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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Natalii Marii Ptaszynskiej

pt.: ,,Miedzyczgsteczkowe mostki disulfidowe: zastosowanie w badaniu mechanizmu splicingu
peptydowego katalizowanego przez proteinazy i w syntezie koniugatéow peptydowych”

Inhibitory enzymdw z racji potencjalnego zastosowania w medycynie i rolnictwie stanowig od wielu
lat centrum zainteresowania wielu osrodkéw badawczych. Szczegdnie ciekawe w tym zakresie sg badania
dotyczace inhibitorow rosdlinych Bowmana-Birki, w tym najmniejszego z naturalnie wystepujacych
peptydowych inhibitoréw proteinaz serynowych, inhibitora SFTI-1 (sunflower trypsin inhibitor),

wyizolowanego z nasion stonecznika.

Do swiatowego kregu badaczy prowadzacych badania w tej tematyce nalezy zaliczy¢ naukowcéw z
Katedry Biochemii Molekularnej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego, w tym promotor
recenzowanej pracy prof. UG dr hab. Anne tegowska. Niezwykle interesujagce wyniki jej badan
dotyczacych procesu splicingu peptydowego, ktéremu ulegajg analogi cyklicznego inhibitora trypsyny
SFTI-1 zawierajace podwojone sekwencje tego inhibitora staly sie punktem wyjscia do badan

zaprojektowanych w ramach recenzowanej pracy doktorskiej mgr Natalii Ptaszynskie;j.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska ma uktad klasyczny dla prac eksperymentalnych, sktada
sie z przegladu literatury (73 strony), celu pracy (5 stron), opisu badan wtasnych (39 stron), dyskusji
wynikéw (51 stron), podsumowania (2 strony) oraz spisu literatury cytowanej (261 pozycji). Oprocz
powyzszych rozdziatéw praca zawiera spis skrotéw, symboli i oznaczen, spis zamieszczonych w pracy

rysunkow (86), tabel (19) i spis dorobku naukowego doktorantki.
Poszczegdlne cele badan doktorantki polegaty na:

1. Poznaniu mechanizmu splicingu peptydowego, ktdremu ulegajg analogi inhibitora trypsyny

SFTI-1 w wyniku ich inkubacji z proteinazami serynowymi
2. Sprawdzeniu czy proces splicingu moze zachodzi¢ réwniez w przypadku peptomeréw

3. Syntezie koniugatéw o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej



Zaplanowane badania wymagaty dokonania starannego przegladu literatury. Doktorantka swoje
studia literaturowe podzielita na kilka podrozdziatow. W pierwszym z nich omoéwita proces splicingu pod
katem tworzenia nowych bioczasteczek. Szczegdlng uwage poswiecita na przedstawienie mechanizmu
splicingu biatkowego w segmentach biatkowych (inteinach). Niezalezny podrozdziat poswiecita
zagadnieniom splicingu peptydowego zachodzgcego w proteasomie (splicing bezposredniej

transpeptydacji, odwrdcony splicing peptydowy).

W nastepnym rozdziale wstepu doktorantka przedstawita zagadnienia zwigzane z proteazami, w
szczegoblnosci proteazami serynowymi omawiajgc budowe centrum aktywnego, mechanizm dziatania,
peptydowe inhibitory proteaz, mechanizm ich dziatania, inhibitory Bowmana-Birki, inhibitor SFTI-1, jego

biosynteze i splicing peptydowy zachodzacy w jego analogach.

Poniewaz zaplanowane w pracy analogi inhibitoréw SFTI-1 miaty zawiera¢ mostek disulfidowy, wiec
osobny rozdziat wstepu doktoranka poswiecita metodom tworzenia mostkéw disulfidowych w biatkach i
peptydach, zaréwno mostkdw wewnatrz- jak i miedzyczgsteczkowych. Ostatnie rozdziaty wstepu
literaturowego dotyczg zagadnien biokoniugacji pod katem zastosowan medycznych, peptyddéw o
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe] i zastosowan krystalografii rentgenowskiej w badaniach peptydow

i biatek.

Przeglad literaturowy przedstawiony w pracy jest obszerny, dobrze napisany i przygotowuje do

rozdziatu, w ktérym doktorantka omawia wyniki badan wtasnych.

Pierwszym celem pracy doktorskiej mgr Ptaszynskiej byto poznanie mechanizmu splicingu
peptydowego, ktéremu ulegaja analogi inhibitora trypsyny SFTI-1. Pierwszym etapem badan w tym
zakresie byta synteza potrzebnych peptydéw: byto to 8 peptyddw liniowych zawierajacych od 5 do 15
reszt aminokwasowych, w tym cysteine. Peptydy te byty nastepnie taczone (w réznych kombinacjach)
mostkiem disulfidowym w celu otrzymania peptydéw do badan mechanizmu splicingu, zawierajgcych od
10 do 30 reszt aminokwasowych i mostek disulfidowy. Na tym etapie doktorantka przeprowadzita
badania dotyczace optymalizacji tworzenia miedzyczasteczkowego wigzania disulfidowego, ktore
wskazaty ze w tym przypadku, metoda z uzyciem ditiopirydyny (DTP) jest najkorzystniejsza bo prowadzi
do otrzymania produktow z wiekszg wydajnoscig. Zaplanowane peptydy byly otrzymane na nosniku
polimerycznym (Tenta-Gel, zywica chloro-2’-chloro)trytylowa) przy uzyciu strategii Fmoc, i zanalizowane
metodg HPLC-MS. Otrzymane analogi SFTI-1, zbudowane z N- i C-koricowych fragmentéw tego inhibitora
potaczonych wigzaniem disulfidowym zostaty poddane dziataniu katalitycznej ilosci bydlecej B-trypsyny
lub a-chymotrypsyny. Analiza produktéw reakcji monitorowanych w czasie metoda spektrometrii mas
(MS) pozwolita wysnu¢ wniosek, ze mechanizm splicingu peptydowego zachodzacy w syntezowanych
analogach SFTI-1 pod wptywem katalitycznej ilosci trypsyny przebiega wg. mechanizmu bezposredniej

transpeptydacji.



Dodatkowo w ramach wspétpracy z dr. Grzegorzem Dubinem z Zaktadu Mikrobiologii, Laboratorium
Krystalografii Rentgenowskiej, Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego udato sie przeprowadzi¢ badania rentgenostrukturalne krysztatéw komplekséw
otrzymanych peptydéw z enzymami, ktdre jednoznacznie wskazaty na zachodzenie splicingu, a uzyskana
struktura krystaliczna monocyklicznego analogu SFTI-1 zostata zdeponowana w bazie PDB. Doktorantka
przeprowadzita réwniez badania strukturalne analogu 1 inhibitora SFTI-1 metodami magnetycznego
rezonansu jadrowego. Badania te wskazaty na brak struktury drugorzedowej tego analogu, co z kolei
sugeruje, ze peptyd ten przyjmuje konformacje specyficzng dla inhibitora SFTI-1 w wyniku oddziatywania

Z enzymem.

Wyniki tych tak nowatorskich i wszechstronnych badan zostaty juz opublikowane w dwdch pracach:
w FEBS J w 2013 r. i Chembiochem w 2015 r., zostaty rowniez wykorzystane w nastepnych badaniach
dotyczacych zastosowania w wycinianiu bioaktywnego peptydu z cyklicznego prekursora, ktére zostaty

opublikowane niedawno w Biopolymers, w 2016 r.

Nastepnym celem doktorantki byto zbadanie czy proces splicingu moze zachodzi¢ w analogach
zawierajgcych nie tylko reszty aminokwasowe, ale rowniez monomery peptoidowe (N-podstawione
reszty glicyny, otrzymane metodg submonomeryczng). Analog SFTI-1 o podwojonej sekwencji i
zawierajgcy w miejscu reszt Lys w pozycjach P, w obu miejscach reaktywnych reszte peptoidowg NLys
zostat poddany inkubacji z odpowiednim enzymem i wyniki badan z uzyciem spektrometrii mas wskazaty,
ze proces splicingu réwniez i w tym przypadku zachodzi. Wyniki tych badan zostaty opublikowane w

Biopolymers, w 2015 r.

Trzecim celem badan doktorantki byto przeprowadzenie syntez koniugatéw peptydowych. Syntezy
biokoniugatéw wybranych fragmentéw katelicydyn z nystatyng okazaty sie niezwykle mato wydajne i nie
pozwolity na otrzymanie wystarczajgcej ilosci materiatu potrzebnego na badania mikrobiologiczne. Drugi
typ zaprojektowanych koniugatéw peptydowych byt potgczeniem fragmentu ludzkiej laktoferyny i
peptydu neutrofilnego, gdzie oba fragmenty sktadowe wykazujg aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa.
Potaczenie to zaktada, ze uzyskane zwigzki bedg posiadaty lepszy profil farmakologiczny (wiekszg
aktywnos$¢ i/lub inng selektywnos$¢). Badania tego typu sg niezwykle istotne z uwagi na poszerzajacy sie
problem lekoopornosci i obecnie wiele osrodkéw prowadzi badania poszukiwania nowych zwigzkéw
przeciwdrobnoustrojowych. Otrzymane koniugaty peptydowe zostaty wystane juz na badania biologiczne

do wspétpracujacego zespotu z Chinskiego Uniwersytetu w Hongkongu.

W szesciu z siedmiu otrzymanych koniugatach fragmenty sktadowe zostaty potgczone wigzaniem
izopeptydowym poprzez grupe aminowa w tarncuchu bocznym Lys (co wykracza poza sformutowany tytut
pracy doktorskiej dotyczacy miedzyczgsteczkowych mostkédw disulfidowych), a w jednym wigzaniem

disulfidowym. Niestety w podanym przez doktorantke opisie poszczegdlnych sekwencji analogéw



zabrakto mi wyjasnienia przyczyn zastosowanych modyfikacji w poszczegélnych fragmentach. Np.
dlaczego zostawiona zostata grupa Acm na Cys? Czy ze wzgledu na planowane w przysztosci nowe

analogi?

Syntezy tak dtugich peptydow (ok. 30-35 reszt aminokwasowych) okazaty sie prawdziwym
wyzwaniem syntetycznym, z ktérym doktorantka sobie bardzo dobrze poradzita. Pokazane
chromatogramy surowych produktéw sg skomplikowane i nalezy doceni¢ umiejetnosci doktorantki w
wyizolowaniu wtasciwego produktu. Sama doktorantka nie docenita swoich w tym punkcie osiggniec
podsumowujgc ten fragment badan stwierdzeniem: ,,Synteza chimer peptydowych, w ktérych peptydy je
budujace zostaly pofaczone wiazaniem izopeptydowym, przebiegta bez wiekszych problemoéw z
zadawalajgcg wydajnoscig”. Jednak dobrze bytoby przy podawaniu wydajnosci otrzymanych zwigzkéw

(jak np. w tabeli na str. 178) opisa¢ co oznacza wydajnosc syntezy podana w ostatniej kolumnie.

Podsumowujgc uwazam, ze przedstawiona praca doktorska mgr Natalii Ptaszynskiej jest bardzo
dobrze zaplanowana i starannie wykonana. Zrealizowany przez doktorantke program badawczy
odpowiada wszelkim swiatowym standardom w zakresie stosowanych technik eksperymentalnych. Mgr
Natalia Ptaszynska w ramach swojej pracy doktorskiej przeprowadzila z sukcesem syntezy
zaplanowanych peptyddéw: byty to peptydy i peptomery o réznej dtugosci od kilku do ponad 30 reszt
aminokwasowych, w tym peptydy i peptomery zawierajgce mostek disulfidowy. Otrzymane zwigzki
pozwolity doktorantce na zbadanie mechanizmu splicingu peptydowego, co wymagato od niej
umiejetnosci prowadzenia badan enzymatycznych i wyciggania wnioskéw z otrzymanych wynikéw.
Opanowanie wszystkich tych umiejetnosci $wiadczy o duzych zdolnosciach i wiedzy mgr Natalii
Ptaszynskiej i klasyfikuje doktorantke jako osobe dobrze przygotowang do podejmowania réznorodnych

wyzwan naukowych.

Prace doktorskg mgr Natalii Ptaszynskiej przeczytatam z duzym zainteresowaniem. Ale z obowigzku

recenzenta ponizej przedstawie kilka uwag:

1. Jednym z gtéwnych moich zastrzezen jest zastosowany przez doktorantke opis przeprowadzonych
badan i opis wynikdw. Wydaje mi sie, ze stosowany w wiekszosci prac doktorskich podziat na opis
badan i dyskusji wynikow, przy wydzielonej czesci doswiadczalnej opisujacej zastosowane
procedury, umieszczonej po rozdziale omawiajgcym ogodlnie przeprowadzone badania i ich wyniki
bytby zdecydowanie lepszy. W zataczonej pracy dokumentacja HPLC-MS jest wpleciona w dyskusje
wynikéw. Np. na str 134-136 duze chromatogramy i widma masowe, umieszczone w tym miejscu
zdecydowanie utrudniajg $ledzenie dyskusji otrzymanych wynikéw. Taka dokumentacja powinna
by¢ zamieszczona na koncu pracy w suplemencie, ktéry powinien obejmowac¢ dokumentacje
analityczng wszystkich otrzymanych zwigzkéw. Umieszczenie chromatogramow i tabeli z masami

molowymi obok siebie spowodowato, ze dostrzegtam niezgodnosci, np. na str 133 masy molowe



zwiazkdw zamieszczone w tabeli nie zgadzajg sie z warto$ciami m/z zamieszczonymi na nastepnej

stronie (peptydy 3-7). Masy molowe sa zapewne o 1u mniejsze.

2. Mam réwniez zatrzezenia do wygtadu tabel, wiele z nich jest dla czytelnika nieczytelna, niewyrazna
czcionka wskazuje na kopiowanie z innych dokumentdw i na pospiech przy koricowej korekcie
graficznej pracy. To samo dotyczy wygladu wzoréw — zostosowana czcionka jest albo
niepotrzebnie wytluszczona (np. str. 36), co sugeruje nie wiem czym uzasadniong waznos¢, albo na

skutek przekopiowywania z innych dokumentéw jest niewyrazna (np. str. 17)

3. Mam réwniez zastrzezenia do przygotowanego przez doktorantke spisu skrétéw, w ktérym znalazt
sie np. MeOH (skrét znany nawet uczniom), ale nie znalazto sie wiele skrétéw uzywanych w tej

pracy (str. 130, np. bufor HRPES, mysle rowniez, ze pewnie nazwa tego buforu powinna by¢ HEPES)

Powyzej wymienione drobne btedy redakcyjne nie wptywajg oczywiscie na warto$¢ naukowa

rozprawy i na mojg bardzo pozytywng opinie o tej pracy.

Stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa doktorska mgr Natalii Marii Ptaszyniskiej pt.:
,Miedzyczgsteczkowe mostki disulfidowe: zastosowanie w badaniu mechanizmu splicingu peptydowego
katalizowanego przez proteinazy i w syntezie koniugatow peptydowych” spetnia znakomicie wszelkie
wymagania stawiane ustawg o stopniach i tytule naukowym (Dz.U.Nr 65, poz.595) i zwracam sie z
whnioskiem do Rady Wydziatu Chemi Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Natalii Marii

Ptaszynskiej do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Jednoczes$nie bioragc pod uwage bardzo duig warto$¢ merytoryczng badan wykonanych przez
doktorantke, nowatorski charakter pracy, a takze fakt, ze wyniki pracy doktorskiej mgr Natalii
Ptaszynskiej zostaty opublikowane w 8 pracach, zamieszczonych w doskonatych czasopismach o
zasiegu miedzynarodowym, a w 3 pracach doktorantka jest pierwszg autorka, wnosze o wyrdznienie
tej rozprawy doktorskiej. Opublikowanie tak duzej ilosci prac z zakresu badan prowadzonych w
ramach pracy doktorskiej sSwiadczy o duzym zangazowaniu mgr Natalii Ptaszynskiej w prowadzone
badania i jej wszechstronnym przygotowaniu do prowadzenia tak réznorodnych i nowatorskich badan

w dziedzinie inhibitoréw enzymadw.
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