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Recenzja
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Przedmiotęm recenzji jest rozprawa doktorska zatyiil'owana ,,Międzycząsteczkowe
mostki disulfidowe: zastosowanie w badaniu męchanizmu splicingu peptydowego
katalizowanego ptzęz proteinazy i w syntezie koniugat w peptydowych'' wykonana w
Pracowni Chęmii Bioorganicznej, Katedry Biochęmii Molekularnej Wydziału Chemii
Uniwęrsytetu Gdariskięgo przęzmgr Natalię Marię Ptaszyriską. Promotorem pracy jest dr hab.
Anna Łęgowska, prof. UG.

U fu dęł tęmatu wiodącego recenzbwanej rozprawy są wysocę interesujące
obserwacje poczynione w trakcie badafi prowadzonych na Wydziale Chemii UG,
dokumęntujące mozliwoś przemodelowania struktury ła cucha peptydowęgo w procesie
analogicznym do dobrzę udokumęntowanęgo w litęratutzę procęsu Zwanęgo splicingiem i
dotyczącego przemian kwas w nuklęinowych. Wyb r tematyki gł wnego motywu pracy
badawczej pozwala z pełnym przekonanięm ocęni go wysoce pozytywnie, jako racjonalnie
uzasadniony, ambitny i w pełni aktualny. Doktorantka jako drugi cel swojej pracy wymienia
syntezę i badania analog w zawierujących podwojoną sekwencje inhibitora SFTI-I
zawierających w pozycjiPt zamiast resztlizyny dwię reszty peptoidowe Nlys. Moim zdanięm
ten fragment badari w zupełności mieści się gł wnym nurcie pracy poświęconym poznaniu
mechanizmu splicingu peptydowego. Przemawia za tym zar wno zblizona metodyka prac
syntetycznychjak i kięrunek poszukiwarl koncęntrujący się na poznaniu mechanizmu procesu
i reguł tządzących splicingiem peptydowym.

odmienny charakter mają natomiast prace okręślanę ptzez Doktorantkę jako ftzęci cęl
badarl, a w moim przekonaniu jako drugi nurt pracy związany z problematyką syntezy
koniugat w i chimer peptydowych o zr Żnicowanym profilu aktywności farmakologicznej. W
tym miejscu muszę przyznaÓ, Żę znalazłęm się w trudnej sytuacji bowiem jako ręcenzęnt
przyznaję, Żę zakres wykonanych badari z pewnością ptzelłacza wymagania stawianę
rozprawom doktorskim w wielu ośrodkach akadęmickich i kuŻdy z wymienionych nurt w
badari m głby Stanowi dostatęaznąpodstawę do obrony doktoratu. Z drugiej zaś strony, jako
promotot, zapęwnę nię umiałbym się powstrzymaÓ ptzed tozszetzeniem tak interesującego
zakręsu badari, no c Ż, do rozmiaru zblizonego do tego jaki jest w ocęnianej rozprawie.

Struktura pracy jest tylko częściowo zb|iŻona do standard w stosowanych w
dysertacjach doktorskich i w za\<tesie części merytorycznych obejmuje:
Wstęp: uzasadniający wagę badari nad mostkami disulfidowymi,
Przegląd literaturowy: prezenĘący podstawowe informacje dotyczące splicingu, ptoteaz,
inhibitor w ptoteaz, tworzęnia mostkÓw disulfidowych, biokoniugacji i biokoniugat w
wybranych peptyd w o aktywności przeciwdrobnoustrojowej otaz zastosowania
krystalografii w badaniach peptyd w i białek,
Cel pracy: definiujący ttzy obszary badawcze: poznanie męchanizmu splicingu analog w
SFTI_I, badania jego analog w peptomerowych otaz uzasadnienie cęlowości syntezy
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koniugat w peptyd w farmakologicznie aktywnych połączonych wiązaniem disulfidowym
lub izopeptydowym i uściślający ich struktury.
Badania własne: zamięszczające na stronach od 91 do l3l opis materiał w, metod syntezy i
prezenĘący wyniki rozdział w chromatogtaftcznych i ana|iz spektralnych otrzymanych
produkt w reakcji.

Zastanawiam się czy nie moŻna było zatyilłł'ować tego rozdziału jako ,,Materiały i
metodyka badari"?
Wyniki i dyskusja: prezentujące zęstawięnia chromatogram w otaz zęstawienia widm MS
substrat w uŻytych do badari, zęstawięnia chromatogram w oruz widm MS wykorzystanych
w dyskusji nad męchanizmęm splicingu, badania struktury analogu SFTI_I oznaczonego w
dysertacji jako analog t ptzy zastosowaniu technik NMR, badania oddziaływafiz enzymami
peptomerycznęgo analogu oznalzonego jako [Nlyss'lg] BiSFTI_I i wręszcię szczeg łowe
omÓwięnie metod syntezy i obszerną charakterystykę koniugat w peptydowych i koniugat w
chimerycznych.
Podsumowanie wynik w i wnioski:
Literaturę cytowaną: 26l pozYcji 

' 
Spis rysunk w: 83 pozycje, i spis tabel; 18 pozycjioraz

Dorobek naukowy obejmujący 8 publikacji zamieszczonych w czasopismach o wysokim
wsp łczynniku wpływu, 3 publikacje pokonferencyjne otaz 19 poster w i wystąpieri
konfęręncyjnych. 't'

W uzupęłnieniu do przedstawionęgo polvyzej komentatza o nięco odbiegającym od
klasycznego schematu, układzię pracy naleŻy doda , Żę w więlu akapitach części poświeconej
om wieniu wynik w zamięszczone zostały przesadnie szczeg łowę opisy procedur
preparatywnych bądź analitycznychzamiast spodziewanej dyskusji wynikow.Ptzyl<łady takie
znajdują się na str. l38 (opis roztworu do reakcjizodczynrtikięm Ellmana) czy teŻ na str. l39
(opis składu buforu). Pomimo wspomnianych uwag naleŻy oceni , Żę przedstawiona
dysertacja posiadaptzejrzystą strukturę' co pozwala na jej merytoryczną i formalną ocęnę.

obszar badawczy prezentowany w tej wielowątkowej rozprawie jest spojny i
dostosowany do osiągnięcia obu cęl w ptaoy jednoznacznię zdęfiniowanych w tytule
rozprawy. CzęśÓ ręferatowa ptaay zwana ,,Prueglądem literatury'' stanowi zbiÓt kr tkich
esej w omawiających aktualny stan wiedzy i stanowiących wprowadzęnie do
najwaŻniejszych wątk w badari własnych. Sposob ptezentacji i wybÓr najba ziej
reprezentatywnych prac jest w większości przypadk w ptecyzyjny i właściwy. W zęstawie
informacji zamieszczonych w pracy traktującej o splicingu brakuje mi jednak chociaz kilku
sł w poświęconych zastosowaniu ptoteaz w syntezie wiązan peptydowych. A przecieŻ finalną
część, procęsu splicingu stanowi tworzęnię nowego wiązania peptydowęgo katalizowane
proteazą. Brakuje mi tego odnięsienia zat wno w Przeglądzie literatury jak i w dyskusji
badari własnych skupionej na sformułowaniu tezy o męchanizmię splicingu. Brak takiego
spojrzenia badari skutkuje niedocęnienięm w dyskusji faktu, Żę proces syntezy wiązania
peptydowego katalizowanej ptotezami moze mie kinetyczną lub termodynariczną siłę
napędową. I jeszcze jedno, przyjmując za vzasadnionę załoŻęnie o słuzebnej roli tematyki
esej w zestawionych w części referatowej dysertacj i względęm treści badari własnych,
brakuje mi sformalizowanej analizy termodynamiki procesu katalizowanego erzymami. Ten
formalny uszczerbek części reforatowej dysertacji nie wywarł jednak niekorzystnego wpływu
na wysoki poziom badari własnych, bowięm został w znacznej miqze zrekompensowany
profesjonalizmęm i intuicją chemiczną Doktorantki. Niemniej jednak, mając na uwadze
mozliwie wszechstronnę wykorzystanie inspirujących wynik w badari własnych, warto
rozwaŻy wpływ entropii na proces splicingv oruz konsekwencje zmian entropii i entalpii
wynikających zutwotzenia cząsteczki wody w hydrofobowej wnęce enzymu.

Dalszę części przeglądu litęraturowęgo' a zwłaszcza podrozdziały 5 poświęcony
koniugatom pęptydowym i podrozdział' 6 przedstawiający wybrane peptydy o aktywności
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przęciwdrobnoustrojowej , zmietzające do nakreślenia drogi poszukiwania nowego podejścia
do problemu lekooporności, w mojej ocenie, stanowią batdzo wartościowy fragment
recęnzowanej dysertacj i.

Część, Eksperymentalnaptaoy zwana,,Badaniami własnymi'' rzętelnie i wyczerpująco
opisuje zastosowanę mętodyki syntetycznę otaz metodyki pomiar w. W pełni zgadzam się z
DoktorantkQ, żę nie było potrzeby rozpisywania się przy raportowaniu rutynowych syntez
peptyd w wykonanych na fazię stałej. Wątpliwości natomiast budzi (przy szczeg łowym
opisie nietypowej syntezy jednostek peptomerowych; str. 108_l09) niędostatecznie
wyczerpujący opis procedur i charakterystyki tych produkt w. Nię pozwala to na

Wczerpującą weryfikację zastosowanej metodyki syntetycznej. Podobne wątpliwości nasuwa
opis syntezy koniugatu katęlicydyny z nystatyną połączonych niesymetrycznym mostkiem
disiarczkowym opisany na str. 1l5. Z formalnego punktu widzęnia taka synteza mozę
prowadzi do ttzęch żnych produkt w. Nię udało mi się r wnięz odszukaÓ informacji o
kalibrowaniu roztwor w SFTI-I wykorzystywanych w więlu miejscach jako refęrencyjne w
ilościowych oznaczęniach spektrofotometrycznych. Proszę o komęntaru w tej sprawie. Na
pochwałę natomiast zasługuje dokumęntacje procęsu tworzenia wiąza disulfidowych
dokonana poprzęz nałoŻenie chromatogram w mięszaniny reagującej w funkcji czasu (pattz
rys.50, str. 101;rys 57 str tz},rys 58 str. 121 i inne).

CzęśÓ ,,Wyniki i dyskusja'' rczpoczyna'się od zęstawięnia kopii chromatogram w i
widm MS potwierdzających poprawnoś syntez analog w SFTI_I. Kolejny rczdział
poświęcony jest om wieniu wynik w inkubacji wymienionych analog w z katalityczną i
następnię r wnomolową ilością trypsyny i/lub chymotrypsyny. Jak formułuje to Doktorantka,
jęgo cęlęm jest weryfikacja tezy, Żę do zajścia splicingu potrzebna jest energia hydrolizy
wiązania peptydowęgo. Badania polegały na śledzeniu zmian składu mieszaniny analog w
fragment w N_ i C_koricowęgo SFTI- t polączonych wiązaniem disulfidowym w obecności
katalitycznej i r wnomolowej ilości trypsyny i/lub chymotrypsyny. Badania v,rykazały, Że w
obęcności katalitycznej ilości ęnzymu, splicing prowadzący do otrzymania monocyklicznego
SFTI_I obsęrwowany był tylko w przypadkach analog w 5 i 6 i w obu przypadkach był
poprzedzony hydrolizą wiązania Lys-Ser. oznaczęnię aktywności inhibitorowej dokonano z
wykorzystaniem mieszaniny produkt w, stwierdzając we wszystkich ptzypadkach narastanie
jęj w czasie. Dla wyjaśnienia podjęto umotywowaną tozwuŻartiami męchanistycznymi
decyzję o wykonaniu badan krystalo graftcznych komplęks w analog w !,2r 5 KK[BiSFTI-1]
i analogu 8 z trypsyną. Studia krystalo gtaftczne wykonanę w pracowni dr Grzęgorza Dubina
vlykazałY, Żę wę wszystkich ptzypadkach fragment peptydory zaangaŻowany w tworzęnie
krystalicznęgo kompleksu z ęnzymem jest identyczny i posiada budowę SFTI-I.
Eksperymenty dowiodłY, Żę w obecności trypsyny nastąpiła cyklizacja i utwotzorLę zostało
wiązanie Lys_Ser, nawet w przypadku analogu 1, W ktorym nie mogłabyÓ ona poptzędzona
hydrolizą innego wiązania peptydowego. Na wysoką ocenę zasługuje dogłębna analiza tej
obsęrwacji i dobtze vzasadniony scęnariusz dalszych badari obejmujący ponowre przebadanie
zmian składu r wnomolowych mięszanin trypsyny z bisulfidolvymi analogami jej inhibitor w
otaz ana|izę męchanizmu reakcji zvŻyciem wody znaczonej izotopem tlenu o'o. PrecyĄaw
interpretacji kolejnych wynik w i ŻęIazna konsekwencja w projektowaniu harmonogramu
celu i zakresu kolejnej fazy badari zasługuj ąna szczegoLnę uznanie. Przedstawiona na str. 157
dyskusja męchanizmu jest poprawna a siłę argumentacji ptzemawiającej za meghanizmem
bezpośredniej transpeptydacji wspiera (wspomniany ptzęze mnię powyzej w recenzji) wzrost
entropii układu w wyniku wydzięlenia cząsteczki wody w trakcie utworzenia acyloenzymu.
Jedyny niedosyt związany z interpretacją wynik w zebranych w tym fragmęncię dysertacji
wynika z niedopowiedzęnia co do sekwencji przemian analog w 7 i 8 przedstawionych na
chromatogramach na rys 70, str. 153. JęŻęli monocykliczny SFTI-I był stabilny przy 24
godzinnym traktowaniu trypsyną to jego obęcnośi w przypadku analogÓw 7 i 8 wskazuje albo
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na konkurencyjne ścięzki hydrolizy albo na jeszczę nie osiągnięty stan r wnowagi. Bardzo
proszę o komentaru w tej sprawie. Czy są jakieś dane pozwalającę na rozstrzygnięcie tej
kwestii?

Bardzo interesujące było podejście do wyjaśnienia męchanizmu splicingu z uŻyciem
substrat w peptomęrowych. W tym celu zsyntezowany został analog SFTI- t zawiętający
podwojoną sekwencje tego inhibitora, w kt rym reszta Lys w pozycjach Pl obu miejsc
reaktywnych została podstawiona resztą peptoidową Nlys natomiast ręszta argininy
posiadała konfigurację D. Eksperymenty wykazały, Żę peptomery z resztą Nlys ulegają
hydrolizię i co więcej, wiązanie peptydowę z ich udziałęm mozę by utworzone.

ostatni fragment rozptary koncęntrował się na wykorzystaniu doświadczęnia
zdobytego w syntezie mostk w disulfidowych do otzymywania koniugat w peptyd w z
nystatyną i koniugat w peptyd w o aktywności przeciwdrobnoustrojowej połączonych
wiązaniem izopeptydowym lub disulfidowym. Ta częśÓ tozptary to podziwu godny pokaz
kunsztu preparatorskiego Doktorantki, kt ra z sukcęsem poradziła sobie z v,ryizolowaniem w
stanie czystym i udokumentowanięm struktury wielu złoŻonych substrat w peptydowych jak i
z ięh p Źniejszą koniugacją.

Dysertacj a opatrzona jest obszernym zbiorem odnośnik w litęraturowych, jednolicie i
poprawnię sformatowanych, opatrzonych wę wszystkich przypadkach tytułami cytowanych
prac i w poprawny spos b dobranych dla zwięz}ego zaprezęntowania aktualnego stanu badari
opisanego w literaturze jak i do uzupełnienia opisu stosowanych metodyk badawczych o
wyj aśni e nia szcze g łowe .

Formalna ocęna pracy jest r wnięŻ bardzo pozyfywna. Tękst rozprawy jest starannię
zredagowany. UŻywane sformułowania, nawet w batdzo specjalistycznych fragmentach
pracy' są pręcyzyjne i jednoznaczne. Liczne rysunki i schęmaty są estetyczne i czyte|ne.
Pewnym mankamęntem manuskryptu jest nieco zbyt mały rczmiat prezentowanych
chromatogram w i spektrogram w. Rozumiem jednak intencje Autorki zmierzającą do
zwięzłego zęstawięnia mozliwie wszystkich danych w i tak obszernym tekście, co jednak
musiało prowadzi do pogorszenia komfortu lektury pracy. Niędociągnięcia edytorskie,

,,liter wki'' i zapewne efekty nadgorliwości komputerowęgo edyora tekstu są na tyle
nięlicznę w rozprawie, Żę nie ma sensu ich tu wymieniaÓ. Z obowiązk w ręcęnzęnta
zmuszony jestem jednak do przedstawienia moich dw ch wątpliwości:

l) tłumaczęnię tęrminu angielskiego ,,burst substrate'' jak ,,substrat wybuchowy'' jest
nię tyle niezręczne ilę wprowadzające w błąd (zwłaszcza w przypadku nitrozwiązku).
Pruyznaj7, Żę mimo wysiłk w nię umiem zaptoponować lepszego tęrminu niŻ ,,impulsywny
substrat".

2) kłopoty jakie sprawia w języku polskim odmiana nazwisk kobięt pr bowano obejść
w rozprawie poptzęz deklinację nazwiska urodzonej w Grajewie Yehudith Gęrshtanski
(p zniej Birk) jako Birki co w korlcowym efekcie doprowadziło do utworzenia nazry
inhibitor w Bowmana_Birki. Lepsze to niŻ Bosmana-Birka, alę w moim przekonaniu to
niepoprawne, bowiem taką formę moŻna utworzyć tylko od nazwiska Birka (kogo czego?
Birki) a nie od nazwiska Birk, kt rę jest nieodmięnnę. A więc inhibitory Bowmana-Birk a nie
Bowmana-Birki.

Mozna podsumować, Żę redakcja tękstu rozprawy znajduje się znacznie powyżej
poziomu wymagari standardowych a przytoazonę powyzej uwagi mEą charaktęr dyskusyjny,
nie podwuŻająjej warstwy merytotycznej i w Żadnej miętze nie 'nrpływają na moją bardzo
wysoką ocenę pracy.

Wysoko oceniam trafnoś wyboru tęmatu badarl. Dysertacja daje wyczęrpujące i
kompetentnę odpowie dzi na szęręg nięzmięrnię waŻnych i aktualnych pytarl dotyczących
interakcji peptyd w z onzymami i dostarcza obszernego zbioru danych pozwalających na
pogłębione zrozumięnie splicingu peptydowęgo' o wysokiej wartości wynik w świadczy
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r wniez znalzl;ry dorobęk naukowy. Na szczeg lne uznanie zasługuje zastosowanie
zt Żnicowanych i nowoczesnych mętod badawczych otaz trudny, interdyscyplinarny
charakter wykonanych prac niezbędnych dla zteaLizowania tak więlu zadanbadawczych. Ich
rcalizacja wymagała efektywnej wsp łpracy Z wyspęcjalizowanymi ośrodkami naukowymi
Polsce' obszar, zakres i podział r l wę wsp łpracy został jednoznacznię określony w
dysertacji. Wę wszystkich ptzypadkach wnioskowanie jest dobrze poparte matęriałęm
eksperymentalnym i odnięsieniami do stanu wiedzy w litętatwzę. Analiza wynik w
eksperymęnt w jest krytygzna co wzbudza zaufanię do wyciąganych wniosk w.

Umiejętności te wystawiają najlepsze świadęctwo gruntownej wiedzy oraz dojrzałości
naukowej Doktorantki.

Z pełnym przekonanięm uznaję, Żę dysertacja przedstawiona do ocęny spełnia
wymagania określonę w ustawie o stopniach naukowych i tytulę naukowych otaz wnoszę do
Rady Wydziału Chemii Uniwęrsytetu Gdanskiego o dopuszczęnie mgr Natalii Ptaszyriskiej
do dalszych etap w przęwodu doktorskiego otaz biorąc pod uwagę wartoś wynik w badan
zawaĘch w recenvow9nej pracy wnoszę o wyr znięnie dysertacji.

tf / i

a,eź^
Zbigniew J. Kamiriski

Ł dź22 t2.20t6

5/5


