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Recenzja rozprawy doktorskiej

Mgr inz. Justyny GRZYMSKIEJ

z Katedry Chemii Biologicznej i Bioobrazowania,
Wydziatu Chemicznego, Politechniki Wroctawskiej

pt. ,,Badanie wpltywu modyfikacji potranslacyjnych na aktywnos¢ wybranych
enzymow proteolitycznych.”

Sposréd  wielu mozliwych modyfikacji potranslacyjnych fosforylacja jest
procesem najpowszechniejszym, wprowadzajgcym dodatkowy podwdjny tadunek
ujemny w tancuchu bocznym. Inne modyfikacje roznicujg strukture naturalnych
aminokwasOw rozszerzajgc znacznie ich pule jako elementow budulcowych biatek.
Niektore enzymy, szczegolnie proteolityczne, sg w stanie rozpoznawac takie
modyfikowane aminokwasy, co decyduje nie tylko o sile ich dziatanie ale przede
wszystkim ich specyficzno$ci.

Praca doktorska mgr Grzymskiej dotyczy analizy taczgcego sie z tymi
wiasciwosciami problemu. Po pierwsze doktorantka badata wptyw metylacji i
fosforylacji reszt aminokwasowych w pozycji P1 na aktywnos¢ wybranych katepsyn —
L, B, V, S i K. Badata takze wptyw fosforylacji seryn i treonin na aktywnos¢ kaspazy 3
i 7. Badania te pozwolity na okreslenie preferencji substratowych badanych katepsyn
oraz otrzymanie zestawu tetrapeptydow fluorogenicznych specyficznych dla
katepsyny S i markera chemicznego selektywnego w stosunku do tej katepsyny.



Badania oproécz projektowania i syntezy obejmowaly takze analize kinetyczng
liganddw.

W oparciu o przeglad literaturowy doktorantka zapoznata sie z grupg proteaz
cysteinowych — kaspazy 3- i 7-, oraz katepsyn S. Informacje te poszerzyta takze o
metody okreslania specyficznosci substratowej, markery chemiczne do badania
enzymow, szczegolnie fluorescencyjne a takze modyfikacje potranslacyjne. Wiedza ta
prezentujgca pozytywy ale tez ograniczenie poszczegdlnych metod pozwolita na
wtasciwe zaplanowanie procesu badawczego oraz analize wynikow prowadzgcg do
odpowiednich wnioskow.

Poniewaz zmiany potranslacyjne, np. metylacja czy fosforylacja mogg, zgodnie
z doniesieniami literaturowymi, wywotywac¢ bardzo zréznicowane efekty komorkowe,
konieczne jest ich badanie. Oba procesy, na przyktad, mogg chroni¢ zwijajgce sie
biatko przed przedwczesng degradacjg. Natomiast fosforylacja moze stuzy¢ takze
przekazywaniu sygnatdw wewnatrzkomorkowych czy aktywowacC miejsca aktywne
enzyméw. Zmiany potranslacyjne prowadzg takze do otrzymywania nowych form
aminokwasOw poszerzajgc znacznie pule aminokwasow naturalnych. Wydaje sie
interesujgce, czy modyfikowane aminokwasy bedg rozpoznawane przez proteazy i czy
ich obecnosc¢ utatwi czy utrudni degradacje biatek.

Te cele postawita sobie doktorantka korzystajgc z metod oraz bazy naturalnych
i nienaturalnych aminokwasow, ktérymi dysponuje promotor tej rozprawy, Kierownik
Katedry, profesor Marcin Drag.

Cel, ktéry postawita sobie doktorantka podzielony zostat na dwie czesci.
Pierwsza dotyczyta badania katepsyny S i innych katepsyn. Objeta ona okreslenie
wptywu metylacji i fosforylacji pozycji P1 substratow biatkowych na aktywnosé
proteazy. Dla osiggniecia tego celu doktorantka stworzyta petng biblioteke zawierajgca
naturalne i nienaturalne aminokwasy co pozwolito na stworzenie profilu specyficznosci
substratowej. Druga czes$¢ dotyczyta kaspaz 3- i 7-, ktdre rozpoznajg kwasne
aminokwasy w pozycji P1 substratu. W miejsce kwaséw asparaginowego lub
glutaminowego doktorantka umiescita fosforylowang seryne lub treonine i takze
zbadata aktywno$¢ proteaz. Stosowata metode inicjowania i wygaszania fluorescencji
przez wprowadzanie odpowiednich znacznikédw — ACC (kwas 7-aminokumaryno-4-
octowy) jako donor i N-dinitrofenylolizyna jako akceptor (wygaszacz).

Analiza specyficznosci substratowej katepsyn wykazata, ze pozycja P1 jest

wrazliwa na dziatanie katepsyn jezeli zawiera naturalne i nienaturalne aminokwasy



zasadowe, chociaz praktycznie identyczny profil dotyczy wszystkich, badanych
katepsyn. Pozycja P2 jest bardzie selektywna dla poszczegdlnych podtypow, czesto
w stosunku do aminokwaséw aromatycznych a pozycje P3 i P4 nieselektywne
zaréwno przestrzennie jak i stereochemicznie. Doktorantka zbadata takze preferencije
substratowe w pozycjach P1’ i P2’ (od C-konca). W pozycji P1’ wszystkie katepsyny
nie toleruje proliny i jej analogdw a ich wysoka specyficznoS¢ obserwowana jest
jedynie w przypadku katepsyny L. Pozycja P2’ jest takze mato selektywna, chociaz
istniejg pewne réznice pomiedzy podtypami. Analiza wynikow badan zostata przez
doktorantke  wykorzystane do otrzymania tetrapeptydowych  substratow
dedykowanych specyficznie dla katepsyny S oraz fluorescencyjnego markera
chemicznego.

W czesci drugiej doktorantka badata kaspazy 3, 7 ale takze 6 i 8, ich
selektywno$¢ oraz mozliwos¢ blokowania przez fosforylowane aminokwasy w
pozycjach P1, P2 oraz P1’, P2’. Substraty wybrane do badan oparte byly na
naturalnych peptydach YAP1 i VIME. Doktorantka sprawdzita trzy miejsca ciecia
zalezne od treoniny lub seryny po obu stronach miejsca lizy (P2 oraz P1’ i P2’).
Poréwnata szybko$¢ rozpadu dla pochodnych naturalnych i fosforylowanych.
Poszczegdlne miejsca lizy byly selektywnie rozpoznawane przez odpowiednie
kaspazy a ich dziatanie potwierdzone przez analize LC-MS fragmentéw. Analiza MS
potwierdzita, ze kaspaza 3 hydrolizuje peptyd VIME z fosforylowang seryng w pozyciji
P2’. Jest to pierwsze literaturowe potwierdzenie rozpoznawania fosforylowanej seryny
w bezposredniej bliskosci miejsca lizy dla kaspazy 3. Analogiczne badania
przeprowadzone dla fragmentu biatka PARP, ktore hydrolizowane jest przez kaspazy
3 i 7 wykazaly natomiast, ze zastgpienie naturalnego kwasu asparaginowego lub
glutaminowego w pozycji P1 przez seryne, treonine, fosforylowane aminokwasy lub
ich inne analogi nie przeszkadza lizie chociaz jest znacznie ona wolniejsza. Sktad
mieszaniny po hydrolizie takze potwierdzono metodg LC-MS.

Wyniki osiggniete przez doktorantke sg wazne. Dostarczajg szczegdtowych
informacji o selektywnosci dziatania enzymoéw proteolitycznych oraz metodach, ktére
mozna stosowac dla badania takich zaleznosci. Pozwala takze na otrzymanie
markerow chemicznych, selektywnych oraz pozwalajgcych na badanie/obrazowanie
aktywnosci enzyméw przyzyciowe.

Praca jest zwiezta i klarowna, bardzo dobrze zredagowana i zaprezentowana.

Nalezy podkresli¢ znakomitg znajomosc¢ procedur technicznych, syntetycznych i



analitycznych stosowanych w pracy z biatkami, co potwierdza szerokg wiedze
doktorantki oraz jej umiejetnosci praktyczne.

Poziom pracy formalnie i merytorycznie jest bardzo wysoki, jednakze chciatbym
poprosi¢ doktorantke o wyjasnienie kilku problemoéw, ktére zauwazytem czytajgc
prace:

- pomine nieliczne literéwki;

- doktorantka bardzom czesto cytuje okreslenia angielskojezyczne, ktore majg

w sposob zargonowy zastepowaé okreslenia polskie np. refluks (w
temperaturze wrzenia). Refluks ma zresztg specjalne znaczenie medyczne;

- okreslenie to pojawia sie w schematach syntetycznych — rysunek 20 i 70-74.
Schematy 20 i 70 sg identyczne a 71-74 przedstawiajg poszczegolne etapy
syntetyczne, ale opisy nie oddajg faktycznych warunkéw reakcji —
substraty/rozpuszczalnik/temperatura wrzenia/czas;

- dlaczego miejsce lizy oligopeptydow jest wyraznie oznaczone jedynie w
przypadku badania aktywnosci kaspaz. Taki zapis uzyty w catej pracy
pomogtby w znaczgcy sposob w czytaniu i analizowaniu rozprawy. Znacznie
utatwitby takze analize umiejscowienia pozycji P1, P2, P1’ i P2’. Dotyczy to
takze sekwencji przedstawionych na stronie 114;

- kolory uzyte w rysunku 22 nie zawsze sg adekwatne. Ten sam kolor oznacza
67% i 107%. Poza tym, czy warto podawac niskie wartosci (do 10%) poniewaz
mieszczg sie w granicach btedu;

- w badaniach specyficznosci substratowej katepsyn przynajmniej w kilku
przypadkach wazniejsze wydajg sie oddziatywania n-n elektronowe pierscieni
aromatycznych, szczegodlnie wtedy, gdy widoczna jest b. duza réznica w
stosunku do stereoizomeru L a miejsce wigzace (np. S1 i S2) jest niewielkie;

- wieloznaczne jest uzyte okreslenie P1-P4, raz jako aminokwas a raz jako
tancuch boczny;

- na stronie 123 uzyte zostato okreslenie pomiar hydrolizy, prawdopodobnie
chodzito o pomiar szybkosci lub stopnia hydrolizy;

Uwagi te przytaczam jedynie z obowigzku recenzenta, aby w przysztosci mozna je byto

uwzglednic.

Pomimo przedstawionych wyzej uwag moja ocena rozprawy doktorskiej mgr

inz. Justyny GRZYMSKIEJ jest bardzo pozytywna poniewaz postawione cele



badawcze i poznawcze zostaty zrealizowane, a doktorantka wykazata sie znakomitym
opanowanie warsztatu badawczego i umiejetnoscig witasciwego i skutecznego
planowania badan. Uwazam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr inz. Justyny
GRZYMSKIEJ spetnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1-2 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z pézn.
zm.). Skladam zatem wniosek do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne,
Wydziatu Chemicznego, Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie mgr inz. Justyny
GRZYMSKIEJ do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Lublin, dn. 2024-04-10



Uzasadnienie

Z uwagi na wielokierunkowe badania z wykorzystaniem r6znorodnych technik i metod,
osiggniete rezultaty i szerokie upowszechnienie — prezentacje konferencyjne oraz
publikacje, a takze grant zewnetrzny (FNP), w ramach ktérego zrealizowano projekt

wnosze o wyroznienie doktoratu mgr inz. Justyny GRZYMSKIEJ.
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