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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anastasii Antonenko
pt.: ,,Zastosowanie ligacji enzymatycznej do selektywnej oraz funkcjonalnej

semisyntezy i modyfikacji biatek”

Rozprawa mgr Anastasii Antonenko zatytulowana ,Zastosowanie ligacji
enzymatycznej do selektywnej oraz funkcjonalnej semisyntezy i modyfikacji bialek” zostata
wykonana w Zakladzie Chemii Biologicznej Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego pod opiekg naukows Prof. dr. hab. Artura Krezla. Wykorzystanie ligacji do
modyfikacji bialek jest wazne, poniewaz umozliwia tworzenie nowych, unikalnych biatek z
precyzyjnie kontrolowanymi wiasciwosciami. Jest to kluczowe dla inzynierii biatek i ma
szerokie zastosowanie w medycynie, biotechnologii i biologii syntetycznej. Ligacja
enzymatyczna, w przeciwienstwie do tradycyjnych metod chemicznych, pozwala na taczenie
fragmentéw biatek w sposéb wysoce selektywny. Oznacza to, ze mozna precyzyjnie
kontrolowa¢ miejsce potaczenia, co jest kluczowe dla zachowania funkcjonalnosci i
aktywnosci docelowego biatka. Mozna w ten spos6b tworzyé chimeryczne biatka, czyli biatka
hybrydowe, laczace cechy roznych biatek, np. domene wigzacg przeciwciala z domeng
toksyny, w celu stworzenia leku przeciwnowotworowego. Technika ta umozliwia
wprowadzanie do bialek nienaturalnych aminokwaséw w Scisle okreslonych miejscach. Te
zmodyfikowane aminokwasy mogg nadawa¢ bialkom nowe wiasciwosci, np. fluorescencyjne,
fotoczule czy zwigkszajace ich stabilnos$é. Jest to kluczowe dla badan nad funkcjami biatek i
projektowania nowych narzedzi do obrazowania molekularnego. Metoda ta taczy synteze
chemiczng z syntezg biologiczng (w komérce). Mate fragmenty bialek mozna syntetyzowaé
chemicznie, co pozwala na wprowadzenie modyfikacji trudnych do osiagniecia w koméree, a
nastepnie tgczy¢ je enzymatycznie z wigkszymi, naturalnie produkowanymi fragmentami.
Dzigki temu mozliwe jest otrzymywanie duzych, skomplikowanych biatek z unikalnymi
modyfikacjami. Technologia ta ma ogromny potencjal w tworzeniu nowych lekow
biatkowych. Pozwala réwniez na produkcje biatek do celow diagnostycznych oraz

katalizator6w w procesach przemystowych.
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Bez zadnych watpliwosci mozna stwierdzi¢, ze tematyka badawcza podjeta w
rozprawie jest aktualna i stanowi wkiad w bardzo intensywnie rozwijany ,,goracy” obszar
badawczy.

Gtéwny cel pracy dotyczyl opracowania efektywnych, selektywnych i tagodnych
strategii do tworzenia wigzan peptydowych z wykorzystaniem ligacji enzymatyczne;.
Opracowana protokoty biosyntetyczne miaty charakteryzowaé si¢ brakiem probleméw takich
jak: niska selektywnos$¢, wydajnos¢, konieczno$é¢ stosowania kosztownych i czasochtonnych
procedur oraz denaturacja biatek, ktére to czesto towarzysza klasycznym metodom
syntetycznym, w tym natywnej ligacji chemiczne;.

Gtowny cel badawczy, Doktorantka zaplanowata osiagnaé poprzez realizacje trzech
celow szczegotowych, obejmujacych:

1) opracowanie chemoenzymatycznej strategii semisyntezy biatek o zlozonej strukturze
na przykladzie metalotioneiny SmtA. Biatko to z uwagi na duzg liczbg reszt cysteiny stanowi
duze wyzwanie w rekombinowanej metodzie otrzymywania. Dodatkowo obecnogé motywu
-NGL w strukturze metalotioneiny SmtA sprawia, ze biatko to moze by¢ zastosowane w
enzymatycznej ligacji z wykorzystaniem ulepszonego wariantu endopeptydazy asparaginowe;j
OaAEP1_C247A,;

2) opracowanie enzymatycznej strategii wprowadzania wybranych modyfikacji
potranslacyjnych (ubikwitynacja/sumoilacja) do struktury modelowych bialek. Doktorantka
oczekiwalta, ze realizacja tego celu dostarczytaby nowych narze¢dzi do analizy wpltywu PTM.
Jednak, aby bylo to mozliwe konieczne byto zaprojektowania dwufunkcyjnej sondy
fluorescencyjnej, SrtCrAsH-EDT2 zawierajacej ugrupowanie CrAsH-EDT2 warunkujace
specyficzne wigzanie z motywem czterocysteinowym w bialkach Doktorantka zaplanowata
rowniez wbudowanie do sondy sekwencji rozpoznawanej przez sortaze A, co pozwolitoby na
selektywng integracje PTM (SUMO i Ub).

3) ocena funkcjonalnosci i efektywnosci wariantu butelazy 1 w reakcji cyklizacji
peptydoéw oraz znakowaniu fluorescencyjnym biatek modelowych.

Podstawe rozprawy doktorskiej mgr Anastasii Antonenko stanowig wyniki pracy
badawczej zawarte w trzech spéjnych publikacjach, czyli rozprawa doktorska ma forme tzw.
zszywki.

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska zawarta jest na 126 stronach,
obejmujgcych wykaz publikacji wchodzacych w  sktad cyklu, streszczenie w jezyku

angielskim i polskim, wykaz skrétow, cel pracy badawczej, wprowadzenie teoretyczne do
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publikacji L, IT i III, dyskusje i wnioski, przedruk publikacji stanowigcych podstawe rozprawy
wraz z informacjami uzupetniajacymi, o$wiadczenia wspétautorow publikacji naukowych.

Rozdzial wprowadzenie stanowi przeglad literaturowy (30 stron) opatrzony 321
odnosnikami literaturowymi, dotyczacy gtéwnego tematu rozprawy. W sposob syntetyczny
omowione zostaly zagadnienia zwigzane z omdéwieniem biosyntezy bialek, charakterystyka
metalotionein, metodami semisyntezy bialek, modyfikacjami biatek. Wybdr zagadnien oraz
sposob ich przedstawienia $wiadczy o dojrzatosci naukowej Doktorantki. W czesei tej
Doktorantce nie udato si¢ unikngé zargonowych termindw, przyktadowo: instalacja reszt
aminokwasowych, staba wydajnosé. W moim przekonaniu, powszechnie stosowany przez
Doktorantke zapis reszty asparaginowe, serynowe i inne, powinien brzmieé: reszta kwasu
asparaginowego, reszta seryny, i tak dalej dla pozostatych aminokwasow.

Kolejny rozdziat stanowi opis trzech publikacji stanowiacych podstawe recenzowane;j
pracy.

Pierwsza praca opublikowana w Bioconjug. Chem. 2023, 34, 719-727. DOI:
10.1021/acs.bioconjchem.3¢00037, (IF = 3.9) dotyczyla opracowania chemoenzymatycznej
strategii syntezy biatek. Doktorantka oczekiwata, ze opracowanie metody, ktéra rozwigze
problemy zwigzane z podatnoscig reszt cysteiny na utlenianie, umozliwi zastosowanie tej
metody w badaniach biotechnologicznych. Podjeta zostata préba syntezy metalotioneiny
SmtA (biatko bogate w reszty cysteiny), ponadto biatko to posiada motyw -NGL, dlatego jest
substratem enzymu OaAEP1_C247A uzytecznego w enzymatycznej ligacji. Proces
obejmowal chemiczng syntez¢ fragmentéw peptydowych metoda SPPS i nastepnie ich
taczenie. Kluczowym etapem bylo zoptymalizowanie warunkéw reakcji (czas oraz stosunek
molowy substratow). Zoptymalizowana ligacja byta prowadzona przez jedng godzine w
temperaturze 37°C i stosunku molowym fragmentéw C- do N-koficowego 1:2. Pozwolito to
Doktorantce na uzyskanie 70% wydajnosci ligacji. Wykazano, ze otrzymane
chemoenzymatycznie biatko SmtA zachowuje zdolno$é¢ do specyficznego wigzania jonow
metali przejSciowych. W oparciu o badania CD stwierdzono, ze otrzymane biatko ma
wilasciwg strukture przestrzenng. To co najwazniejsze, opracowane tagodne warunki reakcji
(pH 5,6) pozwolity unikna¢ utleniania grup tiolowych cysteiny.

Praca druga, ktéra zostata opublikowana z ACS Omega, 2024, 9, 45127-45137. DOI:
10.1021/acsomega.4c05828 (IF = 4.3) dotyczyta badaf nad opracowaniem narzedzia, ktore
umozliwitoby selektywne i efektywne modyfikacje potranslacyjnych przy minimalnym
wplywie na strukture¢ biatek i zachowaniu funkcjonalnosci biatek docelowych. Doktorantka

podjeta proby opracowania sondy bisarsenowe;j umozliwiajacej jednoczesne wprowadzenie
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PTM i monitorowanie przebiegu reakcji w czasie rzeczywistym na podstawie sygnatlu
fluorescencyjnego. Aby uzyska¢ zalozone rozwigzanie Doktorantka potaczyta dwie
komplementarne techniki: enzymatyczng ligacje z udziatem sortazy A oraz fluorescencyjne
znakowanie bialek za pomoca bisarsenowej sondy SrtCrAsH-EDT2. Pozwolito to na
selektywne wprowadzenie modyfikacji potranslacyjnych, takich jak ubikwitynacja i
sumoilacja, do S-transferazy glutationowej i fosfatazy tyrozynowej. Ubikwityna i SUMO
zostaly odpowiednio zmodyfikowane poprzez wprowadzenie motywu rozpoznawanego przez
SaSrtA co umozliwialo przylaczenie sondy SrtCrAsH-EDT2. Nalezy dodaé, ze sondy
bisarsenowe byly wielokrotnie testowane w uktadach komérkowych, i nie obserwowano
negatywnego wplywu na zywotnos¢ komérek przy zastosowaniu stezenia ponizej 1 pM oraz
krotkiego czasu inkubacji. Reakcje przebiegaty sekwencyjnie w jednym naczyniu (,,one-pot™)
bez izolowania lub oczyszczania produktéw posrednich. Struktury otrzymanych produktow
zostaly potwierdzone metoda elektroforetyczna i MS.

Ostatnia publikacja stanowigca podstawe rozprawy doktorskiej zostala opublikowana
w Microb. Cell Factories, 2024, 23: 325. DOL: 10.1186/s12934-024-02598-5. (IF = 4.9).
Praca ta obejmowata kompleksows charakterystyke nowoopracowanego wariantu butelazy 1,
w ktorej wprowadzono mutacje punktowa w regionie odpowiedzialnym za aktywno$¢ ligazy
(LAD-1, ang. ligase-activity determinani-I), polegajaca na zamianie Val237 na Ala oraz
Thr238 na Tyr. Butelaza AY charakteryzuje si¢ podwyzszona stabilnoscia, rozpuszczalnoscig
1 zachowang aktywnoscig katalityczna. Wyniki badan wykazaly, ze butelaza AY jest cennym
uzupelnieniem zestawu endopeptydaz asparaginowych. Produkcja i oczyszczanie butelazy
AY, jest znacznie tatwiejsze w pordwnaniu do szczepu dzikiego. Butelaza AY charakteryzuje
sig on wyzszg stabilnoscig i brakiem agregacji w obnizonym pH. Umozliwito to na uzyskanie
aktywnego enzymu z wydajnoscia okoto 45 mg z 1 1 hodowli i czystodci powyzej 95%. W
oparciu o parametry Km = 0,75 mM oraz kcat = 10 s~ Doktorantka wykazata zdolnosé
butelazy AY do szybkiej i wydajnej ligacji modelowych substratow. Stosujac butelaze AY
przeprowadzono ligacje substratow zawierajacych naturalne i nienaturalne reszty

aminokwasowe oraz znakowanie biatka GFP, fragmentu a-synukleiny.

Lekture tekstu rozprawy uznaje za wielce stymulujgcg do glebszych przemyslen. Po
przeczytaniu rozprawy nasunety mi si¢ jednak pytania, na ktére chcialabym uzyska¢
odpowiedzi:

1) Jakie sg zalety oraz wady/ograniczenia enzymatycznej modyfikacji biatek w poréwnaniu

do klasycznych (chemicznych) bioortogonalnych metod?
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2) Jakie sg zalety oraz wady/ograniczenia natywnej ligacji chemicznej (NCL) oraz ligacji
biatek z wykorzystaniem produkcji biatkowej (EPL)?

Prosz¢ o wyjasnienie réznic pomiedzy strukturg: MetAla, metyloalanina (ang.
2-methylalanine) oraz Aib, kwas 2-aminoizomastowy (ang. 2-aminoisobutyric acid).

Ponadto chciatabym prosi¢ o bardziej szczegétowe wskazanie roznic w dlugosci fragmentéw
-CCRECC- oraz -CCPG-CC- (strona 37).

Chciatabym réwniez, aby Doktorantka doktadniej oméwita izomerazy (EC 5) oraz r6znice
pomigdzy konformerami a stereoizomeriami (enancjomery/diastereozimery).

Praca napisana jest poprawnie, zwiezle i przejrzyscie. Z przestawionego przegladu
literaturowego i omoéwienia wynikéw badan wyraznie widaé dobre przygotowanie
Doktorantki do prowadzenia zaplanowanych badaf. W opisie wynikéw widoczna jest takze
umiejetnos¢  interpretacji i krytycznego spojrzenia na otrzymane wyniki. Wszystkie
umiej¢tnosci nabyte przez Doktorantke podczas wykonywania pracy swiadczg o tym, ze jest
doskonale wyszkolonym specjalista w zakresie szeroko pojetej chemii organicznej, w
szczego6lnosei fotochemii.

Podsumowujgc, wysoko oceniam wybér tematu badan w pelni zgodnego ze
wspoélczesnymi kierunkami badan.

Stwierdzam, ze przedtozona do recenzji rozprawa mgr Anastasii Antonenko pt.:
»Zastosowanie ligacji enzymatycznej do selektywnej oraz funkcjonalnej semisyntezy i
modyfikacji bialek™ spetnia warunki okreslone z art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity Dz.U. 2024 poz. 1571 z poézn. zm.) w
zwigzku z tym wnosz¢ do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Wydzialu Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie mgr Anastasii Antonenko do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie biorac pod uwage wysoki poziom

naukowy i istotny wktad w rozw6j dyscypliny, wnosze o wyréznienie rozprawy doktorskie;j.

Bea}ta Kolesifiska
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