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Recenz.ja
rozprawy doktorskiej mgr Natalii Gruba

Magister Natalia Gruba swoją rozplawę doktorską zatytułowaną .,Badanie
specyficzności ludzkiego proteasomu metodami chemii kombinato rycznej,, wykonała na
Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdańskiego w Pracowni Analityki Biochemicznej Katedry
Biochemii Molekularnej .

Przedstawiona do recenzji placa posiada złoŻoną, wielopoziomową strukturę,
konsekwentnie dostosowaną do osiągnięcia nadrzędnego celu badań realizowanych w grupie
badawczej prof. dr hab. Adama Lesnera, który mozna określić jako wykorzystanie naruędzi
chemii kombinatorycznej w badaniu specyficzności substratowej enzymów, w tym w
szczególności enzyrnów proteolitycznych, co z kolei moze być wykor zystanedo racjonalnego
pro.jektowania ich inhibitorów. Chemia kombinatoryczna, pomimo faktu, ze jest to relatywnie
młoda dziędzina chemii, znalazła ze spektakularnymi sukcesami Zastosowanie w przemyśle
farmaceutycznym w badaniach prowadzonych nad poszukiwaniem nowych terapeutyków. o
sile chemii kombinatorycznej umozliwiającej efektywne tworzenie licznych zbiorów
zwlązl<ow, decyduje możliwośó przyśpieszenia badań nad nowymi farmaceutykami, a o
skuteczności je.j stosowania świadczy fakt zauwaŻalnie większej ilości nowych terapeutyków
dopuszczanych do obrotu. Metoda ta, z powodzeniem jest wykorzystywana w badaniach nad
poszukiwaniem nowych biologicznie aktywnych zwlązkow o budowie peptydowej,
g1ikopeptydowe.j, oligosacharydowej, oligonukloeotydowej, jak rowniez peptydomimetyków
czy irurych zwlązkow chemicznych. Z pełnyrn przekonaniem mozna więc wyraziĆ opinię o
aktualnoŚci i o wysokiej randze tematyki podjętej w rozprawie.

Uzyskane wyniki badań zostały opisane W pracy Iiczącej 181, chociaz dla ścisłości
naleŻy dodać, że cała praca liczy 207 Stron, jednak końcowy fragment obejmuje spis
rysunków, spis tabel, dorobek naukowy Doktorantki oraz spis literatury cytowanej. Układ
placy' dostosowany do jednoznacznie zdefiniowanego celrr badaw częgo,jest standardowy i
obejmuje dziewięc głównych rozdziałow: Przegląd literaturowy, Cel pr-acy' Badania własne,
Wyniki i dyskus-ja, Wnioski, oIaZ wspolxniany juz dorobek naukowy, spisy tabel i rysunków i



literaturę cytowaną' Część referatową pracy stanowi 44 stronicowy zbLor esejów

prezentujących przeglądy literaturowe stanowiące wprowadzenia do kolejnych tematów

badawczych rozwijanych w rozprawie. obejmują one zagadnienia dedykowane:

. degradacji białek: w tym szlak lizosomalny otaz system ubikwityna-

proteasom,

o degradacii białek rv konorkaclr nowotworowyclr,

. aktywności proteasomLl W roznych chorobach, Ze szczęgolnynr naciskiem rla

choroby nowotwoLowe,

. inhibitoromproteasomu,

o mętodom badania aktywności proteasomu,

. najwazniejszym elementom chemii kombinatorycznel.

Dobor materiału literattrrowego obejmuje w slmie 163 pozycje. Jest on głęboko

przemyślany i prezentuje wszystkie najwazniejsze publikacje, co pozwoliło na rzetelną l

dogłębną prezentację stanu wiedzy. Na wyróznienie zasługuje precyzja wyboru referowanych

tekstów t zwięzłośc wywodu. które pozwoliły na stworzenie WySoce przydatnych

skoncentrowanyclr opracowań nrtrlti-dyscyplinarnych' kosztent pomir-rięcia prac o mniejszym

znaczeniv. Pomimo duzego zroŻnjcowania tematów poszczególnych fiagmentów przeglądu

literaturowego, utrzymana jest spójność narracji dzięki starannemu doborowi referowanych

publikacji i konsekwentnemu podporządkowaniu wszystkich częśct składowych nadrzędnemu

celowi pracy. Pozwala to na wystawienie wysokiej oceny tej części rozprawy.

Jak należało oczekiwać, sam cel pracy został postawiony dopiero po wplowadzeniu

literaturowym dającym uzasadnienie dla wszystkich jego elementow składowych na tle

współczesne go stanu badań. Podj ęte zadanie badaw cze o bej mowały :

o syntezę tetrapeptydowych bibliotek chromogenicznych i fluorescencyjnych

substratów ludzkiego proteasomu; W ramach tych badań planowana była

Synteza trzecl'i podbibliotek substratów o zroŻnicowanej budowie

zaprojektowanych z nyślą o tch przeznaczeniu do badań trzęch podjednostek

proteasomu char'akteryzuj ących się zr óŻnicowaną aktywno śc ią enzy maty czną

(trypsynową, clrymotrypsynową i kaspazową) o ogolnej budowię ABZ-X4-X3-

X2-Xl-ANB-NH2, gdzie Xa, X3, Xz, X; odpowiadają pozycjom Pa, P3, P2, P1

substratu.

o dekonwolucję otrzymanych podbibliotek metodą iteracyjną,



' Syntezę bibliotek substratów fluorescencyjnych ludzkiego ploteasomu,
ponownie planowano otrzymac trzy podbiblioteki substratów o zróznicowanej
budowie odpowiadaj ącej zroŻnicowanym centrom katalitycznym proteasomu,

wzór ogólny proJektowanych peptydow będących składnikam i poszczegolnych
podbibliotek to: ABZ_PEPTYD_X1,_X2,_X3,-Tyr(3_NOz)_NHz, gclzie peptyd
stanowi tetrapeptyd będący najbardziej aktywnym substratem
wyselekcjonowanym w pierwszym etapie badań,

o del<onwolucję otrzymanych poclbibliotek metodą iteracyjną,
o syntezę bibliotek substratów ludzkiego proteasomu 20S modyfikowanych w

pozycji Pl, w ramach tych badań, Doktorantka zaplanowała syntezę
podbiblioteki substratów dla podjednostek chymotrypsynowej oraz
trypsynowej, z pominięciem podjednostki o aktywności kaspazowej.

o wyznaczenie parametrów kinetycznych najbardziej aktywnych substratów
lr'łdzkiego proteasotnu,

o i wreszcie wykazanie możliwości zastosowania na1bardziej aktywnych
substr'atów specyficznych względerr'r podjednostek proteasomu o
zroŻnlcowule1 aktywności w badan iach z uzyciem próbek biologicznych
(mocz, osocze) jako potencjalnych związkow diagnostyc znych.

Pierwszy etap badań obejmował syntezę trzeclr bibliotek tetrapeptydów o ogólnej budowie
ABZ-X4-X:-Xz-XI-ANB-NH2, gdzie Xł. X:, Xz' Xt odpowiac1ają pozycjom P+, P:, Pz, Pl
substratu' Jako X1 zastosowana została lizyna i arginina w pr'zypadku biblioteki substratów
dla podjednostki B2 o aktywności trypsynowej, tyrozyna lub fenyloalanina dla biblioteki
substratów dla podjednostki B5 o aktywnoŚci chymotrypsynowej, otaz kwas asparaginowy
lr-rb kwas glutanrinowy dla podjecltrostki p1 o aktywności kaspazowej. W pozycje X2 X3, Xa
wbudowane zostały wszystkie z wyjątkienr cysteiny naturalne anlillokwasy.
W oparciu o wyniki dekorrwolucji oraz badania z uŻycten^l iniribitorow specyficznych dla
poszczególnych podjednostek proteasonru, Doktorantka stwierd ziła, Że substratami tymi są
odpowiednio Val-Val-Ser-Tyr (dla pocijednostki B5 o aktywności chymotrypsynowej), Va1-
Vai-Ser-Arg (dia podjednostki B2 o aktywności trypsynowej) oraz Ile-Leu-Met_Asp (dla
podjednostki B1 o aktywności kaspazowej)'

Kolejny etap badań obejmował syntezy bibliotek heptapeptyciów ABZ-PEPTYD-Xl,-X2,-X3,-
Tyr(3-No2)-NHz, gdzie fragment oznaczony mianem PEPTYD stanowił tetrapeptyd będący
najbardziej aktywnym substratem wyselekcjonowanym w pierwszym etapie badań.

aJ



Ponownie' w oparciu o wyniki clekonwolu cji oraz badania z uŻyciem inhibitorow Doktorantka
wyselekcjonowała najbardziej aktywne substraty dla poszczegolnych podjednostek ludzkiego
proteasomu. Strukturfurry te to:

ABZ-Yal-Yal-Ser-Tyr-A1a-Met-G1y_Tyr(3-N02)-NH2 (dla podjednostki o aktywnoŚci
chymotrypsynowej),

ABZ-IIę-Leu-Met-Asp-A1a-Met-Gly_Tyr(3-N02)-NH2 (dla podjednostki o aktywności
kaspazowej),

ABZ-Val-Val-Ser-Arg-Ser-Letr-Met-Tyr(3-N02)-NH2 dla podjednostki o. aktywności
chymotrypsynowej) w warunkach aktywacji proteasomu (SDS+)

oraz ABZ-Val-Val-Ser-Arg-Ala-Plre-Phe-Tyr(3-No2)-NHz dla nieaktywowanego proteasomŁl
(sDS-).

Doktorantka w oparciu o struktury wyselekcjonowanych substratów ludzkiego proteasomu
zapro.iektowała i otrzył]lała dwie biblioteki. W których w pozycji P1 wbudowywała
nienaturalne aminokwasy. Dla biblioteki analogów substratu podjednostki o aktywności
chymotrypsynowej, jedynie peptydy zawierające białkowe aminokwasy ulegają efektywnej
hydrolizie' Podstawienie reszty argininy w substracie podjeclnostki o aktywności trypsynowe.j
skutkuje obnizęniem zdolności ich hydroliZy prZęZ ludzki proteasom. Na uznanie zasługuje
wyselekc-jonowanie analogu ABZ-Val-Val-Ser-Tyr_Ala-Met-Gly-Tyr(3_No2)-NH2 w którym
zastąpienie tyrozyrry resztą 4-guanidy1o-L-fenyloaianiny powocilrje, Że zwlązek ten jest
seiektywnynr substratem podjednostki ludzkiego proteasomu o aktywności trypsynowej'
ostatni fragment pracy poświęcorry został sprawdzeniu mozliwości zastosowania trzęch
wyselekcjonowanych substratów do bac1ania ich podatności na hydrolizę pIZęz ploteasom
zawarty w materiale biologiczrrym: nlocz oraz osocze krwi pacjentów z chorobą
nowotworową płuc i/lub pęcherza moczowego. Doktorantka wykazała. Że moczjest bardziej
ptzydatnym materiałem biologiczlrym njŻ osocze. Porównanie reakcji enzymatycznyclr
wybranych substratów pod' działaniem proteasomu zawartego w płynach fizjoiogicznych osób
cierpiących na nowotwór pęcherza moczowego z próbkami pochod zącymiod osób zdrowych
w}'kazało, Ze w mocztt osób clroryclr aktywnośÓ proteasomu jest znacznie podwy Ższona.
obserwac.je te został1, również potwierclzone testani immunoenzymatycznymi.

Lekturę tekstu lozprawy uzrraję za wielce stymulującą do głębs zych przemyśleń.
Wśród p}4ań, które mi się nasunęły chciałabym postawió cztery następujące:

1' Jaki był sens włączania do grupy analogów optymalnyclr substratów podjednostek o
aktywności trypsyr'rowej oraz chymotryps),nowej rnodyfikowanych W pozycji P1
nienaturalnymi aminokwasanri resztv algininy/lizyny oraz odpowieclnio Tyr/phe/Trp?



2' Czym l-l]oze być spowodowana roŻna specyficzność substratowa dla substratów
podjednostki trypsyrrowej lucizkiego proteasomu 20S zaleŻna od obecności.iego aktywatora
(SDS+; lub tez jego braku (SDS-)? Co moze byc ptzyczyną braku takiej zaleznoŚci dla
substratów specyficznych względem podjednostki o aktywności chymotrypsynowej oraz
kaspazowej?

3' Co moż'e bvc przyczyną obserwowanych róznic w .vqriznaczonych oraz obliczonych
cięzaraclr cząsteczko\Ąych peptydów modyfikowanych nienaturalnymi aminokwasami
peptydów, będących analogami wyselekcjonowanego substratu podjednostki o aktywności
chymotrypsynowej (Tabela 6, strona 82), oraz dlaczego w przypadku analogów substratu
pod.jednostki o aktywności trypsynowej zroŻntcowane to widoczne jest jedynie dla jednego
peptydu (.peptyd 27)?

4' Jaka była czystośc finalnych pojedynczych peptydow uzyskiwanych w trakcie
dekonwolucji oraz modyfikowanych w pozycji P1 nienaturalnymi aminokwasami substratow
dla p o szczegó lnych j edno stek ludzki ego proteasomu 2 0 S ?

Błędy i uchybienia są nieliczne i nie utn-rclniają lektury pfacy' ale z obowiązku Zmuszona
jestem do wymienierria niektórych z nich:

str' 31, Doktorantka pisze, inhibitory bęclące pochodnymi kwasu boronowego
zawierają na //-końcu uglllpowanie B(oH):, Przedstawiolly na rysunku 16. bortezomib
Zaw\e|a resztę B(oH)2 na C-końcu, podobrrie przedstawiony na rysunku 18 związek CEP-
18770 zawjeratę grrrpę na C-końcu,

str' 37, przedstawione na r'ysunku 25 związki są raczej o,,B_nienasyconymi amidami
uiz winyloketonarni,

str' 45, czy w T'abeli 2 poprawnie przypisana .jest funkcja clonorowa/akceptorowa
zwlązkow, dla kwasu 2-anrinobenzoesowego (ABZ) Doktorantka pisze, ze pełni on funkcję
akceptora, zaś na stronie 56, ta sama cząsteczkapełni funkcję donora fluorescencji, podobnie,
dla ANB na stronie 45 pr'zypisana jest aktywność donora fluorescencj i, zaś na stronie 56
akceptora fluorescencj i,

str' 81, we wzorze Fmoc-4-karboksy-L-Phe-(OlBu)-OH grupa karboksylowa jest w
pozycj i trzeciej zamiast czwartej.

Doktorantka nie ustrzegła się od dość licznych sformułowanŻargonowych jak i mało
precyzyjnych okreś1eri. Przykłaclowo: mieszanina Ściągająca (str. 68); kinetyka reakcji
enzymatyczneJ enzynr _ substrat (str. 104), coŻ to za reakcj a?: reszty najwydajniej ulegające
hydrolizie, reszty posiadalące naładowany łańcuch boczny praktycznie nie ulegały hyclrolizie
(str' I22), reszty aminokwasowi nie ulegają hydrolizie, wysoką aktywnośc wykazywały



równiez reszty Leu, Met, His (str. 122). to nie reszty wykazują aktywnoŚÓ; najwyŻszą

wydajlrością hydrolizy charakteryzowała się reszta Ser i Ala (str. 123); hydrolizowany jest

przez tę specyficznoŚc iudzkiego proteasomll 20S (str. 13 1). itd.

Ptzfioczone powyzej zestawienie uchybień świadczy, ze redakcja tekstu lozprawy

znajduje się na poziomie powyzej progu wymagań standardowych a uwagi o charakterze

dyskusyjnym nie podwazają jej warstwy merytorycznej i w Żadnej mierze nie wpływają na

moją bar'dzo wysoką ocenę pracy. Dysertacja daje wyczerpLrjące i kompeterrtne odpowiedzi

na Szereg niezmiernie waznych i aktualnych pytań. Dokr-rmentrje struktury najbardziej

optymalnyclr substratów ludzkiego proteasomu o zrożnicowanej budowie dla trzech

podjednostek o zróżnicowanej aktywności enzymatycznĄ. Wyselekcjonowane substraty

obejmują reszty aminokwasowi po obydwu stronach hydrolizowanego wiązania

peptydorł'ego. opracowanie prezentuje całkowicie nowe podejście do badania korelacji

pomiędzy stęzenietn proteasomtr w płynacl'r 1izjologicznych a stanem zdrowia, co przekłada

się na nlozliwość wykorzystania wyselekcjonowanych substratów w diagnostyce med1,cznej.

We wszystkich przypaclkach wnioskowanie jest dobrze uzasadnione materiałem

eksperymentalnym' Analiza wyników eksperymentów jest krytyczna co wzbudza zaufanie do

wyciąganych wnioskow.

Podsumowując, wysoko oceniam wybor bardzo ambitnego tematu badań w pełni

zgodnego Ze współczesnyni kierunkarni badań o charakterze podstawowym jak

i potencjale aplikacyjnym. Wysoce pozytywnie oceniam zastosowanie zroŻnicowanych i

nowoczesnych metod badawczych, trudny, interdyscyplinarny charakter wykonanych prac

r'riezbędrryclr dla zrealizowatlia wszystkich zadan badawczych. Na szczególne uznanie

zasługuje nie tak często spotykana biegłość zarówno w wykorzystywaniu szerokiego arsenału

metod syntetycznyclr oraz sprawność w posługiwaniu się złoŻonyml, współczesnymi

teclrnikami analitycznymi, które to Doktorantka potrafiła zaimplementować w badaniach

biologicznych. Umiejętności te wystawiają najlepsze świadectwo gruntownej wtedzy oraz

dojrzałoŚci naukowej Doktorantki. Wysoko oceniam postęp jaki recenzowana tozprawa wnosi

w rozrvó.j cl-remii peptydów, biochemii jak i chemii kombinatorycznej.

Na podkreślenie zasługuje fakt' iz uzyskane w ranrach rozplawy doktorskiej wyniki

badań opublikowane zostały w iatach 20IŻ-20I5 w czasopismach indeksowanych w JCR. Na

opublikowany dorobek mgr Natalii Gruba, które tematycznle ZwląZanę są Z rozptawą

doktorską Łącznie składają się 6 artykułow opublikowanych w czasopismach indeksowanych

wJCR oraz dodatkono jeden attyltuł bęciąc1, w trakcie recenzji, dwa artykuły opublikowane

w lecenzowanych materiałach po konfbrerlcyjr'rych oraz.jedno zgłoszenie patentowe. Wyniki



prac badawczych Doktorantka prezentowała na licznych konferencjach krajowych oraz

zagranicznych (12 posterów, 5 komunikatów ustnych) oraz 4 komunikaty ustne' w których

Doktorantk a była współautorem.

Biorąc pod uwagę powyŻsze fakty z pełnym przekonaniem stwierdzam, Że przedłoŹona do

oceny rozprawa spełnia ustawowe l zv1,czajowe kryteria stawiane rozplawom doktorskim

zgodnie z Ustawą z dnla 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym z późn.

zm. W zwtązku z tym wnoszę do Rady Wydziału Chemii Uniwersytetu Gdańskiego o

dopuszczenie mgr Natalii Gruba do dalszych etapów przewodu doktorskiego oraz

wyróznienie dysertac.| i.

Beata Kolesińska
tfr
ŁŁ4\.x{ Ąąr-{Ą


