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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marty Lubos

pt.: ,Projektowanie, chemiczna synteza oraz badania kinetyczne peptydowych
niekowalencyjnych i kowalencyjnych inhibitoréw proteasomu”

Jednym z najwazniejszych systemdéw degradacji biatek pozwalajgcych na utrzymanie
wtasciwej homeostazy komdrkowej jest system ubikwityno-proteasomowy (UPS), ktory
degraduje wiekszo$¢ (az do 90%) biatek komodrkowych. Zaangazowany w ten system
proteasom 20S petni zaréwno role ochronng (rozktadajgc Zle sfatdowane lub uszkodzone
biatka), jak i regulatorowg (poprzez rozktad biatek regulatorowych) uczestniczagc w regulacji
podstawowych proceséw zyciowych. Poniewaz w komdrkach nowotworowych obserwuje sie
podwyzszong aktywnos$¢ proteasomu, jak réwniez komadrki te sg czesto bardziej wrazliwe na
inhibicje proteasomu niz komérki prawidtowe, to wiele osrodkéw naukowych prowadzi od lat
badania nad opracowaniem aktywnych i selektywnych inhibitoréw proteasomu, zaréwno pod
katem poznawczym, jak i z powodu potencjalnego wykorzystania tego typu zwigzkéw w
terapii przeciwnowotworowe;j.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr Marty Lubos podejmuje zagadnienia w
zakresie tej niezwykle waznej obecnie tematyki. Praca ta jest w pewnym stopniu kontynuacja
badan od lat prowadzonych w Katedrze Biochemii Molekularnej Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Krzysztofa Rolki w zakresie
poszukiwan peptydowych inhibitoréw proteaz serynowych lub treoninowych. Promotorem
pomocniczym tej pracy byt dr hab. Dawid Debowski.

Celem pracy doktorskiej mgr Marty Lubos byto zaprojektowanie, przeprowadzenie
syntezy i badania kinetyczne dwdch grup inhibitoréw ludzkiego, konstytutywnego
proteasomu 20S. Pierwszg grupe stanowity aldehydy zbudowane z 4 reszt aminokwasowych,
wigzace sie z proteasomem w sposéb kowalencyjny, a drugg analogi inhibitora trypsyny
wyodrebnionego z nasion stonecznika (SFTI-1), tgczace sie z proteasomem w sposdb
niekowalencyjny.

Praca doktorska mgr Marty Lubos ma uktad klasyczny dla eksperymentalnych prac
chemicznych, sktada sie z przegladu literaturowego (53 strony), celu pracy (3 strony), opisu
badan wtasnych (21 stron), opisu i dyskusji wynikéw (30 stron) oraz podsumowania (3 strony).
W pracy jest rowniez zamieszczony wykaz stosowanych skrétow, spis rysunkow i spis
literatury cytowanej obejmujacy az 262 pozycje (17 stron!).
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W czeSci wstepnej przegladu literaturowego (229 odnos$nikéw literaturowych)
doktorantka przedstawita stan obecnej wiedzy dotyczacy systemu ubikwityna-proteasom
omawiajgc budowe i funkcje proteasomu, w tym budowe i funkcje jednostek 20S i 19S.
Przedstawita réwniez budowe ubikwityny i proces ubikwitynacji biatek przeznaczonych do
degradacji.

Kolejne rozdziaty obejmujg przeglad literatury pod katem poszukiwan inhibitoréw do
zastosowan w terapii przeciwnowotworowej. Doktorantka starannie omdwita budowe i
aktywnos¢ inhibitoréw proteasomu konstytutywnego (peptydowe aldehydy, epoksyketony,
winylosulfony, peptydowe pochodne kwasu borowego, B-laktony, syrbaktyny) i inhibitoréw
immunoproteasomu. Oddzielny rozdziat dotyczy niekowalencyjnych inhibitoréw peptydowych
(inhibitory Bowmana-Birki, SFTI-1, sunflower trypsin inhibitor 1).

Przedmiotem pracy doktorskiej mgr Marty Lubos byto zaplanowanie, synteza i badania
kinetyczne nowych peptydowych inhibitoréw proteasomu. Synteze zaplanowanych zwigzkéw
doktorantka przeprowadzita na nos$nikach statych, manualnie Ilub z uzyciem
potautomatycznego syntezatora z zastosowaniem strategii Fmoc/tBu.

W celu znalezienia nowych inhibitorow proteasomu doktorantka przeprowadzita synteze
dwéch grup inhibitorow ludzkiego, konstytutywnego proteasomu 20S:

1. pierwszg grupe stanowity aldehydy zbudowane z 4 reszt aminokwasowych, wigzace sie
z proteasomem w sposdb kowalencyjny. Synteze 40 peptydowych aldehydéw doktorantka
przeprowadzita z zastosowaniem zywicy NovaSyn TG,

2. drugg grupe stanowity analogi inhibitora trypsyny wyodrebnionego z nasion
stonecznika (SFTI-1), taczace sie z proteasomem w sposéb niekowalencyjny. Synteze 30
analogéw SFTI-1 zostata przeprowadzona na zywicy chloro-(2’-chloro)tritylowej lub zywicy
Tenta Gel.

Peptydy po zdjeciu z zywicy byty analizowane, oczyszczane przy pomocy wysokopreznej
chromatografii cieczowej na fazach odwrdéconych (RP HPLC), a nastepnie ich budowa byta
potwierdzana metodami spektrometrii mas (MALDI-TOF).

Badania wtasnosci inhibitorowych otrzymanych analogédw w stosunku do proteasomu 20S
doktorantka przeprowadzita z wykorzystaniem substratdw fluorogenicznych, odpowiednich
dla danej aktywnosci peptydazowej. Badania nad toksycznoscig inhibitorow proteasomu
wobec komoédrek prawidtowych i nowotworowych zostaty wykonane w laboratoriach
wspotpracujgcych: przez zespdét dr hab. Iwony Inkielewicz-Stepniak z Katedry i Zaktadu Chemii
Medycznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, a badania nad toksycznoscig inhibitoréw
proteasomu wobec ludzkiej linii komodrek glejaka zostaty wykonane przez zespdét dr. Timo
Burstera z Wydziatu Biologii Uniwersytetu Nazarbajewa w Astanie (Kazachstan).

Wyniki porownania aktywnosci inhibitorowej serii inhibitorow aldehydowych wskazaty, ze:

1. Najwiekszg aktywnos¢ wobec podjednostki Blc (aktywno$é w zakresie 140-190 nM) wykazaty
peptydowe aldehydy o strukturze pierwszorzedowej IPMD-al, posiadajgce na swym N-koncu grupy



acylowe z dtugim taricuchem hydrofilowym (analog 5) lub hydrofobowym (analog 6) zakonczonym
grupa aminowa.

2. Sposrdd inhibitoréw zaprojektowanych, aby blokowa¢ podjednostke B2c najsilniejszym okazat
sie analog 16, (peptydowy aldehyd O1Pent-VVMR-al), o aktywnosci ok. 20 nM.

3. Witasciwosci inhibitorowe peptydowych aldehyddéw, zawierajgcych na C-koricu reszte Phe,
badane wobec podjednostek B5c i B5i wskazaty, ze wiekszos¢ analogéw byta nieselektywna. Jedynie
zwigzki 21 i 22 charakteryzowaty sie nieznaczng selektywnoscig (inhibitory te hamowaty 2,7-razy
mocniej podjednostke B5i niz P5c). Na aktywnos¢ inhibitorowg wptywaty rdowniez reszty
aminokwasowe lezgce w kolejnych pozycjach: P2, P3 i P4. Trudno jednak na podstawie otrzymanych
wynikéw wyciggnac ogdlne wnioski. Najbardziej aktywne inhibitory o aktywnosci 20-30 nM (25, 27 i
28) miaty w pozycji P2 reszte Phe i dotgczony na N-koricu tancuch poli(tlenku etylenu) 020cta.

4. Niezmiernie interesujgce informacje o wymaganiach strukturalnych inhibitorow podjednostek
B5c i B5i wnoszg analogi 33 i 34, ktére sg peptomerami, a wiec nie posiadajg atomu wodoru przy
atomie azotu w wigzaniu amidowym. Poniewaz te analogi nie wykazujg aktywnosci inhibitorowej
wobec proteasomu, to mozina z tego faktu wnioskowaé, ze w oddziatywaniach inhibitora z
proteasomem niezmiernie istotng role odgrywajg wigzania wodorowe tworzone przez atom wodoru
znajdujacy sie przy amidowym atomie azotu. Warto bytoby zaproponowac¢ nowg serie analogow,
ktdra potwierdzitaby ten wniosek.

5. Badania z wykorzystaniem ludzkich linii komdrkowych: osteoblastéw ptodowych,
kostniakomiesaka, nowotworu trzustki i ostrej biataczki szpikowej Jurkat, wykazaty jednak nizszg
aktywnos¢ najlepszych inhibitorow z otrzymanych przez doktorantke serii [020cta-VLSF-al (21) i
020cta-hF-LFF-al (28)] w poréwnaniu do referencyjnego peptydowego aldehydu MG-132.

Druga seria analogéw dotyczyta analogéw inhibitora trypsyny [Arg5,Lys7,8]SFTI-1), ktora
zostata zaprojektowana w celu zbadania wptywu na aktywnos¢ inhibitorowa a) rodzaju cyklizacji, b)
usuniecia/substytucji aminokwaséw znajdujgcych sie w pozycji 1 i 2 (Glyl, Arg2), c) wptywu
modyfikacji N-kornicowej grupy aminowej, d) wptywu podwojenia struktury pierwszorzedowej.

Wyniki aktywnosci inhibitorowej tej serii wskazaty, ze:

a. peptyd 41 ([Arg5,Lys7,8]SFTI-1, posiadajgcy mostek disulfidowy) i 42 (bicykliczny analog 41 z
dodatkowg cyklizacjg fancucha gtéwnego) byly mocniejszymi inhibitorami niz ich analogi 43
(posiadajacy cyklizacje gtdwnego taricucha peptydowego) i 44 (liniowy).

b. Inhibitor 64 posiadajgcy na swym N-koricu hydrofilowa pochodng poli(tlenku etylenu), okazat
sie najsilniejszym inhibitorem podjednostki P2c sposréd wszystkich badanych analogéw
[Arg5,Lys7,8]SFTI-1.

C. Inhibitory o podwdjnej sekwencji (z wyjatkiem peptydu 71) byty najsilniejszymi inhibitorami
podjednostek Blci B5c.

Jednak analogi z tej serii wykazywaty stabsze wfasnosci inhibitorowe wobec proteasomu niz
peptydowe aldehydy otrzymane w pierwszej serii.



Prace doktorskg mgr Marty Lubos przeczytatam z duzym zainteresowaniem. Praca jest
napisana nienaganng polszczyzng, zwiezle i przejrzyscie. Z przestawionego przegladu
literaturowego i starannego omawiania wynikéw aktywnosci biologicznych otrzymanych przez
doktorantke zwigzkdw wyraznie widac jej wielkie zainteresowanie zwigzkami o potencjalnym
wykorzystaniu w medycynie. Na podkreslenie zastuguje duza liczba zsyntezowanych analogéw
(w sumie 70!), a nie byty to tylko proste peptydy, bo byty to tez peptomery, peptydy cykliczne
(zawierajgce mostek disulfidowy, badz cykliczny tancuch gtéwny), jak réwniez peptydy
bicykliczne. Doktorantka musiata prowadzi¢ syntezy na rdznorodnych zywicach, stosowacd
rézne pochodne aminokwasowe umozliwiajace np. wytwarzanie mostkéw disulfidowych w
ortogonalnych warunkach. Mozna sie réwniez domyslac¢ (choé¢ doktorantka o tym w pracy nie
wspomina), ze oczyszczanie niektérych zwigzkéw tez nie byto proste. Wszystkie te
umiejetnosci nabyte przez doktorantke podczas wykonywania pracy $wiadczg o tym, ze jest
ona obecnie doskonale wyszkolonym chemikiem w zakresie syntezy i badan kinetycznych
peptyddw. Waznym elementem jest tez fakt, ze wyniki pracy zostaty juz opublikowane w 4
publikacjach w czasopismach z listy filadelfijskiej, a zapewne niedtugo ukazg sie nastepne.

Z ciekawosci i obowigzku recenzenta chciatabym zada¢ kilka pytan, ktére nasunety mi sie
podczas czytania tej rozprawy doktorskiej:

1. Szkoda, ze doktorantka na etapie przedstawiania celu pracy nie podata przestanek,
ktérymi sie sugerowata projektujgc poszczegdlne grupy analogéw z serii pierwszej (aldehydy).
Niektore z brakujacych na tym etapie czytania pracy informacji mozna znalezé w dalszych
czeSciach pracy podczas omodwienia otrzymanych wynikéw, ale lepiej bytoby podad
uzasadnienie wprowadzanych zmian juz w celu pracy. Poza tym tytut pracy brzmi
,Projektowanie, synteza itd.” Mam wiec nadzieje, ze podczas obrony doktorantka omdwi ten
problem bardziej dogtebnie.

2. Do otrzymywania peptydowych inhibitorow z grupg aldehydowg na C-korcu
doktorantka stosowata zywice NovaSyn TG (Novabiochem), zabrakto mi w pracy bardziej
szczegbtowego omowienia samej zywicy, stosowanego linkera, procesu zdejmowania peptydu
z zywicy. W pracy jest tylko podana mieszanina uzyta do zdjecia: kwas octowy/woda/chlorek
metylenu/metanol (10:5:63:21), bez podania odnosnika do literatury.

3. Doktorantka do wprowadzenia grupy acetylowej na N-koniec peptydylozywicy uzywa
10-ktotny nadmiar molowy acetyloimidazolu, prowadzgc reakcje przez 75 min. Czy nie
wystarczytoby zastosowaé bezwodnik octowy przez 5 minut?

4. Ciekawa jestem, czy otrzymane aldehydy peptydéw byty przechowywane bez dostepu
do powietrza (aby zapobiec utlenieniu do kwasu), jesli nie, to czy byty obserwowane produkty
utlenienia po jakims$ czasie?

5. Peptydowy aldehyd uzywany jako zwigzek referencyjny MG132 zostat szczegdtowo
oméwiony w czesci literaturowej pod katem jego aktywnosci biologicznej, jednak szkoda, ze
doktorantka nie omowita w tym miejscu tez jego analogéw i prob modelowania w centrum
aktywnym proteasomu (tak jak jest to przyktadowo przestawione w pracy Molecules 2011, 16,



7551-7564, na podstawie struktury krystalicznej proteasomu 20S z peptydowym aldehydem
MG131).

Wymienione powyzej zagadnienia majg na celu podjecie na obronie wspdlnej z
doktorantka dyskusji na interesujgce mnie zagadnienia i nie majg wptywu na mojg pozytywna
opinie o tej pracy.

Podsumowujgc stwierdzam, ze praca doktorska mgr Marty Lubos obejmowata bardzo
szeroki zakres prac zaréwno syntetycznych, jak i badain aktywnosci inhibitorowych
otrzymanych zwigzkéw. Wszystkie etapy badan wymagaty od doktorantki wszechstronnego
przygotowania, zaréwno teoretycznego, jak i eksperymentalnego. Ze wszystkich etapdw pracy
doktorantka wywigzata sie bardzo dobrze. Nabyte w trakcie wykonywania pracy umiejetnosci
klasyfikujg doktorantke juz jako wszechstronnego badacza w zakresie szeroko pojetej chemii
medycznej, przygotowanego do podejmowania réznorodnych wyzwan naukowych.

Z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa mgr Marty Lubos
zatytutowana , Projektowanie, chemiczna synteza oraz badania kinetyczne peptydowych
niekowalencyjnych i kowalencyjnych inhibitorow proteasomu” spetnia wszelkie wymagania
stawiane ustawg o stopniach i tytule naukowym i zwracam sie z wnioskiem do Rady
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Marty Lubos do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.
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