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Ocena
pracy doktorskiej mgr. Michala Chojnackiego
pt.: ,, Analiza wlasciwosci nowych pochodnych ubikwityny oddziatujgcych z proteasomem”

Zaburzenia procesu homeostazjr biatkowej, istotnego z punkt widzenia zachowania
prawidtowych proceséw komérkowych, prowadzi do rozwoju powaznych choréb spowodowanych
nadmierng akumulacjg oraz powstawaniem toksycznych agregatéw biatkowych.

Komérka prawidlowa wyposazona jest w bezblgdny, wysoce specyficzny system eliminacji zbgdnych
bialek, umozliwiajacy szybka reakcje na warunki panujace w jej wnetrzu. Kryteria takiego systemu
speinia kompleks ubikwityna - proteasom (UPS). Ten ATP-zalezny mechanizm selektywnie degraduje
bialka wewngtrzkomérkowe za pomocg dwoch proceséw: ubikwitynacji oraz degradacji
wyznakowanych bialek w proteasomie. Ubikwityna _CUb) pelni role markera naznaczajacego biatka
przeznaczone do degradacji, za§ rodzaj wzajemnych oddzialywah jej jednostek nadaje
charakterystycznych wladciwosci jej faficuchom. Modularny sygnal ubikwityny jest rozpdznawany
przez liczne receptory, pozwalajac na kontrole wielu proceséw komdrkowych, w tym proteasomalnej
degradacii bialek,

Zatem istotnym staje sig pelne poznanie wiadciwodci czasteczek ubikwityny, jak rowniez wdroZenie
nowych modyfikacji tych czasteczek w kontekscie badania zjawisk zachodzacych w szlaku UPS, a

zwlaszcza w jego zaburzeniach skutkujgcych wieloma stanami patologicznymi.
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Jako, ze wcigz niejasny pozostaje mechanizm opisujacy rozpoznawanie ubikwitynowanych
biatek przez receptory proteasomalne, istotny z punktu widzenia zrozumienia istoty, a takze diagnostyki
chordb zwigzanych z zaburzeniem tego mechanizmu tj. choroby neurodegeneracyine, stany zapalne czy
tez choroby immunologiczne, uwazam za bardzo zasadne podjecie badati zaprezentowanych w
recenzowanej rozprawie doktorskiej, szczegélnie ze wzgledu na zawarte w nich nowe i proste techniki
biochemiczne do badania szlaku UPS. Wyniki zaprezentowanych badaf pozwola na bardziej
szczegblows interpretacje zachodzacych w tym szlaku zjawisk, a w przyszlodci takze na wyznaczenie
nowych kierunkéw diagnostycznych oraz terapeutycznych dla schorzei wywolanych przez jego
zaburzenia. Dodatkowym bardzo waznym aspektem, z medycznego punktu widzenia, poruszanym w
recenzowanej pracy, jest analiza wlaéciwosci domeny UBL biatka Ddil (pochodnej Ub) w interakcji z
ubikwtityng, ze wzgledu na udzial biatka Ddil w powstawaniu opornosci na leki z grupy inhibitoréw
proteasomu stosowanych w leczeniu nowotworow krwi.

Oceniana rozprawa ma typowy uklad dysertacji doktorskiej. W bardzo rozbudowanej, ale tez
bezblednie napisanej, czedcei pogladowej (59 stron) Doktorant opisal szereg zagadnien pozostajacych w
dcistym zwigzku z wykonywanym projektem badawczym. Mgr Michal Chojnacki opisal proces
ubikwitynacji, jak réwniez scharakteryzowat samg ubikwityng oraz konformacje laficuchéw poliUb, nie
zapominajac opisu mutacji Ub na poziomie RNA. W kolejnej czedci Autor skupil sie na opisie
proteasomu, jak réwniez bialek wspoldziatajacych w systemie ubikwityna-proteasom. W koricu tego
rozdzialu zostaly szczegblowo przedstawione enzymy deubikwitynujgce (DUB), ich funkcje
biochemiczne oraz rola w stanach chorobowych czlowieka. Cze$é ta zostala poparta, bardzo dobrze
dobranymi, pozycjami literaturowymi, w wigkszosci pochodzacymi z ostatnich kilku lat. Bardzo
czytelny wykaz skrotéw pozwala na latwe zapoznawanie z trescig zawarta w rozprawie, Zawarty w
ocenianej dysertacji wstep teoretyczny moglby z powodzeniem shuzyé jako material to bardzo dobrej
pracy przegladowej. _ '

Cel pracy byt zlozony i dotyczyl zaréwno zaprojektowania metody kontrolowanej syntezy
polyUb®™, jak réwniez identyfikacji nowego proteasomalnego receptora z wykorzystaniem czasteczki
polyUb®” oraz charakterystyka jego interakeji z ligandem. Dodatkowo za cel postawiono sobie ocene
whasciwodci Eiochemicznych dla koniugatéw zmutowanej formy ubikwityny, analize¢ fluorescencyjnych
whasciwoscei polyUb™Y oraz zbadanie wplyw mutacji F45W na strukture i wiasciwosci oddziatywania
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z receptorami, czy tez wreszcie scharakteryzowanie unikalnych wlasciwosci domeny UBL biatka Ddil.,

W pracy wykorzystano wiele szczepow bakteryjnych tj. DH5alfa, M15, B121 czy Rosetta II oraz
szereg sekwencji starterowych i plazmidéw, bardzo dokladnie opisanych w rozdziale Materialy i
Metody. Juz tutaj mozna si¢ zorientowaé jaki ogrom pracy zostal wlozony w wykonanie zaplanowanych
eksperymentdw.

Uzyskane wyniki, ktére ilodciowo oraz jakoéciowo przekraczajg normy dla pracy doktorskiej,
s3 jednoznaczne, i za kazdym razem bardzo dobrze udokumentowane. Wyniki badahn wlasnych
Doktorant zilustrowal za pomoca przejrzystych, dobrze skonstruowanych i opisanych rycin w
imponujacej liczbie 68, jak rownicz w postaci 14 tabel. Tutaj nalezy podkreslié, ze ta ponadprzecigtna
ilo§¢ uzyskanych wynikéw byla pochodna zastosowania bardzo szerokiego wachlarza metod
eksperymentalnych (biochemicznych, chemicznych, czy tez z zakres biologii molckularnej oraz
inZynierii genetycznej). W mojej ocenie, bardzo dobry sposéb przedstawienia tak obszernej puli
wynikéw uzyskanych przez Doktoranta $wiadczy o duzej dojrzalo$ci naukowej Autora recenzowang;
rozprawy doktorskiej.

Ten bardzo nowatorski projekt badawczy oraz jego konsekwentna realizacja, z wykorzystaniem
wlasciwie dobranych metod, poparta wnikliwg oceng statystyczng otrzymanych wynikéw pozwolila na
uzyskanie oryginalnych ustale, ktére odpowiadaja postawionym celom tj.;

»  Wprowadzenie fotoleucyny w laficuch poliubikwityny umozliwia detekcie partneréw

przejéciowych interakeji biatko-biatko o charakterze hydrofobowym, za§ metoda fotoaktywacji

Ub™T pozwala na identyfikacjg pelnego interaktomu ubikwityny.

e  Wytworzona polyUb™Y moze byé wprowadzana do réznych laicuchéw polyUb z
wykorzystaniem standardowych metod enzymatycznych, nie zaburzajac przy tym struktury i
whasciwosci Ub,

e Ubikwitynowane dimeryczne formy K48 i K63 UBB" nie réznia sie pod wzgledem struktury od
formy dzikiej.

e Jedna z domen UBL biatka Ddil moze pelni¢ kanoniczng rolg interakeji z proteasomem, zas
druga oddziatywaé z ubikwitynowanymi substratami,

Dyskusja to bardzo mocny punkt pracy i jest napisana w sposob pokazujacy dojrzatodé Doktoranta,

ktéry dokladnie analizuje uzyskane wyniki, odnoszac sig¢ przy tym do podobnych wynikéw juz
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uzyskanych przez inne zespoly badawcze. Dodatkowo, co bardzo wazne, Autor wyjasnia mozliwe
mechanizmy biochemiczne zachodzgce w badanych systemach, pokazujac przy tym nowatorskie walory
wynikdw swoich badan.

W pracy znalazly si¢ nieliczne bledy edytorskie, co na tak bardzo obszerng rozprawe (197 sfr.) jest
godne podkreslenia.

W tym miejscu z obowigzku recenzenta przedstawiam uwagi dotyczace drobnych, nielicznych uchybien
oraz wlasne sugestie:

e W ftej bardzo starannie napisanej pracy znalazly si¢ tez wyjatki w postaci drobnego
wprowadzania jezyka zargonu laboratoryjnego tj. ,jest transferowany do jadra komérkowego”,
~primeréw”, czy tez drobnych niescislosci tj. ,plazmidy poddano transformacji chemicznej
(szok termiczny)”, gdzie jeden typ metody wyklucza drugi.

o  Whioski powinny by¢ bardziej syntetyczne i podkre§lajac przy tym efekt uzyskanych wynikéw
bada. Szersze informacje ,,opisujace wnioski” mogg stanowié materiat do wladciwego
podsumowania pracy w odpowiednim rozdziale.

e Badania te sg punktem wyjécia i mogg pozwoli¢ na zaproponowanie nowych strategii
diagnostycznych, jak i terapeutycznych dla choréb zwigzanych z wadliwym funkcjonowaniem
systemu ubikwityna - proteasom. W zwiazku z tym cheialbym zapytac, czy istnieje mozliwosé
kontynuacji tych wartoéciowych i obiecujacych badai w Katedrze Biochemii Medycznej UM,
poszerzonych o badania ir vivo?

Te drobne uwagi, a wladciwie sugestie, maja charakter roboczy i nie zmieniaja mojej bardzo
wysokiej oceny niniejszej dysertacji. Praca ta obrazuje bardzo dobrze przemysélany oraz zaprojektowany
nowatorski projekt badawczy i stanowi bardzo dobry przyklad jego samodzielnego rozwigzania,
mogacego przyniesé wymierne efekty poznawcze oraz praktyczne, Praca ta réwniez pokazuje, jak duze
znaczenie dla osiggniecia sukcesu we wspélezesnej nauce ma do$wiadczenie oraz interdyscyplinarna,
migdzynarodowa wspélpraca pomiedzy osrodkami o duZej renomie. Wspélpraca ta data podwaliny
(czego przykladem jest niniejsza dysertacja) dla glebszego zrozumienia biochemii systemu ubikwityna
- proteasom, bezcennego z punktu proponowania nowych strategii diagnostycznych oraz

terapeutycznych dla schorzefi zwiazanych z jego nieprawidtowym funkcjonowaniem.
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To wieloletnie do§wiadczenie badawcze Promotora dysertacji Pana prof. dr. hab. Janusza Szemraja oraz
talent i determinacja Doktoranta zaowocowalo tym, Ze dysertacje t¢ mozna z pelnym przekonaniem
okresli¢ mianem sukcesu naukowego. Potwierdzeniem mojej tezy jest to, ze wyniki uzyskane podczas
realizacji pracy doktorskiej zostaly opublikowane w 2 czasopismach naukowych z listy JCR, a frzecia

praca jest w trakcie recenzji.

Dodatkowym, bardzo waznym aspektem, podkreslajacym range przeprowadzonych badan,
realizowanych w ramach pracy doktorskiej, jest ich finansowanie z grantéw Unii Europejskiej Marie

Curie oraz People, we wspélpracy z wieloma miedzynarodowymi oérodkami badawezymi.

W podsumowaniu stwierdzam, e przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska speinia
warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pézn. zm.). Uwzgledniajac idee i
koncepcje badawcze oraz warsztat praktyczny zastosowany w pracy, z przyjemnoscia przedkladam do
Wysokiej Rady Wydziatu Nauk o Zdrowiu Uniwersytetu Medycznego w Lodzi wniosek o dopuszczenie
Pana mgr. Michata Chojnackiego do dalszych etapéw przewodu doktorskicgo oraz ze wzgledu na
unikatowy charakter tej dysertacji, jak rowniez zastosowanie W niej nowatorskich technik
biochemicznych, niezbednych dla wiasciwego zrozumienia biochemii systemu ubikwityna — proteasom,
istotnego dla wyznaczenia wlasciwego kierunku rozwoju diagnostyki oraz terapii chordb zwiazanych z
wadliwym funkcjonowaniem tego systemu, a takze godny podziwu ogrom pracy wilozonej w jej
wykonanie, w tym niezwykla staranno$¢ i doktadnos¢, wnioskuje¢ o wyréinienie recenzowanej pracy
doktorskiej.

Pracownia Genetyki Medycznej, Uniwersytet £&dzki
ul. Pomorska 141/143 12/16, 90-236 kéd?, tel. (42) 635 44 86, fax (42) 635 44 84

Kierownik Pracowni: prof. nadzw. dr hab. Tomasz Sliwiriski
tel. (42) 635 44 86, e-mail: tomsliw@biol.uni.lodz.pl



