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Recenzja rozprawy doktorskiej:
In search of substrates and inhibitors of human cathepsin C. Design, chemical synthesis and
biological studies,

przygotowanej przez mgr Monike Katarzyne tegowska

Termin ,katepsyna” pochodzi z jezyka greckiego i oznacza trawienie. Mozna go spotka¢ zaréwno
wséréd nazw proteaz aspartylowych, jak tez serynowych i cysteinowych. Tych ostatnich w proteomie
cztowieka rozpoznanych zostato dotgd 11. Jedna z nich — katepsyna C, stata sie obiektem badan

pani mgr Moniki tegowskie;j.

Katepsyna C jest to dipeptydylowa egzopeptydaza odpowiedzialna m.in. za aktywacje biatek
poprzez odcinanie domen propeptydowych. Jedng z docelowych grup dla tego typu aktywujacej proteolizy
realizowanej przez katepsyne C sg neutrofilne proteazy serynowe. Nadmierna aktywnos¢ tych enzyméw
prowadzi do rozwoju rdéznego rodzaju choréb o podiozu zapalnym i immunologicznym, w tym
reumatoidalnego zapalenia stawdw, stwardnienia rozsianego, astmy, mukowiscydozy, czy przewlektego
obturacyjnego zapalenia ptuc. W poszukiwaniu sposobéw na zahamowanie rozwoju tych chordéb jako jedng
z mozliwosci rozwaza sie wykorzystanie inhibitoréw katepsyny C. Znalezienie skutecznych, a przy tym
odpornych na degradacje enzymatyczng inhibitoréw tego enzymu byto jednym z celéw pracy badawczej
wykonanej przez mgr tegowska. Drugg czes¢ pracy stanowito poszukiwanie selektywnych substratéw,
ktéore mogtyby otworzy¢ droge do doktadnego rozpoznania lokalizacji i funkcji patofizjologicznych

katepsyny C. Efekty tych poszukiwan opisane zostaty w przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskiej.

Realizujgc prace poswiecone substratom Doktorantka zaprojektowata dwie grupy zwigzkow:
substraty fluorogeniczne oraz substraty wykorzystujgce przeniesienie energii wzbudzenia elektronowego
(FRET). W pierwszej grupie otrzymata 14 zwigzkdw, modyfikujgc sekwencje jednego z rozpoznanych juz
substratéw katepsyny C: H-Gly-Phe-AMC, poprzez wprowadzenie w miejsce glicyny niebiatkowej reszty
aminokwasowe] - B-(2-tienylo)-L-alaniny, badZz wymiane fluoroforu na rdéinego rodzaju pochodne

aminokumarynowe lub aminochinolinonowe. Cho¢ najlepsze z tej grupy substratéw wykazywaty sie
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znaczacym powinowactwem do katepsyny C, ich selektywnos$é nie byta, niestety, wystarczajgca, by mogty

by¢ wykorzystywane do oznaczen prowadzonych w ztozonych prébkach biologicznych.

W grupie substratéw zawierajacych pary donor-akceptor fluorescencji otrzymane zostaty dwie serie
zwigzkow. Zwigzki nalezgce do pierwszej z nich (w sumie 59) zawieraty jako donor fluorescencji reszte
kwasu 2-aminobenzoesowego, a jako akceptor — reszte 3-nitrotyrozyny. Zwigzki te okazaty sie niepodatne
na hydrolize katalizowang przez katepsyne C, postuzyly jednak Doktorantce do zbadania preferencji
substratowych w nieprimowanych (P1) i primowanych (P1’ i P2’) miejscach substratowych katepsyny L.
Zidentyfikowany jako substrat o najkorzystniejszych parametrach kinetycznych zwigzek z resztami argininy,
alaniny i glutaminy odpowiednio w pozycjach P1, P1’ i P2’ (ABZ-Bip-Arg-Ala-GIn-Tyr(3-NO,)-NH,) okazat sie
takze bardzo selektywny, nie poddawat sie bowiem hydrolizie pod wptywem katepsyn B, C, F, K, S i V.
Doktorantka wykazata ponadto, iz otrzymany przez Nig substrat cechuje sie czutoscig wystarczajgca
do detekcji podwyzszonej aktywnosci katepsyny L w komdrkach rakowych. Znaczenie powyiszych
rezultatow dodatkowo podkresla fakt ich opublikowania w cenionym czasopismie o zasiegu

miedzynarodowym (Anal. Biochem.).

Druga seria substratow typu FRET (41) posiadata rowniez reszte 3-nitrotyrozyny jako akceptor
fluorescencji, role donora spetniata w nich natomiast reszta 7-metoksykumarynylo-L-alaniny. Badania
zwigzkdéw z tej serii byly pierwszg, szerokg zakrojong prébg okreslenia specyficznosci primowanych miejsc
substratowych katepsyny C. Jeden z najefektywniejszych substratow z tej grupy okazat sie by¢ takze
selektywny, nie poddajgc sie hydrolizie katalizowanej przez katepsyny K, L, S, V i X, a takze neutrofilne
proteazy serynowe (katepsyne G, HNE oraz PR3). W stosunku do katepsyny B wykazywat natomiast okoto
20-krotnie nizsze wartosci statej specyficznosci (przy pH 6) niz dla katepsyny C. Co warte podkreslenia,
Doktorantka nie poprzestata na wyznaczeniu parametrow kinetycznych dla najlepszych ze swoich
substratéw, ale korzystajgc ze spektrometrii mas okreslita takze profil ich degradacji, dzieki czemu

zauwazyta, iz produkty hydrolizy sg inne w przypadku katepsyny B i C.

W czesci poswieconej inhibitorom katepsyny C Doktorantka zaprojektowata i otrzymata dwie serie
dwuaminokwasowych nitryli. W jednej serii zbadata znaczenie dtugosci zasadowego taricucha w sekwencji
inhibitora dla jego zdolnosci do blokowania aktywnosci katepsyny C. W drugiej okreslita wptyw konfiguracji
absolutnej kazdej z reszt aminokwasowych na zdolnosci inhibicyjne oraz odpornosé¢ na degradacje
proteolityczng. Cho¢ te syntezy nie przyniosty szczegdlnie efektywnych inhibitoréw, zastosowanie
aminokwasdw z szeregu D zmniejszytlo znaczgco podatnos¢ na proteolize, dzieki czemu inhibitor
Thi-D-Phe-CN mégt znalezé zastosowanie do otrzymania uktadéw odniesienia przy oznaczaniu aktywnosci

katepsyny C w prébkach biologicznych.

Rozprawa doktorska mgr Moniki tegowskiej zawarta zostata na 176 stronach i ma uktad klasyczny
dla prac chemicznych. Sktada sie ze zwieztego, ale tresciwego wprowadzenia literaturowego, obejmujgcego
39 stron, celu pracy (3 strony), opisu i omdwienia wynikdw wykonanych badan wtasnych, zawartego na 93

stronach, oraz podsumowania (1 strona). Poniewaz rozprawa przygotowana zostata w jezyku angielskim na



jej koncu dodano jeszcze krotkie streszczenie w jezyku polskim. Spis literatury cytowanej zawiera 182
pozycje uwzgledniajgce najnowsze publikacje z czasopism o zasiegu miedzynarodowym. Zamieszczony
dodatkowo spis tabel i rysunkédw utatwia poruszanie sie po tresci pracy i odnajdywanie potrzebnych

informacji.

W czesci stanowigcej przeglad literatury Doktorantka przedstawita stan obecnej wiedzy dotyczgcy
katepsyn cysteinowych — ich biosyntezy, struktury, preferencji substratowych, lokalizacji
wewnatrzkomérkowej, petnionych funkcji fizjologicznych oraz zaangazowania w rozwdj standw
patologicznych. Szczegdlnie duzo uwagi poswiecita katepsynie C, a zwtaszcza inhibitorom jej aktywnosci.
Opisy sg zwiezte, ale jasne i tresciwe, zilustrowane poglgdowymi rysunkami i tabelami, co powoduje,
ze czyta sie je fatwo i z duzym zainteresowaniem. Przedstawione wprowadzenie literaturowe dobrze

przygotowuje do rozdziatu, w ktérym Doktorantka omawia wyniki zrealizowanych badan.

W czesci prezentujgcej wyniki badan wtasnych wydzielono dwa rozdziaty, zawierajgce odpowiednio
opisy wykonanych syntez oraz badan biologicznych. Sg to rozdziaty bardzo obszerne, gdyz i ilos¢
wykonanych prac eksperymentalnych jest doprawdy imponujgca. Doktorantka otrzymata w sumie 122
peptydy i peptydomimetyki, zawierajgce od trzech do szes$ciu reszt aminokwasowych. Wiekszos¢ syntez
prowadzonych byfa na nosniku statym, jednak cze$¢ wykonywano w roztworze, co wigzato sie
z koniecznoscig oczyszczania produktéw posrednich, powiekszajgc znaczgco konieczne naktady pracy.
Doktorantka wtasnorecznie wykonata takze badania biologiczne, oznaczajgc aktywnos¢ otrzymanych
substratow wzgledem rekombinowanych enzyméw — przede wszystkim katepsyny C i/lub katepsyny L,
dla czesci zwigzkéw réwniez wzgledem innych katepsyn i neutrofilnych proteaz serynowych.
Przeprowadzita takze testy aktywnosci na lizatach komdrkowych oraz prébkach biologicznych
pochodzacych od pacjentéw lub zdrowych ochotnikéw. Dla najbardziej interesujgcych substratéw
wyznaczyta parametry kinetyczne — statg Michaelisa, statg katalizy i statg specyficznosci, jak réwniez miejsce
ciecia oraz granice wykrywalnosci i oznaczalnosci enzymu przy pomocy otrzymanego substratu.
Dla zsyntezowanych inhibitoréw okreslita nie tylko zdolnos¢ do hamowania realizowanej przez katepsyne C
proteolizy, ale takze stabilnos¢ w ptynach ustrojowych. Czes¢ z tych badan wykonata w ramach stazowego
pobytu w laboratorium ko-promotora, dr hab. Brice Korkmaz, na Uniwersytecie w Tours, we Francji.
Ogromna ilo$¢ zebranych wynikdw zostata w rozprawie przedstawiona w bardzo przemyslany sposdb

i klarownie zinterpretowana, dowodzac dojrzatosci naukowej Doktorantki.

Mimo, iz tre$¢ rozprawy zasadniczo wyrazona zostata jasno i precyzyjnie, w pewnych miejscach
pojawity sie sformutowania czy braki, co do ktdrych recenzent ma pewne uwagi. Jedna z uwag dotyczy
celéw pracy. Zaprezentowane zostaty one dos¢ szczegdtowo, z szerokim uzasadnieniem. Pozwala to z jednej
strony lepiej zrozumie¢ powody podjecia takich a nie innych badan, z drugiej jednak nieco utrudnia szybka
orientacje w zaplanowanych do realizacji syntezach i badaniach. Byé moze korzystniej bytoby jednak
uprosci¢ nieco opis, cho¢by podajgc w punktach czy tabelach zaplanowane do syntezy zwigzki. Ponizej
wymieniam jeszcze kilka uwag badZz zapytan w odniesieniu do tych nielicznych dostrzezonych

nieprawidtowosci:



- czy nie nalezatoby konsekwentnie podawac wszystkich sekwencji peptydéow i peptydomimetykéw
wraz ze wskazaniem C-koncowej grupy funkcyjnej? W niektérych miejscach tego zabrakto.

- co to sg nieinwazyjne aminokwasy (,,non-invasive amino acids”)?

- czy rzeczywiscie zaplanowano do syntezy zwigzki zawierajace pary FRET i jednoczesnie dwie
pozycje — P," i P,” poddawano modyfikacjom (str. 51)? Zapis to wtasnie sugeruje, co oznaczatoby 19 x 19
modyfikacji, a wiec w sumie 361 analogdéw dla jednej sekwencji bazowe;j...

- przy przedstawianych widmach MALDI dobrze bytoby podawaé matryce, ktérej uzyto, zwtaszcza,
gdy niewielka masa czgsteczkowa zwigzkéw powoduje, iz sygnaty pochodzace od zwigzku znajduja sie
W rejonie matrycowym

- dlaczego przy modyfikacji pozycji P,’ w substracie typu FRET jako zwigzek wyjsciowy wybrano
zwigzek z resztg alaniny w pozycji P,’ (ABZ-Bip-Arg-Ala-X,’-Tyr(3-NO,)-NH,), a nie z resztg seryny, ktory zdaje

sie wykazywac wiekszg aktywnos¢?

Niezwykle starannie wykonana korekta jezykowa powoduje, iz w catej, tak obszernej pracy,
niewiele jest btedéw czy usterek edycyjnych. Z obowigzku recenzenckiego musze jednak zwréci¢ uwage
na kilka z nich:

- przy wymienianiu par donor-akceptor (str. 22) nie zachowano spdjnosci w podawanych nazwach —
w przypadku grupy dinitrofenylowej (Dnp) nie podano petnej nazwy ugrupowania wbudowywanego
do sekwencji peptydu;

- uzywano zamiennie skrétu TCCP i TCPP na okreslenie tego samego zwigzku (str. 9, 23, 149);

- rysunki 22 i 23 maja identyczne podpisy, mimo iz prezentuja struktury odmiennych inhibitoréow;

- btednie zacytowano jedng z pozycji literaturowych ([151] zamiast [149], str. 56)

- w pozycji [173] spisu literatury nie wymieniono autoréw

- pochodna ACC kumaryny przedstawiana jest zaréwno jako kwas (str. 8 , 19, 54) jak i amid (rys. 14, 28,
str. 172, pozycja [150] w spisie literatury)

- czy sygnat m/z 321.3 dla zwiazku ABZ-Bip-Asp-Tyr(3-NO,)-NH, (str. 74) to naprawde [M-H]*"?

- czy syghat m/z 836.7 dla zwigzku ABZ-Bip-Arg-Tyr(3-NO,)-NH, (str. 76) to nie jest raczej [M]*?

- str. 81: sygnaty 656.3 (Ala(Mca)-Tyr-Tyr(3-NO,)-NH,) oraz 727.8 (Ala(Mca)-Nle(6-0Bzl)-Tyr(3-NO,)-NH,)
to odpowiednio [M+Na]" i [M+K], a nie, jak napisano, [M+H]"

- str. 134: peptyd ABZ-Bip-Arg-Ala-Ser-Tyr(3-NO,)-NH, jest rzeczywiscie bardzo dobrym substratem
katepsyny L, jednak wyznaczona dla niego wartos$¢ statej Michaelisa jest nie o rzad wielkosci, jak napisano,
ale okoto 5 razy nizsza w poréwnaniu z analogicznym parametrem dla peptydéw z resztami Ala lub Gin
w pozycji P2’

- str. 134: w tekscie i tabeli (tabela 16) podano rézne wartosci statej katalizy dla jednego z substratéw

(odpowiednio 20,83 i27,0s™)

Te drobne mankamenty w zaden sposéb nie umniejszajg jednak wartosci rozprawy, w ktoérej
mgr Monika tegowska zaprezentowata bardzo interesujgce i wartosciowe wyniki. Do najwazniejszych

osiggnie¢ Doktorantki nalezy, zdaniem recenzenta:



- zidentyfikowanie zwigzku o znaczgcej odpornosci na degradacje enzymatyczng oraz selektywnosci
wzgledem katepsyny C (Thi-Ala(Mca)-Ser-Gly-Tyr(3-NO,)-NH,), co zostato potwierdzone w testach
wykrywajgcych aktywnosé tego enzymu w lizatach komdrek neutrofilnych i komdrek biataczki, a takze
w probkach pobranych od pacjentéw z przewlektymi chorobami ptuc o podtozu zapalnym;

- zidentyfikowanie selektywnego i czutego substratu katepsyny L (ABZ-Bip-Arg-Ala-GIn-Tyr(3-NO,)-
NH,), ktéry postuzyé moze do oznaczania aktywnosci tego powigzanego z rozwojem nowotwordw enzymu

w lizatach komérkowych.

Co niezwykle istotne, na prowadzone badania Doktorantka pozyskata $rodki finansowe w postaci
grantu Preludium, przyznanego przez Narodowe Centrum Nauki, oraz grantu na badania wtasne mtodych
pracownikéw nauki Uniwersytetu Gdanskiego. Na podkreslenie zastuguje tez, iz mgr tegowska jest juz
wspotautorka 4 publikacji w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym, o tgcznym wspétczynniku wptywu
ponad 10. Dwie dodatkowe prace opublikowata w materiatach pokonferencyjnych Europejskiego
Sympozjum Peptydowego. Doceni¢ nalezy rowniez fakt, iz doswiadczenie naukowe Doktorantka zdobywata
nie tylko pracujgc w macierzystym laboratorium na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego, ale takze

podczas dwu kilkumiesiecznych stazy w bardzo dobrych laboratoriach europejskich.

Podsumowujgc, stwierdzam, iz przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska w petni odpowiada
wymogom stawianym pracom doktorskim (Ustawa z dnia 14 marca 2003 r., Dz.U.03.65.595 wraz
z pdzniejszymi zmianami (Dz. U. z 2005 r. Nr 164, poz. 1365, z 2010 r. Nr 96, poz. 620 i Nr 182, poz. 1228
oraz z 2011 r. Nr 84, poz. 455). W zwigzku z tym wnioskuje o dopuszczenie mgr Moniki Katarzyny

tegowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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