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Recenzja
rozprawy doktorskiej Natalii Marii Ptaszynskiej

Przedmiotem recenzji jest rozprawa doktorska zatytulowana ,Mig¢dzyczasteczkowe
mostki disulfidowe: zastosowanie w badaniu mechanizmu splicingu peptydowego
katalizowanego przez proteinazy i w syntezie koniugatow peptydowych” wykonana w
Pracowni Chemii Bioorganicznej, Katedry Biochemii Molekularnej Wydzialu Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego przez mgr Natalie¢ Mari¢ Ptaszynska. Promotorem pracy jest dr hab.
Anna Leggowska, prof. UG.

U zZrédet tematu wiodacego recenzowanej rozprawy s3 Wwysoce interesujace
obserwacje poczynione w trakcie badan prowadzonych na Wydziale Chemii UG,
dokumentujgce mozliwos¢ przemodelowania struktury lancucha peptydowego w procesie
analogicznym do dobrze udokumentowanego w literaturze procesu zwanego splicingiem i
dotyczacego przemian kwasow nukleinowych. Wybdr tematyki gléwnego motywu pracy
badawczej pozwala z pelnym przekonaniem oceni¢ go wysoce pozytywnie, jako racjonalnie
uzasadniony, ambitny i w pelni aktualny. Doktorantka jako drugi cel swojej pracy wymienia
synteze i badania analogéw zawierajacych podwojong sekwencje inhibitora SFTI-1
zawierajacych w pozycji P zamiast reszt lizyny dwie reszty peptoidowe Nlys. Moim zdaniem
ten fragment badan w zupelnosci miesci si¢ gldéwnym nurcie pracy poswigconym poznaniu
mechanizmu splicingu peptydowego. Przemawia za tym zaréwno zblizona metodyka prac
syntetycznych jak i kierunek poszukiwan koncentrujacy si¢ na poznaniu mechanizmu procesu
i regul rzadzacych splicingiem peptydowym.

Odmienny charakter maja natomiast prace okreslane przez Doktorantke jako trzeci cel
badan, a w moim przekonaniu jako drugi nurt pracy zwigzany z problematyka syntezy
koniugatoéw i chimer peptydowych o zréznicowanym profilu aktywnosci farmakologicznej. W
tym miejscu musze przyznaé, ze znalaztem si¢ w trudnej sytuacji bowiem jako recenzent
przyznaje, ze zakres wykonanych badan z pewnoscig przekracza wymagania stawiane
rozprawom doktorskim w wielu osrodkach akademickich i kazdy z wymienionych nurtow
badan mogiby Stanowi¢ dostateczng podstawe do obrony doktoratu. Z drugiej zas strony, jako
promotor, zapewne nie umiatbym si¢ powstrzymaé przed rozszerzeniem tak interesujgcego
zakresu badan, no c6z, do rozmiaru zblizonego do tego jaki jest w ocenianej rozprawie.

Struktura pracy jest tylko czesciowo zblizona do standarddw stosowanych w
dysertacjach doktorskich i w zakresie cze$ci merytorycznych obejmuje:

-~ Wstep: uzasadniajacy wage badan nad mostkami disulfidowymi,

Przeglad literaturowy: prezentujacy podstawowe informacje dotyczace splicingu, proteaz,
inhibitorow proteaz, tworzenia mostkow disulfidowych, biokoniugacji i biokoniugatéw
wybranych peptydow o aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej oraz zastosowania
krystalografii w badaniach peptyd6w i biatek,

Cel pracy: definiujacy trzy obszary badawcze: poznanie mechanizmu splicingu analogéw
SFTI-1, badania jego analogéw peptomerowych oraz uzasadnienie celowosci syntezy
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koniugatéw peptydéw farmakologicznie aktywnych potaczonych wigzaniem disulfidowym
lub izopeptydowym i uscislajacy ich struktury.

Badania wlasne: zamieszczajgce na stronach od 91 do 131 opis materialdw, metod syntezy i
prezentujacy wyniki rozdzialow chromatograficznych i analiz spektralnych otrzymanych
produktéw reakcji.

Zastanawiam si¢ czy nie mozna bylo zatytulowaé tego rozdzialu jako ,,Materiaty i
metodyka badan™?

Wiyniki i dyskusja: prezentujace zestawienia chromatogramoéw oraz zestawienia widm MS
substratdw uzytych do badan, zestawienia chromatograméw oraz widm MS wykorzystanych
w dyskusji nad mechanizmem splicingu, badania struktury analogu SFTI-1 oznaczonego w
dysertacji jako analog 1 przy zastosowaniu technik NMR, badania odd21a1ywan Z enzymami
peptomerycznego analogu oznaczonego jako [Nlys™ 19] BiSFTI-1 i1 wreszcie szczegblowe
omoOwienie metod syntezy i obszerng charakterystyke koniugatéw peptydowych i koniugatow
chimerycznych.

Podsumowanie wynikéw i wnioski:

Literatur¢ cytowang: 261 pozycji , Spis rysunkéw: 83 pozycje, i spis tabel: 18 pozycji oraz
Dorobek naukowy obejmujacy 8 publikacji zamieszczonych w czasopismach o wysokim
wspdtezynniku wptywu, 3 publikacje pokonferencyjne oraz 19 posterOw i wystgpien
konferencyjnych.

W uzupehieniu do przedstawionego powyzej komentarza o nieco odbiegajacym od
klasycznego schematu, uktadzie pracy nalezy dodaé, ze w wielu akapitach czesci poswieconej
omoéwieniu wynikéw zamieszczone zostaly przesadnie szczegbélowe opisy procedur
preparatywnych badz analitycznych zamiast spodziewanej dyskusji wynikdw. Przyktady takie
znajdujg si¢ na str. 138 (opis roztworu do reakcji z odczynnikiem Ellmana) czy tez na str. 139
(opis skiadu buforu). Pomimo wspomnianych uwag nalezy oceni¢, ze przedstawiona
dysertacja posiada przejrzysta strukture, co pozwala na jej merytoryczng i formalng oceng.

Obszar badawczy prezentowany w tej wielowatkowej rozprawie jest spojny i
dostosowany do osiggnigcia obu celow pracy jednoznacznie zdefiniowanych w tytule
rozprawy. Czg¢$¢ referatowa pracy zwana ,,Przegladem literatury” stanowi zbidr krétkich
esejoW omawiajacych aktualny stan wiedzy 1 stanowigcych wprowadzenie do
najwazniejszych watkéw badan wlasnych. Sposob prezentacji i wybor najbardziej
reprezentatywnych prac jest w wigkszosci przypadkow precyzyjny i wlasciwy. W zestawie
informacji zamieszczonych w pracy traktujacej o splicingu brakuje mi jednak chociaz kilku
stow poswieconych zastosowaniu proteaz w syntezie wigzan peptydowych. A przeciez finalng
cze$¢ procesu splicingu stanowi tworzenie nowego wigzania peptydowego katalizowane
proteazg. Brakuje mi tego odniesienia zaréwno w Przegladzie literatury jak i w dyskusji
badan wilasnych skupionej na sformulowaniu tezy o mechanizmie splicingu. Brak takiego
spojrzenia badan skutkuje niedocenieniem w dyskusji faktu, ze proces syntezy wigzania
peptydowego katalizowanej protezami moze mie¢ kinetyczng lub termodynamiczng site
napedowa. | jeszcze jedno, przyjmujac za uzasadnione zalozenie o stuzebnej roli tematyki
esejow zestawionych w czesci referatowej dysertacji wzgledem tresci badan wlasnych,
brakuje mi sformalizowanej analizy termodynamiki procesu katalizowanego enzymami. Ten
- formalny uszczerbek czesci referatowej dysertacji nie wywarl jednak niekorzystnego wptywu
na wysoki poziom badan wlasnych, bowiem zostal w znacznej mierze zrekompensowany
profesjonalizmem i intuicjg chemiczng Doktorantki. Niemniej jednak, majac na uwadze
mozliwie wszechstronne wykorzystanie inspirujacych wynikéw badan wlasnych, warto
rozwazy¢ wplyw entropii na proces splicingu oraz konsekwencje zmian entropii i entalpii
wynikajacych z utworzenia czgsteczki wody w hydrofobowej wngce enzymu.

Dalsze czes$ci przegladu literaturowego, a zwlaszcza podrozdzialy 5 poswigcony
koniugatom peptydowym i podrozdzial 6 przedstawiajacy wybrane peptydy o aktywnosci
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przeciwdrobnoustrojowej, zmierzajace do nakreslenia drogi poszukiwania nowego podejscia
do problemu lekoopornosci, w mojej ocenie, stanowig bardzo wartosciowy fragment
recenzowanej dysertacji.

Czg$¢ Eksperymentalna pracy zwana ,,Badaniami wlasnymi” rzetelnie i wyczerpujaco
opisuje zastosowane metodyki syntetyczne oraz metodyki pomiardw. W pelni zgadzam si¢ z
Doktorantka, ze nie bylo potrzeby rozpisywania si¢ przy raportowaniu rutynowych syntez
peptydéw wykonanych na fazie stalej. Watpliwosci natomiast budzi (przy szczegdélowym
opisie nietypowej syntezy jednostek peptomerowych; str. 108-109) niedostatecznie
wyczerpujagcy opis procedur i charakterystyki tych produktow. Nie pozwala to na
wyczerpujacg weryfikacj¢ zastosowanej metodyki syntetycznej. Podobne watpliwosci nasuwa
opis syntezy koniugatu katelicydyny z nystatyng polgczonych niesymetrycznym mostkiem
disiarczkowym opisany na str. 115. Z formalnego punktu widzenia taka synteza moze
prowadzi¢ do trzech réznych produktow. Nie udato mi si¢ réwniez odszukaé informacji o
kalibrowaniu roztwordw SFTI-1 wykorzystywanych w wielu miejscach jako referencyjne w
iloéciowych oznaczeniach spektrofotometrycznych. Prosze o komentarz w tej sprawie. Na
pochwale natomiast zasluguje dokumentacje procesu tworzenia wigzan disulfidowych
dokonana poprzez natozenie chromatograméw mieszaniny reagujacej w funkcji czasu (patrz
rys. 50, str. 101; rys 57 str 120, rys 58 str. 121 i inne).

Czesé ,,Wyniki i dyskusja” rozpoczyna si¢ od zestawienia kopii chromatogramow i
widm MS potwierdzajacych poprawno$¢ syntez analogéw SFTI-1. Kolejny rozdzial
poswiecony jest oméwieniu wynikdw inkubacji wymienionych analogéw z katalityczng i
nastepnie rownomolowg iloscig trypsyny i/lub chymotrypsyny. Jak formuluje to Doktorantka,
jego celem jest weryfikacja tezy, ze do zaj$cia splicingu potrzebna jest energia hydrolizy
wigzania peptydowego. Badania polegaly na s$ledzeniu zmian skladu mieszaniny analogow
fragmentow N- i C-koncowego SFTI-1 potaczonych wigzaniem disulfidowym w obecnosci
katalitycznej i rownomolowej ilosci trypsyny i/lub chymotrypsyny. Badania wykazaly, ze w
obecnosci katalitycznej ilosci enzymu, splicing prowadzacy do otrzymania monocyklicznego
SFTI-1 obserwowany byl tylko w przypadkach analogéw 5 i 6 i w obu przypadkach byl
poprzedzony hydrolizg wigzania Lys~Ser. Oznaczenie aktywnosci inhibitorowej dokonano z
wykorzystaniem mieszaniny produktéw, stwierdzajac we wszystkich przypadkach narastanie
jej w czasie. Dla wyjasnienia podjeto umotywowang rozwazaniami mechanistycznymi
decyzje o wykonaniu badan krystalograficznych komplekséw analogéw 1, 2, S KK[BiSFTI-1]
i analogu 8 z trypsyna. Studia krystalograficzne wykonane w pracowni dr Grzegorza Dubina
wykazaly, ze we wszystkich przypadkach fragment peptydowy zaangazowany w tworzenie
krystalicznego kompleksu z enzymem jest identyczny i posiada budowe SFTI-1.
Eksperymenty dowiodly, ze w obecnosci trypsyny nastgpita cyklizacja i utworzone zostato
wigzanie Lys-Ser, nawet w przypadku analogu 1, w ktérym nie mogta by¢ ona poprzedzona
hydrolizg innego wigzania peptydowego. Na wysoka ocene zastluguje doglebna analiza tej
obserwacji i dobrze uzasadniony scenariusz dalszych badan obejmujgcy ponowne przebadanie
zmian sktadu r6wnomolowych mieszanin trypsyny z bisulfidowymi analogami jej inhibitoréw
oraz analize¢ mechanizmu reakcji z uzyciem wody znaczonej izotopem tlenu O'®. Precyzja w
interpretacji kolejnych wynikéw i zelazna konsekwencja w projektowaniu harmonogramu

- celu i zakresu kolejnej fazy badan zastugujg na szczegdlne uznanie. Przedstawiona na str. 157

dyskusja mechanizmu jest poprawna a sile argumentacji przemawiajacej za mechanizmem
bezposredniej transpeptydacji wspiera (wspomniany przeze mnie powyzej w recenzji) wzrost
entropii uktadu w wyniku wydzielenia czasteczki wody w trakcie utworzenia acyloenzymu.
Jedyny niedosyt zwigzany z interpretacjag wynikow zebranych w tym fragmencie dysertacji
wynika z niedopowiedzenia co do sekwencji przemian analogéw 7 i 8 przedstawionych na
chromatogramach na rys 70, str. 153. Jezeli monocykliczny SFTI-1 byt stabilny przy 24
godzinnym traktowaniu trypsyna to jego obecno$¢ w przypadku analogéw 7 i 8 wskazuje albo
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na konkurencyjne $ciezki hydrolizy albo na jeszcze nie osiggniety stan réwnowagi. Bardzo
prosz¢ o komentarz w tej sprawie. Czy sg jakie§ dane pozwalajace na rozstrzygnigcie tej
kwestii?

Bardzo interesujgce byto podejscie do wyjasnienia mechanizmu splicingu z uzyciem
substratow peptomerowych. W tym celu zsyntezowany zostal analog SFTI-1 zawierajacy
podwojong sekwencje tego inhibitora, w ktérym reszta Lys w pozycjach P1 obu miejsc
reaktywnych zostala podstawiona reszta peptoidowg — Nlys natomiast reszta argininy
posiadata konfiguracje D. Eksperymenty wykazaly, ze peptomery z resztag Nlys ulegaja
hydrolizie i co wigcej, wigzanie peptydowe z ich udzialem moze by¢ utworzone.

Ostatni fragment rozprawy koncentrowal si¢ na wykorzystaniu do$wiadczenia
zdobytego w syntezie mostkow disulfidowych do otrzymywania koniugatéw peptydow z
nystatyng i koniugatéw peptydow o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej polaczonych
wigzaniem izopeptydowym lub disulfidowym. Ta czg$¢ rozprawy to podziwu godny pokaz
kunsztu preparatorskiego Doktorantki, ktora z sukcesem poradzita sobie z wyizolowaniem w
stanie czystym i udokumentowaniem struktury wielu ztozonych substratow peptydowych jak i
z ich p6zniejszg koniugacja.

Dysertacja opatrzona jest obszernym zbiorem odnosnikéw literaturowych, jednolicie i
poprawnie sformatowanych, opatrzonych we wszystkich przypadkach tytulami cytowanych
prac i w poprawny sposob dobranych dla zwigzlego zaprezentowania aktualnego stanu badan
opisanego w literaturze jak i do uzupelnienia opisu stosowanych metodyk badawczych o
wyjasnienia szczegolowe.

Formalna ocena pracy jest rowniez bardzo pozytywna. Tekst rozprawy jest starannie
zredagowany. Uzywane sformutowania, nawet w bardzo specjalistycznych fragmentach
pracy, sg precyzyjne i jednoznaczne. Liczne rysunki i schematy sg estetyczne i czytelne.
Pewnym mankamentem manuskryptu jest nieco zbyt maly rozmiar prezentowanych
chromatogramoéw i spektrograméw. Rozumiem jednak intencje Autorki zmierzajaca do
zwigzlego zestawienia mozliwie wszystkich danych w i tak obszernym tekscie, co jednak
musiato prowadzi¢ do pogorszenia komfortu lektury pracy. Niedociagnigcia edytorskie,
Hliterowki” 1 zapewne efekty nadgorliwosci komputerowego edytora tekstu s na tyle
nieliczne w rozprawie, Ze nie ma sensu ich tu wymieniaé. Z obowigzkéw recenzenta
zmuszony jestem jednak do przedstawienia moich dwéch watpliwosci:

1) thumaczenie terminu angielskiego ,,burst substrate” jak ,,substrat wybuchowy” jest
nie tyle niezreczne ile wprowadzajagce w blad (zwlaszcza w przypadku nitrozwigzku).
Przyznaje, ze mimo wysitkow nie umiem zaproponowa¢ lepszego terminu niz ,,impulsywny
substrat”.

2) klopoty jakie sprawia w jezyku polskim odmiana nazwisk kobiet probowano obejs¢
w rozprawie poprzez deklinacje¢ nazwiska urodzonej w Grajewie Yehudith Gershtanski
(p6zniej Birk) jako Birki co w koncowym efekcie doprowadzilo do utworzenia nazwy
inhibitorow Bowmana-Birki. Lepsze to niz Bosmana-Birka, ale w moim przekonaniu to
niepoprawne, bowiem taka form¢ mozna utworzy¢ tylko od nazwiska Birka (kogo czego?
Birki) a nie od nazwiska Birk, ktore jest nieodmienne. A wigc inhibitory Bowmana-Birk a nie
Bowmana-Birki.

Mozna podsumowaé, ze redakcja tekstu rozprawy znajduje si¢ znacznie powyzej
poziomu wymagan standardowych a przytoczone powyzej uwagi majg charakter dyskusyjny,
nie podwazajg jej warstwy merytorycznej i w zadnej mierze nie wplywajg na mojg bardzo
wysoka oceng pracy.

Wysoko oceniam trafno$¢ wyboru tematu badan. Dysertacja daje wyczerpujgce i
kompetentne odpowiedzi na szereg niezmiernie waznych i aktualnych pytan dotyczacych
interakcji peptydéw z enzymami i dostarcza obszernego zbioru danych pozwalajacych na
poglebione zrozumienie splicingu peptydowego. O wysokiej wartosci wynikow swiadczy
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réwniez znaczny dorobek naukowy. Na szczegdlne uznanie zasluguje zastosowanie
zréznicowanych i1 nowoczesnych metod badawczych oraz trudny, interdyscyplinarny
charakter wykonanych prac niezbgdnych dla zrealizowania tak wielu zadan badawczych. Ich
realizacja wymagata efektywnej wspolpracy z wyspecjalizowanymi o$rodkami naukowymi
Polsce. Obszar, zakres i podzial rél we wspélpracy zostal jednoznacznie okreSlony w
dysertacji. We wszystkich przypadkach wnioskowanie jest dobrze poparte materiatem
eksperymentalnym i odniesieniami do stanu wiedzy w literaturze. Analiza wynikéw
eksperymentéw jest krytyczna co wzbudza zaufanie do wycigganych wnioskow.

Umiejgtnosci te wystawiaja najlepsze swiadectwo gruntownej wiedzy oraz dojrzatosci
naukowej Doktorantki.

Z pelnym przekonaniem uznajg¢, Ze dysertacja przedstawiona do oceny speinia
wymagania okreslone w ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowych oraz wnosze do
Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Natalii Ptaszynskiej
do dalszych etapdw przewodu doktorskiego oraz biorac pod uwage warto$¢ wynikéw badan
zawartych w recenzowgnej pracy wnosze¢ o wyrdznienie dysertacji.

Zbigniew J. Kaminski

Lodz 22 12. 2016
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