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Recenzja rozprawy doktorskiej autorstwa Anastasii Antonenko pt. "Zastosowanie ligacji
enzymatycznej do selektywnej oraz funkcjonalnej semisyntezy i modyfikacji biatek"

Badania bedgce podstawg przedstawionej rozprawy doktorskiej zostaly wykonane przez dok-
torantke podczas jej pracy w Zakladzie Chemii Biologicznej Wydziatu Biotechnologii Uniwer-
sytetu Wroclawskiego, w grupie prof. dr hab. Artura Krezla.

'Tres¢ rozprawy jest przedstawiona w formie tzw. przewodnika, gdzie w pierwszej czesci zo-
stalo zamieszczone wprowadzenie. Wstgp do zagadnieri zwiazanych z badaniami zostal napisany
w sposéb bardzo przejrzysty i latwy do zrozumienia dla oséb, ktére na co dzien nie zajmujs
si¢ chemig biatek czy biotechnologia, ale tematyka nie jest im obca. Nie brakuje tu praktycz-
nie zadnych elementéw opisowych, moze précz ogdlnego omoéwienia wiasciwoéci fotofizycznych
barwnikéw fluorescencyjnych, zwykle uzywanych w chemii peptydéw. Brak tez jest ogélnej cha-
rakterystyki technik fluorescencyjnych. Mimo tych brakéw wstep w doskonaly sposéb nawigzuje
on do celéw jakie zostaly postawione doktorantce podczas badan.

Praca jest wartoéciowa pod wzgledem naukowym, przedstawiajac, procz wynikéw i ich dys-
kusji, mozliwosci jakimi postigujg sig biochemicy i chemicy, aby dostosowaé czasteczki, czesto
skomplikowane, do potrzeb narzuconych przez choéby przemyst farmaceutyczny lub wymagania,
zwigzane z biotechnologig. Autorka doskonale zdaje sobie sprawe nie tylko z potrzeb i mozli-
wosci modyfikacji bioczasteczek, ale réwniez wskazuje na faks, ze kazda modyfikacja czasteczki,
choéby niewielkich rozmiaréw fluoroforem, wplywa na jej wlasciwodci. Zmiany te, z kolei, sg bar-
dzo wazne jesli mowa jest o peptydach i biatkach, poniewaz niewielka zmiana ich konformacji
wplywa na aktywnosé. I tak, mozliwosci modyfikacji peptydow jest wiele, a przebadanie kazdej
z nich i jej wplywu na wlasciwosci produktu jest bardzo zmudnym i czasochlonnym zajeciem.

Autorka opisata wyniki swoich badan w trzech publikacjach naukowych:

o Bioconjugate Chem. (2023), 34, 719, w ktérej doktorantka jest pierwsza na liscie autoréw
o ACS Omega (2024), 9, 45127, w ktérej doktorantka jest pierwsza na liscie autoréw

o Microbial Cell Factories (2024), 23, 325, w ktérej doktorantka jest druga na liscie autoréw,
a jednocze$nie udzial w pracy jest taki sam jak pierwszego autora.

Wiodgca rola doktorantki w badaniach jest jasna i niepodwazalna, zaé doskonale przygotowanie
do badan potwierdza ilos¢ zacytowanych prac (339), ktéra jest dwa razy wieksza anizeli prosta



suma liczby uzytych w publikacjach referencji (165). Tekst rozprawy jest napisany zrozumialym
jezykiem, a wyniki s3 oméwione w spos6b ogélny jednoczesnie odsytajac czytelnika do publikacji
naukowych. Calogé, tresé przewodnika i publikacji, stanowi dobry opis dziatan doktorantki pod
okiem promotora. Jednoczesnie lektura pozostawia klika miejsc, ktére warto skomentowaé oraz
pytan, na ktére bede rad ustysze¢ odpowiedzi. Dla ulatwienia moje gléwne komentarze i pytania,
zostaly pogrupowane jak w rozprawie, tj. z podzialem na kolejne publikacje.

Publikacja Bioconjugate Chem. (2023), 34, 719

W pierwszej z prac doktorantka w ciekawy sposéb dokonala analizy aktywnosci enzymu ro-
Slinnego (OaAEP1), zmutowanego w pozycji 247 uzywajac do tego celu barwnikéw organicz-
nych polaczonych odpowiedniej diugosci peptydem. Ten zawieral motyw rozpoznawany przez
uzyty enzym, dzialanie ktérego obserwowano za pomoca technik fluorescencyjnych. Udowod-
niono w ten sposéb, ze uzywany enzym jest aktywny. Drugim testem byla ligacja dwéch pepty-
dow dajaca jako wynik trzeci, diuzszy, sktadajacy sig¢ z tych samych fragmentéw po eliminacii
glicyny i leucyny. Szkoda, Ze w drugim tescie nie zastosowano odpowiednich barwnikéw fluore-
scencyjnych pokazujacych przebieg reakcji. Tak krétkie peptydy uzyte do testéw az prosza sie
o taka modyfikacje. Po przeprowadzeniu testow aktywnosci autorka otrzymata metalotioneine
SmtA, peptyd o wysokiej zawartosci cystein. Czystosé peptydu okazala sie na bardzo dobrym
poziomie, za§ wydajnod¢ reakcji oceniono na 70%. Wlasciwodci otrzymanego peptydu zostaly
poréwnane z tym pochodzgcym z Escherichia coli potwierdzajac strukture produktu. W tym
miejscu pojawiaja si¢ pytania.

1. Czy mozliwym jest otrzymanie metalotioneiny SmtA z tych samych peptydéw co te opi-
sane w pracy Bioconjugate Chem. (2023) 34, 719, lecz z przytaczonymi fluoroforami w taki
sposob, aby po otrzymaniu docelowego biatka miedzy fluoroforami zaszto bezpromieniste,
rezonansowe przekazanie energii (FRET)? Czy potrafi Pani zaproponowaé taka strukture?

2. Rysunek 3b pokazuje widmo fluorescencji przed i po zerwaniu wiazania migdzy asparaging
i glicyng w motywie NGL. Czy pasmo emisji rosto w czasie od zera do wartosci okolo
25 a.u. zachowujac polozenie maksimum, czy tez dalo si¢ zaobserwowaé jakie§ zmiany
jego polozenia lub ksztattu? Czy pokazana na rysunku intensywnosé jest intensywnoécia
w maksimum, czy intensywnoscig integrowana w zakresie calego pasma?

Publikacja ACS Omega (2024), 9, 45127

W drugiej pracy doktorantka opisala laczenie czasteczek dwoch struktur biatkowych za pomoca
odpowiednio zmodyfikowanego, opartego o szkielet fluoresceiny, barwnika fluorescencyjnego.
Barwnik zostal zmodyfikowany fragmentem peptydu, ktory jest rozpoznawany przez sortaze.

3. W tekscie rozprawy doktorantka stwierdzila, ze przeprowadzita poczgtkowe etapy syntezy
sondy STtCrAsH-EDT;. Prosze o doprecyzowanie, do ktérego z pieciu etapéw tyczy sie
to stwierdzenie.



. Podczas polaczenia sondy SrtCrAsH-EDT; z motywem czterocysteinowym nastepujs,
dwie reakcje. Jedna z nich zachodzi na centrach zawierajacych arsen, zas druga jest re-
akcja otwarcia pigciocztonowego piericienia laktonowego. Pod wplywem jakiego czynnika,
zachodzi druga z nich?

. Czy zostata wyznaczona wydajnosé kwantowa fluorescencji barwnika SrtCrAsH-EDT,
przed zwigzaniem z motywem czterocysteinowym? To samo pytanie dotyczy sondy po
zwigzaniu z peptydem TC12. Czy przeprowadzono pomiar czasu zycia fluorescencji dla
kompleksu SrtCrAsH-TC12?

. Prosze o wyjasnienie jaki cel mialo rejestrowanie widm 3D pokazanych na rysunku S1
(Fig. S2) zamieszczonym w materiale dodatkowym do publikacji ACS Omega (2024), 9,
451277

. Na rysunku 3b pokazano sposéb wigzania czterech cystein do czasteczki sondy fluore-
scencyjnej. W opisanych warunkach wigzanie do pierwszego atomu arsenu tworzg cysteiny
pierwsza i druga (kolejno na rysunku), za$ do drugiego atomu arsenu, trzecia i czwarta.
Wiedziony ciekawoscig osadzong w chemii strukturalnej prosze¢ o odpowiedZ na naste-
pujace pytania: a) Czy znane sa przypadki, w ktoérych pierwszy atom arsenu wigze sie
z cysteing drugg i trzecia, za$ drugi atom arsenu z cysteinami pierwsza i czwarta? b) Czy
znane sg uklady, gdzie kazdy z atoméw arsenu lgczy sie z innym peptydem?

. Czym byl podyktowany wybor fluoroforéw? Czy inne, wykazujace wewnatrzczasteczkowe
przeniesienie fadunku w stanie wzbudzonym, nie bylyby lepszymi kandydatami, a to ze
wzgledu na wysoka, czulo$é na zmiany $rodowiska?

Publikacja Microbial Cell Factories (2024) ,23, 325

W pracy zamieszczono dane i dyskusje wynikoéw dotyczace otrzymania nowej butelazy (wariant
AY) i jej testow. Nie bez znaczenia jest fakt, ze butelaza AY jest latwiejsza do oczyszczenia
anizeli jej typ dziki. Ta wlasciwosé jest bardzo atrakcyjna nie tylko ze wzgledu na ewentualne
koszty, ale réwniez na czas od otrzymania czgsteczki do jej uzycia. Dodatkowo butelaza AY nie
wytraca sig podczas aktywacji w takiej ilosci jak jej niemodyfikowana forma. Poza opisanymi w
pracy reakcjami przeprowadzono inne testy zwigzane z aktywnoscig, otrzymanej butelazy AY
oraz poréwnano wyniki z innymi endopeptydazami asparaginowymi. Stata szybkosci katalitycz-
nej dla otrzymanej butelazy AY, w poréwnaniu z innymi endopeptydazami, biorgcymi udziat
w reakcji motywu NHYV i nukleofila GL, jest najwyzsza w badanej serii.

9. Skoro w przypadku butelaz uzywanych w badaniach doktorantka obserwowala otrzymy-

wanie cyklicznych produktéw, to czy obserwowane byly cykliczne produkty dimeryzacji?
Czy znane sy jakiekolwiek doniesienia na temat dimeryzacji peptydéw do ich cyklicznych
struktur? Jaka jest wewnetrzna Srednica cyklicznego peptydu GLPVSTKPVATRNHV?

10. Czy butelaza AY zostala poddana testom przechowywania w réznych warunkach pod

katem zachowania jej wlasciwosci?



Dodatkowe pytania i uwagi

11. Czy literatura zna przykltady na stabilizowanie wielosiarkowych czasteczek za pomoca
wigzan halogenowych?

12. Proszg dookresli¢ pojecie aktywowany tioester na C-koricu. Chodzi mi o to w jaki sposéb
zachodzi aktywacja.

13. W przypadku niektérych proceséw rysunki bylyby przydatne. Za przyklad moze stusyé
rozdzial 5.2.2 i znajdujacy sie w nim opis reakeji.

Podsumowanie

Praca laboratoryjna nad enzymatyczng ligacja oraz towarzyszace badania aktywnoéci jakie wy-
konata doktorantka jest godna pochwaly, a w polaczeniu z jasnym przedstawieniem wynikéw
powoduje, ze z pelnym przekonaniem i spokojnym sumieniem rekomenduje dopuszczenie do pu-
blicznej obrony pracy doktorskiej. Z calg pewnoscig rozprawa spelnia warunki okreslone w art.
187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2024 r. poz.
1571 z pdin. zmianami) prezentujac ogolna wiedze teoretyczng kandydatki oraz umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej.
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