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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Natalii Gruba

Magister Natalia Gruba swojg rozprawe  doktorska zatytulowang ,.Badanie
specyficznodei ludzkiego proteasomu metodami chemii kombinatorycznej” wykonata na
Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego w Pracowni Analityki Biochemicznej Katedry
Biochemii Molekularnej.

Przedstawiona do recenzji praca posiada zlozona, wielopoziomowa  strukture,
konsekwentnie dostosowana do osiggnigcia nadrzednego celu badan realizowanych w grupie
badawczej prof. dr hab. Adama Lesnera, ktéry mozna okresli¢ jako wykorzystanie narzedzi
chemii kombinatorycznej w badaniu specyficznosei  substratowej enzymow, w tym w
szezegolnosci enzymoéw proteolitycznych, co z kolei moze by¢ wykorzystane do racjonalnego
projektowania ich inhibitoréw. Chemia kombinatoryczna, pomimo faktu, ze jest to relatywnie
mioda dziedzina chemii, znalazia ze spektakularnymi sukcesami zastosowanie w przemysle
farmaceutycznym w badaniach prowadzonych nad poszukiwaniem nowych terapeutykéw. O
sile. chemii kombinatorycznej umozliwiajacej efektywne tworzenie licznych  zbiorow
zwigzkéw. decyduje mozliwosé przyspieszenia badan nad nowymi farmaceutykami, a o
skutecznosci jej stosowania swiadezy fakt zauwazalnie wigkszej ilosci nowych terapeutykdw
dopuszczanych do obrotu. Metoda ta, 7 powodzeniem jest wykorzystywana w badaniach nad
poszukiwaniem nowych biologicznie aktywnych zwigzkéw o budowie peptydowe;j,
glikopeptydowej, oligosacharydowe;j, oligonukloeotydowej, jak réwniez peptydomimetykdw
czy innych zwigzkéw chemicznych. Z pelnym przekonaniem mozna wiec wyrazi¢ opinie o
aktualnosci i o wysokiej randze tematyki podjetej w rozprawie.

Uzyskane wyniki badan zostaly opisane w pracy liczacej 181, chociaz dla Scistosei
nalezy doda¢, ze cala praca liczy 207 stron, jednak koncowy fragment obejmuje spis
rysunkow, spis tabel, dorobek naukowy Doktorantki oraz spis literatury cytowanej. Uklad
pracy, dostosowany do jednoznacznie zdefiniowanego celu badawczego., jest standardowy i
obejmuje dziewie¢ glownych rozdzialow: Przeglad literaturowy, Cel pracy, Badania wiasne,

Wyniki i dyskusja, Wnioski, oraz wspomniany juz dorobek naukowy, spisy tabel i rysunkow i




literature cytowana. Czes¢ referatowa pracy stanowi 44  stronicowy

zbior esejow

prezentujacych przeglady literaturowe stanowigce wprowadzenia do kolejnych tematow

badawczych rozwijanych w rozprawie. Obejmuja one zagadnienia dedykowane:

e degradacji biatek: w tym szlak lizosomalny oraz system ubikwityna-

proteasom,

e degradacji biatek w komorkach nowotworowych,

e aktywnosci proteasomu w roznych chorobach, ze szczegdlnym naciskiem na

choroby nowotworowe,
e inhibitorom proteasomu,
e metodom badania aktywnosci proteasomu,

e najwazniejszym elementom chemii kombinatorycznej.

Dobér materiatu literaturowego obejmuje w sumie 163 pozycje. Jest on gleboko

przemyslany 1 prezentuje wszystkie najwazniejsze publikacje, co pozwolito
dogtebna prezentacje stanu wiedzy. Na wyrdznienie zastuguje precyzja wyboru

tekstow 1 zwieztos¢ wywodu, ktore pozwolilty na stworzenie wysoce

na rzetelng i
referowanych

przydatnych

skoncentrowanych opracowan multi-dyscyplinarnych, kosztem pominiecia prac 0 mniejszym

znaczeniu. Pomimo duzego zréznicowania tematéw poszezegdlnych fragmentow przegladu

literaturowego, utrzymana jest spojnos¢ narracji dzieki starannemu doborowi

referowanych

publikacji i konsekwentnemu podporzadkowaniu wszystkich czgsci sktadowych nadrzednemu

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

Jak nalezato oczekiwaé, sam cel pracy zostal postawiony dopiero po wprowadzeniu

literaturowym dajgcym uzasadnienie dla wszystkich jego elementow skladowych na tle

wspolczesnego stanu badan. Podjete zadanie badawcze obejmowaty:

e syntezg tetrapeptydowych bibliotek chromogenicznych i fluorescencyjnych

substratow ludzkiego proteasomu; w ramach tych badafn planowana byta

synteza trzech podbibliotek  substratéw o zrdznicowanej budowie

zaprojektowanych z mysla o ich przeznaczeniu do badan trzech podjednostek

proteasomu charakteryzujacych si¢ zréznicowang aktywnoscig

enzymatyczng

(trypsynowa, chymotrypsynowa i kaspazowa) o ogolnej budowie ABZ-X;-X5-

X5-X-ANB-NH,, gdzie X4, X3, Xo, X odpowiadajg pozycjom
substratu,

e dekonwolucje otrzymanych podbibliotek metoda iteracyjna,

P4, P3, Py, Py



e syntez¢ bibliotek substratow fluorescencyjnych ludzkiego proteasomu,
ponownie planowano otrzymaé trzy podbiblioteki substratéw o zroznicowanej
budowie odpowiadajacej zroznicowanym centrom katalitycznym proteasomu,
wzOr ogolny projektowanych peptydow bedacych sktadnikami poszczegdlnych
podbibliotek to: ABZ-PEPTYD-X,"-X5"-X5’-Tyr(3-NO,)-NH,. gdzie peptyd
stanowi tetrapeptyd ~ bedacy  najbardziej aktywnym substratem
wyselekcjonowanym w pierwszym etapie badan,

e dekonwolucje otrzymanych podbibliotek metoda iteracyjna,

° synteze bibliotek substratow ludzkiego proteasomu 20S modyfikowanych w
pozycji P;. w ramach tych badan. Doktorantka zaplanowatla synteze
podbiblioteki  substratow  dla podjednostek  chymotrypsynowej  oraz
trypsynowej, z pominieciem podjednostki o aktywnosci kaspazowe;.

® Wwyznaczenie parametréw kinetycznych najbardziej aktywnych substratow
ludzkiego proteasomu,

* 1 wreszcie wykazanie mozliwosci zastosowania najbardziej aktywnych
substratdow  specyficznych wzgledem  podjednostek  proteasomu o
zroznicowanej aktywnosci w badaniach z uzyciem probek biologicznych
(mocz, osocze) jako potencjalnych zwigzkéw diagnostycznych.

Pierwszy etap badan obejmowat syntezg trzech bibliotek tetrapeptydéw o ogolnej budowie
ABZ—X4—X3—X2-X]-ANB—NH2, gdzie Xy, X5, Xo, X, odpowiadaja pozycjom P4, Ps, P,, P,
substratu. Jako X; zastosowana zostala lizyna i arginina w przypadku biblioteki substratéw
dla podjednostki B2 o aktywnosci trypsynowej, tyrozyna lub fenyloalanina dla biblioteki
substratow dla podjednostki 5 o aktywnosci chymotrypsynowej, oraz kwas asparaginowy
lub kwas glutaminowy dla podjednostki B1 o aktywnosci kaspazowej. W pozycje X, X3, X,
wbudowane zostaly wszystkie z wyjatkiem cysteiny naturalne aminokwasy.

W oparciu o wyniki dekonwolucji oraz badania 7 uzyciem inhibitordéw specyficznych dla
poszezegolnych podjednostek proteasomu, Doktorantka stwierdzila, Ze substratami tymi sa
odpowiednio Val-Val-Ser-Tyr (dla podjednostki 5 o aktywnosci chymotrypsynowej), Val-
Val-Ser-Arg (dla podjednostki B2 o aktywnosci trypsynowej) oraz Ile-Leu-Met-Asp (dla
podjednostki B1 o aktywnosci kaspazowej).

Kolejny etap badan obejmowat syntezy bibliotek heptapeptyddw ABZ-PEPTYD-X-X5’-X5’-
Tyr(3-NO2)-NH,, gdzie fragment oznaczony mianem PEPTYD stanowit tetrapeptyd bedacy

najbardziej aktywnym substratem wyselekcjonowanym  w pierwszym etapie badan.
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Ponownie, w oparciu o wyniki dekonwolucji oraz badania z uzyciem inhibitordw Doktorantka
wyselekcjonowata najbardziej aktywne substraty dla poszczegdlnych podjednostek ludzkiego
proteasomu. Strukturtury te to:
ABZ-VaI—Val—Ser-Tyr—AIa—Met—Gly—Tyr(S—NOz)—NHg (dla  podjednostki o aktywnosci
chymotrypsynowej),
ABZ—Ile-Leu-Met—Asp—Ala—Met—Gly~Ty1‘(3—NOz)—NHz (dla  podjednostki o aktywnosci
kaspazowej),
ABZ—Val—VaI—Ser—Arg—Ser-Leu—Met—Tyr(S—NOg)—NHg dla  podjednostki o  aktywnosci
chymotrypsynowej) w warunkach aktywacji proteasomu (SDS+)
oraz ABZ-Val—Val—Ser—Arg—AIa—Phe—Phe—Tyr(3-NOz)—NHz dla nieaktywowanego proteasomu
(SDS-).
Doktorantka w oparciu o struktury wyselekcjonowanych substratdw ludzkiego proteasomu
zaprojektowata i otrzymata dwie biblioteki. w ktéorych w pozycji Pl wbudowywata
nienaturalne aminokwasy. Dla biblioteki analogow substratu podjednostki o aktywnosci
chymotrypsynowej, jedynie peptydy zawierajace biatkowe aminokwasy ulegaja efektywne;
hydrolizie. Podstawienie reszty argininy w substracie podjednostki o aktywnosci trypsynowe;j
skutkuje obnizeniem zdolnosci ich hydrolizy przez ludzki proteasom. Na uznanie zastuguje
wyselekcjonowanie analogu ABZ—Val—Val—Ser—Tyr—Ala—Met—Gly—Tyr(3—NO;_)-NHQ w ktérym
zastgpienie tyrozyny reszta 4-guanidylo-L-fenyloalaniny powoduje, ze zwigzek ten jest
selektywnym substratem podjednostki ludzkiego proteasomu o aktywnosci trypsynowe;j.
Ostatni fragment pracy poswigcony zostal sprawdzeniu mozliwosci zastosowania trzech
wyselekcjonowanych substratéw do badania ich podatnosci na hydrolize przez proteasom
zawarty w materiale biologicznym: mocz oraz osocze krwi pacjentéw z choroba
nowotworowa pluc i/lub pecherza moczowego. Doktorantka wykazala, ze mocz jest bardziej
przydatnym materiatem biologicznym niz osocze. Poréwnanie reakcji enzymatycznych
wybranych substratéw pod dzialaniem proteasomu zawartego w plynach fizjologicznych osob
cierpigeych na nowotwor pecherza moczowego z probkami pochodzacymi od oséb zdrowych
wykazalo, ze w moczu oséb chorych aktywnos¢ proteasomu Jest znacznie podwyzszona.
Obserwacje te zostaly rowniez potwierdzone testami immunoenzymatycznymi.

Lekture tekstu rozprawy uznaje za wielce stymulujaca do glebszych przemyslen.
Wsrdd pytan, ktore mi sie nasunely cheiatabym postawi¢ cztery nastepujace:

1. Jaki byt sens wlaczania do grupy analogéw optymalnych substratdw podjednostek o
aktywnosci  trypsynowej oraz chymotrypsynowe;j modyfikowanych w  pozycji Pl

nienaturalnymi aminokwasami reszty argininy/lizyny oraz odpowiednio Tyr/Phe/Trp?



2. Czym moze by¢ spowodowana rozna specyficznos$é substratowa dla substratéw
podjednostki trypsynowej ludzkiego proteasomu 20S zalezna od obecnosci jego aktywatora
(SDS+) lub tez jego braku (SDS-)? Co moze by¢ przyczyna braku takiej zaleznosci dla
substratéw specyficznych wzgledem podjednostki o aktywnosci chymotrypsynowej oraz
kaspazowej?

3. Co moze by¢ przyczyna obserwowanych roznic w wyznaczonych oraz obliczonych
cigzarach czasteczkowych peptydow modyfikowanych nienaturalnymi aminokwasami
peptydow, bedacych analogami wyselekcjonowanego substratu podjednostki o aktywnosci
chymotrypsynowej (Tabela 6, strona 82), oraz dlaczego w przypadku analogbéw substratu
podjednostki o aktywnosci trypsynowej zroznicowane to widoczne jest Jedynie dla jednego
peptydu (peptyd 27)?

4. Jaka byla czystos¢ finalnych pojedynczych peptydéw uzyskiwanych w trakcie
dekonwolucji oraz modyfikowanych w pozycji P1 nienaturalnymi aminokwasami substratdw
dla poszezegolnych jednostek ludzkiego proteasomu 20S?

Bledy i uchybienia sg nieliczne i nie utrudniajg lektury pracy, ale z obowigzku zmuszona
jestem do wymienienia niektérych z nich:

str. 31, Doktorantka pisze, inhibitory bedace pochodnymi kwasu boronowego
zawierajg na N-Koncu ugrupowanie B(OH),, przedstawiony na rysunku 16, bortezomib
zawiera reszt¢ B(OH), na C-koncu, podobnie przedstawiony na rysunku 18 zwigzek CEP-
18770 zawiera t¢ grupe na C-koncu,

str. 37, przedstawione na rysunku 25 zwiazki sg raczej o.B-nienasyconymi amidami
niz winyloketonami,

str. 45, czy w Tabeli 2 poprawnie przypisana jest funkcja donorowa/akceptorowa
zwigzkow, dla kwasu 2-aminobenzoesowego (ABZ) Doktorantka pisze, ze pelni on funkcje
akceptora, za$ na stronie 56, ta sama czasteczka pelni funkcje donora fluorescencji, podobnie,
dla ANB na stronie 45 przypisana Jjest aktywnos¢ donora fluorescencji, za$ na stronie 56
akceptora fluorescencji,

str. 81, we wzorze Fmoc-4-karboksy-L-Phe-(O/Bu)-OH grupa karboksylowa jest w
pozycji trzeciej zamiast czwarte;.

Doktorantka nie ustrzegla sie od dog¢ licznych sformutowan zargonowych jak 1 mato
‘precyzyjnych okreslen. Przykladowo: mieszanina sciagajgca (str. 68); kinetyka reakc;ji
enzymatycznej enzym — substrat (str. 104), c6z to za reakcja?: reszty najwydajniej ulegajgce
hydrolizie, reszty posiadajace natadowany taficuch boczny praktycznie nie ulegaty hydrolizie

(str. 122), reszty aminokwasowi nie ulegajg hydrolizie, wysoka aktywno$¢ wykazywaty



rowniez reszty Leu, Met, His (str. 122), to nie reszty wykazujg aktywno$é; najwyzsza
wydajnoscia hydrolizy charakteryzowata sie reszta Ser i Ala (str. 123); hydrolizowany jest
przez te specyficznos¢ ludzkiego proteasomu 208 (str. 131), itd.

Przytoczone powyze] zestawienie uchybien $wiadczy, ze redakcja tekstu rozprawy
znajduje si¢ na poziomie powyzej progu wymagan standardowych a uwagi o charakterze
dyskusyjnym nie podwazajg jej warstwy merytorycznej i w zadnej mierze nie wplywaja na
moja bardzo wysoka ocen¢ pracy. Dysertacja daje wyczerpujace i kompetentne odpowiedzi
na szereg niezmiernie waznych 1 aktualnych pytan. Dokumentuje struktury najbardziej
optymalnych substratow ludzkiego proteasomu o zroéznicowanej budowié dla trzech
podjednostek o zréznicowanej aktywnosci enzymatycznej. Wyselekcjonowane substraty
obejmuja reszty aminokwasowi po obydwu stronach hydrolizowanego wigzania
peptydowego. Opracowanie prezentuje catkowicie nowe podejscie do badania korelacji
pomiedzy stezeniem proteasomu w plynach fizjologicznych a stanem zdrowia, co przeklada
si¢ na mozliwos¢ wykorzystania wyselekcjonowanych substratow w diagnostyce medyczne;j.
We wszystkich  przypadkach wnioskowanie jest dobrze uzasadnione materialem
eksperymentalnym. Analiza wynikéw eksperymentow jest krytyczna co wzbudza zaufanie do
wycigganych wnioskow.

Podsumowujgc, wysoko oceniam wybdr bardzo ambitnego tematu badan w pelni
zgodnego ze wspolezesnymi kierunkami badan o charakterze podstawowym jak
i potencjale aplikacyjnym. Wysoce pozytywnie oceniam zastosowanie zroznicowanych i
nowoczesnych metod badawczych, trudny, interdyscyplinarny charakter wykonanych prac
niezbednych dla zrealizowania wszystkich zadan badawczych. Na szczegdlne uznanie
zastuguje nie tak czesto spotykana bieglos¢ zarowno w wykorzystywaniu szerokiego arsenatu
metod syntetycznych oraz sprawnos¢ w postugiwaniu si¢ zlozonymi, wspolczesnymi
technikami analitycznymi. ktore to Doktorantka potrafita zaimplementowaé w badaniach
biologicznych. Umiejetnosci te wystawiaja najlepsze $wiadectwo gruntownej wiedzy oraz
dojrzatosci naukowej Doktorantki. Wysoko oceniam postep jaki recenzowana rozprawa wnosi
w rozwdj chemii peptyddw, biochemii jak i chemii kombinatoryczne;j.

Na podkreslenie zastuguje fakt, iz uzyskane w ramach rozprawy doktorskiej wyniki
badan opublikowane zostaly w latach 2012-2015 w czasopismach indeksowanych w JCR. Na
opublikowany dorobek mgr Natalii Gruba, ktére tematycznie zwigzane sa z rozprawa
doktorska tacznie sktadaja si¢ 6 artykutow opublikowanych w czasopismach indeksowanych
w JCR oraz dodatkowo jeden artykut bedacy w trakeie recenzji, dwa artykuty opublikowane

w recenzowanych materiatach po konferencyjnych oraz jedno zgloszenie patentowe. Wyniki




prac badawczych Doktorantka prezentowata na licznych konferencjach krajowych oraz
zagranicznych (12 posteréw, 5 komunikatéw ustnych) oraz 4 komunikaty ustne, w ktérych
Doktorantka byta wspotautorem.

Biorac pod uwage powyzsze fakty z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedtozona do
oceny rozprawa spelnia ustawowe i zwyczajowe Kryteria stawiane rozprawom doktorskim
zgodnie z Ustawg z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym z p6zn.
zm. W zwigzku z tym wnosz¢ do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o
dopuszczenie mgr Natalii Gruba do dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz

wyréznienie dysertacji.

Beata Kolesinska
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