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Recenzja pracy doktorskiej mgr Anastasii Antonenko pt.: ”Zastosowanie ligacji

enzymatycznej do selektywnej oraz funkcjonalnej semisyntezy i modyfikacji bialek”

Pani mgr Anastasiia Antonenko zrealizowata prace doktorska pod opieka prof. Artura
Krezela w Zakladzie Chemii Biologicznej Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego. Nadrzednym celem pracy byto opracowanie i zwalidowanie nowych narzgdzi
do syntezy i funkcjonalizacji biatek.

Od dekad otrzymywanie i modyfikacja bialek stanowiag powazne wyzwanie dla
kolejnych pokolef naukowcédw. Pomimo opracowania wielu skutecznych metodologii problem -
ten nie zostal dotychczas w petni rozwigzany ze wzgledu na rozbudowang i zréznicowang
strukturg biatek. Najpowszechniej stosowana obecnie metoda nadekspresji biatek w réznych
uktadach biologicznych nie zawsze jest satysfakcjonujaco skuteczna. W ostatnich latach
dynamicznie rozwijaja si¢ metody syntezy biatek wykorzystujacych ligacje chemiczne i
enzymatyczne, ktore umozliwiajg wielokrotne tgczenie krétkich fragmentéw peptydowych. W
tym obszarze badan takze mozna napotka¢ na wiele nierozwigzanych probleméw dotyczacych
selektywnosci, wydajnosci reakeji jak i kosztéw ich wykonania. Niewatpliwie, rozwiazanie
nawet niektérych probleméw zwiazanych z synteza i modyfikacjami biatek jest niezwykle
wazne i otwiera nowe mozliwosci badan w tym obszarze. Dlatego tematyka podjgta przez
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zaprezentowane wyniki dostarczaja nowych narzedzi, ktore moga by¢ szeroko
wykorzystywane przez innych.

Praca doktorska Pani mgr Anastasii Antonenko bazuje na trzech publikacjach
oryginalnych opublikowanych w renomowanych czasopismach naukowych: Bioconjugate
Chemistry, ACS Omega i Microbial Cell Factories. We wszystkich publikacjach mgr
Antonenko jest pierwszym wspoétautorem a autorem korespondencyjnym jest Promotor
Doktorantki — prof. Artur Krezel. W sklad przedstawionej rozprawy wchodzi streszczenie (w
jezyku polskim i angielskim), wstep, cele pracy, wyniki i dyskusja, podsumowanie, bibliografia
oraz materiaty dodatkowe. Cze$¢ wyniki i dyskusja jest polaczeniem trzech wspomnianych
artykutéw oryginalnych opatrzonych krétkimi opisami w jezyku polskim. Co wazne, dla kazdej
publikacji Doktorantka $cisle definiuje swoj zakres prac, co dodatkowo jest potwierdzone
zalgczonymi o$wiadczeniami wszystkich wspolautoréw. Strona formalna pracy nie budzi
zastrzezen. Rozprawa doktorska jest napisana poprawnym je¢zykiem polskim i angielskim
(publikacje i streszczenie). Doktorantka przedstawia i dyskutuje problemy z odpowiednig
staranno$cig i szczegbtowoscia nalezng pracom naukowym. Nie znalaztem bledow
jezykowych, ktore warte bylyby wspomnienia z powodu utrudnienia odbioru pracy. Strona
graficzna pracy jest takze na dobrym poziomie. Przedstawione rysunki sg informatywne i o
odpowiedniej jakosci.

Wstep dyskutowanej pracy obejmuje 31 stron i dobrze wprowadza czytelnika w zakres
jej tematyki. Warto zauwazy¢, ze dodatkowo kazda z publikacji zawiera wstep, ktory w
szczegdlowym zakresie dotyczy odpowiedniego materialu. Z tego powodu wstgp pracy
doktorskiej jest relatywnie krotki i mniej szczegdtowy. W opinii Recenzenta niektore
fragmenty wstepu sa niepotrzebne i opisujg zbyt podstawowe zagadnienia, np. biosynteza
biatek (rozdziat 1.1), modyfikacje biatek (rozdziat 4.2) czy klasy enzyméw (rozdziat 5.3.1). Z
drugiej strony, nalezy jednakze podkresli¢, ze we wstepie wykorzystano bardzo duzg liczbg
referencji do literatury (339 pozycji), ktore w wigkszosci dotyczyly badan z ostatnich lat.

Kolejny rozdziat rozprawy doktorskiej mgr Antonenko definiuje cele Jej pracy. Cele te
sa jasno sformutowane i przekonywujaco uzasadnione. Zdefiniowane trzy cele szczegolowe
odpowiadajace trzem prezentowanym publikacjom.

W pierwszej prezentowanej pracy opisano syntez¢ mataloteiny SmtA z zastosowaniem
ligazy OaAEP1. Dwa fragmenty biatka otrzymano z zastosowaniem syntezy na podtozy statym
i nastepnie sprze¢gnigto enzymatycznie. Doktorantka otrzymala odpowiedni enzym, substraty
peptydowe, zoptymalizowata warunki reakcji a nastepnie oczyscita produkt. Co wazne,

otrzymywanie tego bialka innymi metodami jest utrudnione ze wzglgdu na duzg liczbe reszt
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cysteiny. Wiasciwosci syntetycznego biatka byly identyczne z wlasciwosciami biatka
rekombinowanego. Czy mozliwa bylaby synteza metaloteiny SmtA bez uzycia ligacji (tj. w
jednym procesie SPPS)? Jakie sg zalety/wady syntezy z zastosowaniem enzymatycznej ligacji
w poréwnaniu do syntezy liniowej?

Drugi podrozdziat wynikéw i dyskusji dotyczyt opracowania bifunkcyjnego linkera
biatek. Bisarsenowa pochodna fluoresceiny byta funkcjonalizowana fragmentem peptydowym,
ktory zawierat motyw rozpoznawany przez sortazg A. W dwuetapowym procesie mozliwe jest
polgczenia dwéch biatek poprzez ligacje z linkerem z zastosowaniem sortazy A oraz nastgpnie
reakcje ukladu bisarsenowego z motywem CCPGCC w drugim biatku. Doktorantka
uczestniczyla w syntezie opracowanego linkera, oraz zoptymalizowata jego reakcje z biatkami.
Do jakich probleméw badawczych mozna by zastosowaé opracowang metode modyfikacji
biatek z linkerem biarsenowym?

Trzecia cze$¢ wynikéw dotyczyta opracowania nowego mutanta butelazy o znaczgco
lepszych parametrach od wariantu oryginalnego. Otrzymany enzym mozna efektywnie
ekspresjonowaé, wykazuje si¢ wysokg stabilno$cia i aktywnoscia katalityczng. Doktorantka
przetestowala mozliwosci ligacji wielu peptydéw oraz wykazata mozliwo$¢ cyklizacji
peptydow. Co ciekawe, wykazala takze aktywno$¢ wzgledem peptydéw zawierajgcych
niekanoniczne aminokwasy. Niestety wzor kwasu aminoizomastowego jest narysowany
niepoprawnie (strona 9 publikacji). Czy poréwnanie struktury miejsca aktywnego butelazy i
ligazy OaAEP1 pozwolifoby na zaprojektowanie mutacji w ktoryms z enz!yméw, pozwalajace]
na zmniejszenie selektywnosci substratowej?

W czasie obrony pracy doktorskiej dodatkowo proszg¢ Doktorantke o przedyskutowanie
jakie sg zalety i wady chemicznej (np. NCL) i enzymatycznej ligacji w przypadku syntezy
biatek o dlugosciach sekwencji rzgdu kilkuset reszt aminokwasowych.

Podsumowujac, rozprawe doktorska Pani Anastasii Antonenko oceniam bardzo dobrze.
Doktorantka z sukcesem zrealizowala trzy ambitne projekty z obszaru inzynierii biatek.
Wykazata si¢ znaczgcymi umiejetnosciami eksperymentalnymi obejmujacymi syntezg i
charakterystyke peptyddw oraz ich wykorzystanie do otrzymywania i modyfikacji biatek. Praca
mgr Antonenko dostarczyla nowych narzedzi do ligacji oraz selektywnej modyfikacji
peptydéw i biatek, ktore sa bardzo warto$ciowe dla szerokiej spotecznosci naukowej. Co
wazne, opracowane metodologie zostaly przekonywujaco przetestowane na nietrywialnych
przykiadach. Wyniki mgr Antonenko pozwolily na lepsze zrozumienie analizowanych
uktadéw, w szczegdlnosci wiadciwosci metalotein, reaktywnoéei uktadéw bisarsenowych czy

specyflicznosci substratowej wybranych enzymow.
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W zwigzku z powyzszym, z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze rozprawa doktorska
Pani mgr Anastasii Antonenko spetnia warunki okre$lone w art. 187 ust. 1-3 Ustawy Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r., z p6Zniejszymi zmianami. W zwigzku z
powyzszym wnosz¢ do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne na Uniwersytecie
Wroctawskim o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr Anastasii Antonenko do dalszych

etapow postgpowania doktorskiego. Wnosze takze o wyrdznienie pracy stosowang nagroda.
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