn, synthesis, and structural characterisation of
miniproteins, a and incorporation of protein-protein interaction inhibition activity”
autorstwa Juan Lizandra Perez.

Praca doktorska powstata na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroctawskiej pod
opiekg prof. dr hab. tukasza Berlickiego. Recenzowana praca doktorska dotyczy: i) chemicznej
syntezy krétkich sekwencji aminokwasowych (mniej niz 50 reszt aminokwasowych)
zawierajgcych pewng liczbe tzw. niekodowanych reszt aminokwasowych; ii) badania
zdolnosci tych sekwencji do przyjmowania okreslonej i dobrze zdefiniowanej struktury
przestrzennej w okreslonych warunkach; iii) wykorzystanie syntetycznych sekwencji
aminokwasowych do modulowania wybranych proceséw biochemicznych na poziomie badan
in vitro i komérkowym.

Praca napisana jest po angielski, z wyjgtkiem krotkiego streszczenia w jezyku polskim.
Jako, ze nie wtadam wyjgtkowo biegle jezykiem angielskim, nie bede sie wypowiadat na temat
jakosci jezykowej pracy, dos¢ powiedzieé, ze tres¢ byta zrozumiata. Czasami jedynie miatby
zastrzezenia do poszczegdlnych stow/zwrotdw uzytych w konkretnych kontekstach np.
»...interaction is constructed around ...”(strona 9), ja bym uzyt frazy ,,...interaction is based on
... Jednak jak to napisatem wczesniej takie przypadki nie przeszkadzajag w zrozumieniu
intencji Autora. Praca rozpoczyna sie dos¢ obszernego rozdziatu ,Introduction” (40 stron)
wprowadzajacych czytelnika w obszar prezentowanych badan. Nastepnie Autor przedstawia
cel swoich badan (rozdziat Goals), po ktérym nastepuje rozdziat ,Results and dissusion” (97
stron), ktéry jest podzielony wyraznie na dwie czesSci, kazda z czesci zawiera odrebny
podrozdziat zawierajgcy konkluzje. Podsumowanie wynikow zawarte jest w krétkim rozdziale
LSummary”, po ktéry nastepuje rozdziat ,,Eksperimentals” opisujacy przeprowadzane badania
i eksperymenty od strony technicznej. Pewng niekonsekwencja jest zawarcie w tym rozdziale
czesci wynikdw np. tabeli przesunie¢, chemicznych z pomiaréw NMR, charakterystyki
chromatograficznej sekwencji peptydowych. Oczywiscie w wielu pracach dotyczgcych syntez
chemicznych w rozdziatach opisujgcych metody umieszcza sie charakterystyki fizyko-
chemiczne syntezowanych zwigzkow, ale w tym wypadku raczej umiescitbym to w zatgczniku,
a nie jako cze$é rozdziatu opisujgcego metody. Ostatnig czesdcig pracy jest spis literatury
zawierajgcym 258 pozycji, pozycje literaturowe przywotywane sg tekscie w systemie
vancouverskim. Cata praca tgcznie z cytowang literaturg miesci sie na 193 stronach formatu
najbardziej zblizonego do C5.

W opinii recenzenta tytut rozprawy jest dos¢ niefortunnie sformutowany uzytbym
okreslenia zagmatwany. Pierwsza czes¢ tytutu jest komunikatywna i jest jasne co autor miat
na mysli (,,Desingn, synthesis, and structural characterisation of miniproteins”), jednak druga
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czesc tytutu jest juz bardziej niejednoznaczna i zdecydowanie trudna do zrozumienia. Sadze,

ze tytut w brzmieniu: ,Miniproteins — design, synthesis, structural characterisation and
use/application in protein-protein interaction inhibition activity” bytby bardziej czytelny i
oddajacy zawartos¢ merytoryczng pracy.

Rozdziat Introduction jest obszerny i porusza wszystkie aspekty, ktére sg niezbedne do
zrozumienia badan opisywanych w dalszych cze$ciach pracy. Autor opisuje znane z literatury
sekwencje mini- biatek, metody projektowania takich sekwencji oraz stosowanie beta-
aminokwaséw w celu stabilizacji struktury przestrzennej. Ze wzgledu na podobieristwo tresci,
mozna przyjac, ze Autor piszac ten rozdziat w duzej mierze opart sie na pracy przeglagdowe;j
»Miniproteins in medicinal chemistry” Agnieszka Ciesiotkiewicz, Juan Lizandra Perez, tukasz
Berlicki. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters (2022); 71, 128806 (referencja 87 w spisie
literatury), ktérej jest wspotautorem. Trzeba zwrdcié uwage, ze autor nie popetnit czesto
spotykanego naruszenia praw autorski majgtkowych, czyli bezposredniego przenoszenia
catych czesci pracy, czy rysunkéw tabel z opublikowanej pracy do tresci pracy doktorskie;j.
Mam jedng uwage/komentarz dotyczaca tej czesci pracy. W podrozdziale 1.1. The protein
folding problem, Autor zwiezle opisuje teorie mechanizmu fatdowania sie biatek. Jednak czego
brakuje w tych opisach to nawet, krétkiej wzmianki, ze mechanizm fatdowania jak i efekt
koncowy tego procesu (tzw. struktura natywna) sg zalezne od dwu czynnikdéw: sekwencji
aminokwasowej i Srodowiska w jakiej ta sekwencja sie znajduje. Pomijanie srodowiska jako
petnoprawnego uczestnika procesu fatdowania i stabilizacji struktury biatek (np. gestosé
roztworu bezposrednio wptywa na entropie tancucha peptydowego), prowadzi do zbyt daleko
idgcych uproszczen. Sztandarowym przyktadem takiego uproszczenia jest stosowanie zwrotu
,oddziatywanie hydrofobowe” przez analogie do np. oddziatywania Van der Waalsa. Jednak w
przeciwienstwie do oddziatywan Van der Waalsa efekt hydrofobowy nie jest zwigzany z tym,
ze dwa tancuchy hydrofobowe przyciggaj sie wzajemnie z jaka$ sitg, tylko jest efektem
odpychania sie tych fafcuchdéw od czasteczek rozpuszczalnika. Brak wzmianki dotyczacej
srodowiska i jego roli w procesie fatdowania jest o tyle dziwny w swoich badaniach Autor
bardzo czesto zmienia/modyfikuje Srodowisko reakcji (temperatura, chlorowodorek
guanidyny ect.).

Jak napisano powyzej najobszerniejszym rozdziatem pracy jest rozdziat ,,Results and
dissusion”. Na wstepie omawiania tego rozdziatu chce napisa¢, ze wyniki zawierajg olbrzymia
ilos¢ materiatu badawczego. Autor w trakcie swojej pracy syntezowat, oczyscit i przebadat za
pomocg spektroskopii CD prawie ponad sto sekwencji peptydowych (jesli dobrze licze
sekwencji tych byto 108). Z technicznego i punktu widzenia sama synteza, oczyszczanie i
wstepne badania CD takiej liczby peptydéw wymagaty minimum dwu lat nieustannej pracy.

Pierwsza uwaga jaka nasuwa sie po przeczytaniu tej czesci pracy jest nastepujgca. Po
syntezie i oczyszczaniu, kazdy peptyd jest badany za pomocg spektroskopii CD w celu
oszacowania jego zdolnosci do tworzenia stabilnej struktury przestrzennej. Przy takiej liczbie
badanych peptydow wybdr spektroskopii CD do szybkiego i taniego oszacowania cech
strukturalnych jest jak najbardziej uzasadniony. Jednak przy pracy z peptydami (podobna
sytuacja dzieje sie tez w przypadku biatek) w wielu przypadkach mamy do czynienia z
oligomeryzacjg czy agregacja. Autor w przypadku niektérych eksperymentdéw opisuje
wytracanie sie prébki z roztworu (przyktadowo Rysunek 70 peptydy 130, 131, 133) jak rozumiem
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zjawisko to monitorowano przez wzrokowgq inspekcje zawartosci kuwety i obserwacje
pojawiania sie zmetnienia lub osadu. Z wtasnego skromnego doswiadczenia recenzenta
wynika, ze zjawisko oligomeryzacji czy agregacji peptyddéw wystepuje bardzo czesto, jednak w
przedstawionych wynikach obserwowane jest relatywnie do$¢ rzadko. Moze to wynikac z tego
ze Autor nie stosuje jakiejkolwiek metody/procedury badawczej do sprawdzenia, czy dany
peptyd oligomeryzuje czy agreguje (oba te procesy nie musza prowadzi¢ do wytrgcania sie
probki z roztworu). Metod do badania tego rodzaju zjawisk jest bardzo wiele przyktadowo:
natywna spektrometria mas, saczenie molekularne, dynamiczne rozpraszanie Swiatta,
ultrawirowanie analityczne i inne, zadna nie jest uniwersalna czy moze nie dawaé
jednoznacznych wynikéw. Oczywiscie wszechstronne badanie pod katem oligomeryzacji czy
agregacji wszystkich sekwencji peptydowych bytoby raczej technicznie niemozliwe, jednak
gtebsze przebadanie wyselekcjonowanych minibiatek bytoby zdecydowanie pozgdane i
uzasadnione z punktu widzenia naukowego.

W pierwszej czesci rozdziatu ,,Results and dissusion” autor przedstawia wyniki badan
dotyczacych  wypracowania metodologii majacej na celu znalezienie sekwencgji
aminokwasowe] zdolnej do utworzenia stabilnej struktury przestrzennej. Ponadto autor
zatozyt uzycie reszt beta-aminokwasu (trans-ACPC) do stabilizacji struktury przestrzennej,
bazujagc na wczesdniejszych rezultatach badan innych autoréw. Autor zaprojektowat,
zsyntetyzowat, oczyscit i przebadat za pomocg spektroskopii CD 50 sekwencji
aminokwasowych. Przy projektowaniu sekwencji autor zastosowat rdéine opisywane w
literaturze strategie takie jak: sktadanie fragmentéw, permutacje kotowe. Sekwencje
peptydowe wykazujgce pozgdane cechy (symptomy kooperatywnego zwijania obserwowane
za pomocg pomiarow CD), byty w dalszych krokach punktowo mutowane w celu poprawienia
parametréw termodynamicznych procesu fatdowania. Aby potwierdzi¢ ostatecznie sukces
catego procesu dla wybranych sekwencji podjeto probe ustalenia ich struktury
przestrzennych. W przypadku sekwencji 3 i 8 zastosowano technike rozpraszania
matokatowego promieniowania X (SAXS) lecz wyniki tych badan nie byly jednoznaczne. W
przypadku sekwencji 12 podjeto prébe hodowli krysztatéw i badan krystalograficznych, w tym
przypadku nie udato sie otrzymadé krysztatéw rozpraszajgcych promieniowanie X. Sekwencje
39, 43 badano za pomocg symulacji dynamika molekularng. W przypadku sekwencji 47 udato
sie okresli¢ strukture przestrzenng minibiatka na podstawie wynikéw pomiaréw z
zastosowaniem magnetycznego rezonansu jgdrowego, co uwienczyto sukcesem zmudng
prace autora. Nieco zaskakujgce sg badania przedstawione w rozdziale 3.1.4. Autor w tym
krotkim rozdziale prébuje zmienia¢ kolejnos¢ odcinkéw sekwencji aminokwasowych
odpowiadajacych elementom struktury drugorzedowej (alfa-helisie (H) i beta-niciom (E)) aby
otrzymacd o sekwencje o zmienionej topologii drugorzedowej. Zaskakujgcym elementem tych
badan jest wybodr sekwencji startowych. Autor wybiera sekwencje 36, 37, 43 majgcych
topologie EHEE i przeksztatca je w topologie HEEE (sekwencje 48,49,50). Autor nie podaje
uzasadnienia dlaczego jako podstawe do tych badan wybrat sekwencje 36,37, 43 dlaczego np.
nie zostata do tych badan wybrana sekwencje 47 najlepiej do tej pory scharakteryzowana ?

Druga cze$é rozdziatu ,Results and dissusion” autor prébuje doswiadczenia nabyte przy
realizacji pierwszej czesci badan przekué w praktyczne zastosowania. Autor jako obiekt swoich
badan wybrat system biatek PD-1/PD-L1 wazny element uktadu odpornosciowego. Biatka PD-
1/PD-L1 tworzg kompleks i jedng ze strategii terapeutycznych jest blokowanie mozliwosci
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tworzenia tego kompleksu poprzez blokowanie miejsca wigzania PD-L1 do biatka PD-1 przez
ligand, ktéry nie indukuje dalszej kaskady reakcji biochemicznych. Autor rozprawy postanowit
zaprojektowac minibiatko zdolne do inhibicji tworzenia sie aktywnego kompleksu PD-1/PD-L1.
Wykorzystujagc znang strukture przestrzenng kompleksu PD-1/PD-L1 zidentyfikowano
kluczowe oddziatywania aminokwas-aminokwas oraz ich dystrybucje przestrzenng ktére to
odziatywania stabilizujg kompleks (Rozdziat 1.2.1). Autor jako gtéwng metode oceny
stabilnosci kompleksu PD-1/minibiatko uzyt interferometrii warstwowej z biatkiem PD-1
immobilizowanym na powierzchni pomiarowej. Sekwencje minibiatek o najbardziej
obiecujacych cechach byty w dalszej czesci badane w testach in vitro z uzyciem metody HTRF
(Homogeneous Time Resloved Fluorescence). Poczatkowo autor opart konstrukcje swoich
minibiatek na znanej naturalnie wystepujacej domenie WW (patrz referencja 122). Sekwencja
domeny WW byta modyfikowana w taki sposdb aby nie naruszac istotnych z punktu widzenia
struktury przestrzennej reszt aminokwasowych, a z drugiej strony wprowadzaé modyfikacje w
taki sposdb aby odwzorowywaé obserwowang w kompleksie PD-1/PD-L1 sie¢ oddziatywan
miedzyczasteczkowych. Sumarycznie autor przetestowat 27 sekwencji aminokwasowych z
ktérych cze$¢ wykazywata zdolnos¢ do wigzania sie z biatkiem PD-1, jednak sita i efektywnos¢
tego wigzania byta umiarkowana/niska. W kolejnym kroku autor jako wzorzec strukturalny na
ktérym opierat badania byta sekwencja 21 testowana w pierwszej czesci pracy. Autor nie
uzasadnia dlaczego akurat punktem startowym do dalszych modyfikacji byta ta, a nie inna
sekwencja, co jg wyrdzniato z posréd innych wczes$niej badanych, ze zostata wybrana ?
Zaprojektowano i przebadano osiem nowych sekwencji, ktére podobniej jak w przypadku
pierwszych badan wykazywaty umiarkowang aktywnos¢ biochemiczng. W trzeciej proébie
autor opart serie minibiatek o sekwencje 25, podobnie jak to byto poprzednio znéw nie ma
uzasadnienia dlaczego ta a nie inna sekwencja zostata wybrana do dalszych badan ? Na
podstawie sekwencji 25 zaprojektowano i przebadano cztery kolejne sekwencje z ktérych
dwie wykazywaty obiecujgce parametry w testach z zastosowaniem interferometrii
warstwowej i HTRF. Dwa preparaty przetestowano stosujgc eksperymenty na liniach
komédrkowych. Niestety wyselekcjonowane zwigzki byty zdecydowanie stabszymi ligandami
dla biatka PD-1 niz stosowany w terapii medycznej ligand Durvalumab. W czwartej prébie
badawczej autor zastosowat sekwencje 46 jako sekwencje bazowg (znéw bez podania
uzasadnienia wyboru). Na podstawie sekwencji 46 wygenerowano serie kolejnych wariantéw
z ktorych sekwencja O_l13 wykazywata dos¢ znaczng aktywnos¢ we wszystkich
przeprowadzanych testach in vitro i in vivo. Wielka szkoda, ze autor nie pokusit sie aby
wykona¢ poréwnawcze eksperymenty dla Durvalumab w tych samych warunkach i uzywajac
tych samych technik, tak aby mozna byto bezposrednio poréwnac¢ aktywnos$é biologiczng
zarejestrowanego juz preparatu terapeutycznego i np. sekwencji O_113. Druga uwaga, to brak
stosowania przy badaniach z zastosowaniem interferometrii jakies kontroli negatywne.
Zdecydowanie do tych relatywnie prostych badan uzytbym jako kontroli negatywnej jakies
sekwencji, ktéra nie ma tendencji do tworzenia struktury przestrzennej, tak aby wykazaé, ze
struktura jest warunkiem wigzania do biatka PD-1.

Pomine omawianie Podsumowania pracy, gdzie autor podsumowuje najwazniejsze
osiggniecia. Rozdziat ,Eksperimentals” jest napisany w sposéb dos¢ zwarty, ale na tyle
czytelny, ze nie bytoby probleméw z odtworzeniem wykonywanych eksperymentéw.
Wyraznie daje sie zauwazyé, ze w opisach wynikdw Autor powtarza (czasami wielokrotnie)
szczegbly techniczne eksperymentu opisane w czesci ,Eksperimentals”. Praca i tak jest
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obszerna zawiera duzo tabel, rysunkéw, a takie powtdrzenia komplikujg odbiér. Byé moze
pomyst z opisem metodologii na koricu pracy nie byt dobry rozwigzaniem i umieszczenie opisu
metod i wyjasnienie ich znaczenia przed opisami wykonanych prac pozwolitoby na unikniecia
nadmiaru tekstu. Co nalezy zaznaczy¢ jako bardzo budujgce, ze autor zastosowat bardzo
szeroka game technik/metod/procedur badawczych. Nie mam watpliwosci, ze autor nie byt
wstanie opanowacé tych wszystkich technik/metod/procedur badawczych (co nie jest
zarzutem), zresztg autor podaje czesto w tekécie pracy podaje informacje o
wspotpracownikach biorgcych udziat w realizacji projektu.

Jak to wspominatem na wstepie praca zawiera olbrzymi materiat eksperymentalny,
sama praca jest obszerna wiec sitg rzeczy jest pewna liczba jakis niedociggnieé technicznych i
redakcyjnych (np. Rysunek 48 skrot Cpt), ale te potkniecia nie utrudniajg odbioru i nie
umniejszajg wartosci samych wynikéw. Tym niemniej polecatbym autorowi np. w czasie pracy
nad publikacjg przedstawianych wynikéw, na bardziej przemyslane ich przedstawienie, w
bardziej zwartej formie ze skupieniem sie na najistotniejszych obserwacjach. Mam nadzieje,
ze jedynie ze wzgledu na presje czasu przedstawione wyniki nie zostaty jeszcze opublikowane
W recenzowanym czasopismie naukowym.

Podsumowujac, najwazniejsze osiggniecia zawarte w pracy, autor: i) wyselekcjonowat
kilkanascie sekwencji aminokwasowych o dtugosci mniejszej niz 50 reszt aminokwasowych,
ktére wykazujg cechy charakterystyczne dla biatek globularnych; ii) dla jednej z tych sekwencji
wykazat badaniami strukturalnymi, ze sekwencja ta przyjmuje stabilng strukture przestrzenng
w roztworze; iii) opisat kilka sekwencji aminokwasowych majgcych cechy termodynamiczne
biatek globularnych, ktére majg umiarkowang aktywnos¢ w modulowaniu tworzenia
kompleksu biatek PD-1/PD-L1, osiggnie to ma praktyczny wymiar w aspekcie projektowania
nowych substancji terapeutycznych. W mojej opinii przedstawione w rozprawi doktorskiej
wyniki badan spetniajg warunki okreslone w art. 187 ust. 1-2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2023 poz. 742 z pdzniejszymi zmianami). W
zwigzku z tym wnioskuje do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki
Wroctawskiej o dopuszczenie Pana Juan Lizandra Perez do dalszych etapéw postepowanie w
sprawie nadania stopnia doktora.
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