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RECENZJA

Pracy doktorskiej Pani mgr inz. Justyny Grzymskiej
pt.: ,,Badanie wplywu modyfikacji potranslacyjnych

na aktywnos$¢ wybranych enzyméw proteolitycznych”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr inz. Justyny Grzymskiej zostata
wykonana w Katedrze Chemii Biologicznej i Bioobrazowania na Wydziale Chemicznym
Politechniki Wroctawskiej pod kierunkiem Pana prof. dr hab. Marcina Draga. Badania
zawarte w niniejszej pracy powstaty w ramach grantu TEAM (2017-4/32) Fundacji na Rzecz
Nauki Polskiej, zatytutowanego ,,Wyzwania w projektowaniu selektywnych markeréw do
obrazowania enzymow proteolitycznych”; kierowanego przez Promotora.

Celem rozprawy sformulowanym przez Doktorantke bylo zbadanie wpltywu
wybranych modyfikacji potranslacyjnych na aktywnos¢ katepsyn (L, B, V, S, K) oraz kaspaz
(przede wszystkim kaspazy-3 oraz -7). Cele szczegotowe obejmowaty: (1) Zbadanie wptywu
fosforylacji oraz metylacji aminokwaséw w pozycji P1 na aktywnos$¢ katepsyny L, B, V, S
oraz K; (2) Okreslenie preferencji substratowych wybranych ludzkich katepsyn w pozycjach
P4-P2° za pomoca zdefiniowane] oraz kombinatorycznej biblioteki substratow
fluorogenicznych; (3) Zaprojektowanie oraz syntez¢ tetrapeptydowych substratow
fluorogenicznych selektywnych wzgledem katepsyny S; (4) Analize kinetyczng
zsyntetyzowanych tetrapeptydowych substratow fluorogenicznych i wybranie sekwencji
optymalnej dla katepsyny S; (5) Zaprojektowanie, synteze i analiz¢ biochemiczng markera
chemicznego selektywnego wobec katepsyny S; (6) Zaprojektowanie, synteze i wyznaczenie
parametréw kinetycznych substratow zawierajacych fosforylowane reszty seryny oraz

treoniny dla kaspazy-3 oraz -7.
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Ocena pracy

Z formalnego punktu oceniana praca doktorska ma forme¢ klasycznej rozprawy
z podziatem na 9 gtownych czesci. Czegsé teoretyczna obejmuje rozdziat 1, rozdziat 2 omawia
cele pracy, wyniki zawarte sg W rozdziale 3, calos¢ podsumowano w rozdziale 4,
zawierajacym tez wnioski koncowe. Rozdzial 5 stanowi cze$¢ eksperymentalna, po czym
znajduje si¢ wykaz stosowanych skrotéw, struktury aminokwasow uzytych w syntezie
bibliotek, spis dorobku naukowego Doktorantki. Prace konczy spis cytowanej literatury
obejmujacy 266 pozycji. Praca zostata napisana w jezyku polskim i obejmuje 199 stron, na
ktorych tacznie zamieszczono 76 rysunkow oraz 9 tabel.

W czgéci literaturowej, Autorka zapoznaje Czytelnika z proteazami cysteinowymi,
ktadac gtdéwny nacisk na kaspazy (W szczegolnosci kaspazy-3 i-7) oraz katepsyny cysteinowe
(sposrod ktorych szczegdtowo omodwiono katepsyne S). W ramach czgsci teoretycznej, mgr
inz. Justyna Grzymska umiescita tez rozdzial (1.3) opisujacy metody okreslenia
specyficznoéci substratowej proteaz, gdzie po kolei omowila: metody chemiczne
(wykorzystujace syntez¢ peptydow na podlozu statym do stworzenia bibliotek substratow
peptydowych min. w oparciu o strategie ,,mieszaj i dziel” lub z wykorzystaniem mieszaniny
izokinetycznej); biologiczne (w oparciu o prezentacje fagowa czy tez metod¢ YESS),
mikromacierze oraz metody PICS, TAILS, COFRADIC oraz DIPPS. Nastgpnic omoéwione
zostaly markery chemiczne pierwszej generacji 1 wewngtrznie wygaszane markery chemiczne
oraz wypunktowano przyklady ich zastosowania. Ostatni podrozdziat tej czgsci pracy jest
poswigcony modyfikacjom potranslacyjnym, ale gtéwnie Doktorantka skupita si¢ na
omoOwieniu fosforylacji biatek. Tutaj tez omowita stan wiedzy dotyczacy wplywu fosforylacji
w okolicy miejsc hydrolizy naturalnych aminokwaséw przez kaspaze-3, -7 i -8. Pani
Grzymska zwrocita tez uwage, ze ,fosforylacja moze zatem zapewni¢ mechanizm
regulacyjny chronigcy substraty przed degradacja za posrednictwem kaspaz”. Podata tez
przyktady badania profili specyficznosci substratowej enzymoéw z wykorzystaniem
nienaturalnych, w tym potranslacyjnie modyfikowanych reszt aminokwasowych.
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Jak juz wspomniatam, Doktorantka wyroznita 6 szczegotowych zadan swojej pracy
badawczej, a uzyskane wyniki sa oméwione w dwoch podrozdziatach tj. 3.1 dotyczacym
badan z uzyciem Katepsyn oraz 3.2 dotyczacym kaspaz. Po zapoznaniu si¢ z tymi
podrozdziatami, uwazam, ze Doktorantka zrealizowata cele rozprawy. Swoja prace badawcza
Doktorantka zaczgta od syntezy 27 substratow o ogélnej strukturze Ac-Ala-Arg-Leu-P1-Acc
(zebranych w tabeli 6), sposrod ktorych 17 stanowily substraty zawierajagce aminokwasy
nienaturalne np. metylowang arginine, utleniong metioning, czy tez fosforylowang treoning
(patrz rys. 19). Ten etap badan pozwolit na stwierdzenie, ze fosforylacja reszt serynowych
oraz treoninowych catkowicie hamuje reakcje hydrolizy enzymatycznej, metylacja reszt
aminowych argininy spowalnia zachodzaca reakcj¢, natomiast metylacja reszt kwasowych
przyspiesza badz umozliwia zajscie hydrolizy w poréwnaniu do naturalnych reszt kwasowych
w P1l. W szczegolnosci, Autorka uznala za istotny wynik wskazujacy, iz katepsyna S
hydrolizuje substrat z metylowanym kwasem glutaminowym w pozycji P1 z szybkoscia
porownywalng do hydrolizy substratu z reszta L-argininy w P1. Wobec tego postanowita
wykorzystaé t¢ informacje w dalszym projektowaniu selektywnego substratu dla katepsyny S.
Jednakze analizujac rys. 22, mozna zauwazy¢, ze sposrod modyfikowanych reszt
aminokwasowych w pozycji P1, L-cytrulina jest hydrolizowana przez katepsyne S nawet
szybciej niz L-grginina i co najmniej 3 razy szybciej niz przy uzyciu innych katepsyn. Czy
zatem reszta L-cytruliny w pozycji P1 nie bytaby lepszym wyborem niz metylowany kwas
glutaminowy do dalszego projektowania substratu dedykowanego katepsynie S? — prosze
0 komentarz.

Kontynuujac, Doktorantka skupita si¢ na okresleniu specyficznosci substratowej
wzgledem kieszeni S4-S1 poszczegélnych katepsyn, wykorzystujac nowoczesng technologie
HyCoSuL (tj. hybrydowa kombinatoryczng biblioteka substratow), w ktorej zastosowata
zdefiniowane biblioteki peptydowe. Takie podejécie zostalo opracowane i jest od ponad
dekade stosowane w zespole Promotora - prof. dr hab. M. Draga. | tak, mgr inz. J. Grzymska
przebadata 3 podbiblioteki P2, P3, P4 zawierajace po 132 substraty, odpowiednio o ogélnych

wzorach: Ac-Mix-Mix-P2-Arg-ACC, Ac-Mix-P3-Mix-Arg-ACC, Ac-P4-Mix-Mix-Arg-ACC.
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W dalszej kolejnosci Doktorantka otrzymata zdefiniowang biblioteke substratow
fluorogenicznych (104 tetrapeptydy zebrane w tabeli 5) o ogolnym wzorze Ac-Ala-Arg-Leu-
P1-ACC i postuzyla si¢ nig do okreslenia specyficzno$ci katepas w kieszeni S1. Doktorantka
stwierdzita m.in., ze badana kieszen wigzaca S1 jest silnie konserwatywna oraz specyficzna
stereochemicznie, bo nie rozpoznaje D-aminokwaséw. Nastgpnie Doktorantka zsyntezowala
biblioteke substratow typu IQF (ang. internally quenched fluorescent substrate) dla kieszeni
S1’ o ogoélnym wzorze ACC-BAla-Ala-Arg-Leu-Arg-P1’-Mix-Gly-Lys(Dnp) oraz dla
kieszeni S2° o ogolnym wzorze ACC-BAla-Ala-Arg-Leu-Arg-Mix-P2’-Gly-Lys(Dnp).
W obydwu przypadkach jako donora energii uzyto fluoryzujacg pochodng ACC (tj. kwasu 7-
amino-4-kumarynooctowego) a jako akceptora energii uzyto wygaszacza Dnp (2,4-
dinitrofenolu) przytaczonego do reszty lizyny. Warto zaznaczy¢, ze przed przystgpieniem do
syntezy tych bibiliotek na podtozu statym, Doktorantka przeprowadzita czteroetapowa
syntezg Fmoc-ACC-OH (tj. kwasu 7-N-(fluorenylometoksykarbonylo)aminokumaryno-4-
octowego). Co wazne, struktury wszystkich produktéw posrednich, jak i produktu koncowego
potwierdzono z wykorzystaniem techniki *H NMR oraz HRMS. W wyniku analiz
kinetycznych, Doktorantka wykazata, ze dla kieszeni wigzacej S1° wszystkich katepsyn
widoczny jest brak aktywnosci w przypadku umieszczenia tam proliny lub jej pochodnych (L-
Pro, L-Hyp, L-Hyp(Bzl), za$ dla kieszeni wigzacej S2’ nie mozna ustali¢ specyficznosci
substratowej. Na tej podstawie Doktorantka stwierdzita, iz przy projektowaniu substratow
specyficznych dla katepsyny S zostang pominigte wyniki otrzymane dla pozycji P1’ oraz P2’.
Zatem, opierajac si¢ o rézne kombinacje wybranych aminokwaséw w pozycjach P4-P1
otrzymano 89 (w pracy jest napisane blednie 101) tetrapeptydowych substratow ze
znacznikiem fluorescencyjnym ACC w pozycji P1° oraz z grupa acetylowa chronigca N-
koncowa grupe aminowa (ich sekwencje zebrane sg w tab. 7 razem z sekwencjami
kontrolnymi bez grup acetylowych na N-koncu). Dalej, analiza otrzymanych profili
specyficznosci substratowej katepsyn wobec tej biblioteki substratow stala si¢ podstawa do
wybrania reszt aminokwasowych, ktore cechowala wysoka selektywnos$¢ wobec katepsyny S.

| tak, Doktorantka wskazata 7 reszt w pozycji P1, 5 w pozycji P2, 7 w pozycji P3 oraz 12
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w pozycji P4. W rezultacie kolejnych badan Doktorantka wybrata substrat cechujacy sig¢
najwiekszg selektywno$cig wobec katepsyny S tj. peptyd JG_103 o sekwencji (Ac-Phe(Fs)-
Cit-Lys(2-Cl-Z2)-Glu(O-Me)-ACC), ktory zawieralt 2 modyfikacje potranslacyjne tj.
w pozycji P1 (metylacja kwasu glutaminowego) i w pozycji P3 (cytrulinacja argininy).
W oparciu o t¢ sekwencje Doktorantka zaprojektowata fluorescencyjny marker chemiczny
zdolny do inhibicji katepsyny S (Cy5-PEG(4)-Phe(Fs)-Cit-Lys(2-Cl-Z)-Glu(O-Me)-AOMK),
dla ktorego wyznaczono drugorzedowe state szybkosci reakcji inhibicji (Kobs/l) wobec
katepsyny S, B, L, V oraz K. Autorka wykazata, ze otrzymany marker chemiczny hamuje
aktywnos$¢ katepsyny S 1 700 silniej niz katepsyny B, 7 000 razy silniej niz katepsyny L oraz
30 000 razy silniej niz katepsyny V.

Druga cze$¢ swojej pracy, Doktorantka poswigcita poszukiwaniu odpowiedzi na
pytanie czy fosforylacja w dowolnej pozycji sasiadujacej z miejscem hydrolizy ma wptyw na
aktywnos$¢ kaspaz. Motywacja do podjecia tych badan byty sprzeczne informacje zawarte
w pracach innych badaczy nad aktywnoscig katalityczng kaspaz (glownie -3, -7, -8).
W pierwszej kolejnosci Doktorantka skupita si¢ nad analizg wptywu fosforylacji L-treoniny
W pozycjach P2 oraz P1’° dla sekwencji peptydowych pochodzacych z YAPI oraz L-seryny
w pozycji P2’ analogu VIME wobec kaspazy-3. W tym celu Pani Grzymska zsyntezowata
sze$é substratow typu IQF o sekwencjach tj. S1_YAP1: ACC-BAVDEMDT**GDTIK(Dnp);

S2_[pTIYAPL: ACC-BAVDEMDpT*®GDTIK(Dnp); S3_YAPL: ACC-
BAQASTDAGTAGK(Dnp);  S4_[pTIYAPL:  ACC-BAQASpT**DAGTAGK(Dnp);
S5_VIME: ACC-BAQDSVDFS#NHDK (Dnp); S6_[pS]VIME: ACC-

BAQDSVDFpS®’NHDK(Dnp). Dodatkowo sprawdzono, czy powyzsze substraty s3
rozpoznawne przez kaspaze -6, -7,-8. Ponadto w celu oszacowania wptywu fosforylacji na
efektywnos$¢ hydrolizy substratow przez kaspaze-3 oraz -7 zsyntezowano seri¢ substratow
peptydowych w oparciu 0 opisang sekwencje ACCBADEVD|GVK(Dnp)D zawierajgca
motyw pochodzacy z biatka PARP. W sumie przebadanych zostato 8 substratow typu IQF,
wsrod ktorych zwigzki z Asp oraz Glu w pozycji P1 zastosowano jako substraty kontrolne,

natomiast peptydy zawierajace Ser, pSer, Thr, pThr a takze analogi seryny i treoniny, czyli
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Pma i Pmab wykorzystano do zbadania wplywu fosforylacji pozycji P1. Ponadto w oparciu
0 sekwencje¢ dobrze znanego substratu rozpoznawanego przez kaspaze-3 oraz -7, Ac-DEVD-
ACC zsyntetyzowano kilka pochodnych tetrapeptydowych, wstawiajagc w pozycji P1 reszty:
Glu oraz Ser jako substraty kontrolne a takze pSer oraz Pma. Dla wszystkich tych substratow
przeprowadzono reakcje hydrolizy w obecnosci kaspazy -3 oraz -7 i wyznaczono parametery
Kinetyczne.

Do najwazniejszych wynikow W tej czeSci pracy mozna zaliczy¢: (1) wykazanie, ze
kaspazy-6, -7 oraz -8 nie hydrolizujg zadnego z substratow z fosoforylowang L-treoning lub
L-seryng (S2 [pT]YAPI1, S4_[pT]YAPL, S6_[pS]VIME) w przeciwienstwie do kaspazy-3
ktora nie rozpoznaje tylko S4 [pT]YAP1 (2) przeprowadzenie analizy miejsca hydrolizy
substratu S6_[pS]VIME, w wyniku czego stwierdzono, ze kaspaza-3 hydrolizuje substrat po
karboksylowej stronie fosfo-L-seryny; (3) wykazanie, ze kaspazy-3 oraz kaspazy-7 maja
zdolnos¢ do hydrolizy peptydowego substratu, ktorego sekwencja pochodzi z biatka PARP
zawierajacego fosforylowang seryng w pozycji P1 (substrat (P1)_pSer o sekwencji ACC-
BADEVpS|GVK(Dnp)D), ale nie wykazujg aktywnos$ci enzymatycznej wobec krotkiej
sekwencji tetrapeptydowej (Ac-DEVpS-ACC); (4) przeprowadzenie analizy miejsca
hydrolizy substratu P(1)_pSer, w wyniku czego stwierdzono, ze obie kaspazy hydrolizuja
substrat po karboksylowej stronie fosfo-L-seryny.

Jezeli chodzi o eksperymenty majace na celu potwierdzenie przewidywanego miejsca
hydrolizy substratow S6_[pS]VIME oraz P(1)_pSer, to w kazdym przypadku otrzymane
sygnaty na widmach masowych zostaty odpowiednio przypisane i zinterpretowane, a miejsca
hydrolizy substratow wskazane prawidlowo. Jednak mam kilka uwag odnosnie wynikéw
dotyczacych hydrolizy P(1)_pSer: (1) brakuje mi eksperymentu kontrolnego z naturalng L-
seryng, analogicznego do tego przeprowadzonego dla sekwencji peptydowej pochodzacej
z VIME; (2) na chromatogramach pokazujacych produkty hydrolizy substratu P(1) pSer
przez kaspaze -3 lub -7 sygnal odpowiadajacy niezhydrolizowanemu substratowi jest
W postaci podwojnego piku — z czego to wynika albo inaczej czy na pewno uzyty substrat byt

odpowiedniej czystosci?
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We wnioskach, Doktorantka stwierdzila, iz nie mozna jednoznacznie okresli¢, ze
fosforylacja reszt aminokwasowych w sekwencji peptydowej substratow kaspaz jest
modyfikacjg powodujaca catkowite zahamowanie proteolizy. Wobec tego chcialabym poznaé
opini¢ Doktorantki na temat, czy mimo wszystko fosforylacja moze zapewni¢ mechanizm
regulacyjny chroniacy substraty przed hydrolizg za pos$rednictwem kaspaz?

Chciatabym podkreslic, ze wysoko oceniam tadunek merytoryczny ocenianej
dysertacji. Jestem pod wrazeniem nie tylko ogromnej iloSci pracy wtozonej przez mgr. inz.
Justyne Grzymska podczas realizacji celow pracy doktorskiej, ale takze roznorodnosci tej
pracy — poczawszy od syntezy substratow peptydowych, poprzez ich oczyszczanie oraz
analize szybko$ci reakcji hydrolizy tychze substratow peptydowych i wyznaczenie
parametrow kinetycznych. Z tego powodu trudno, a wiasciwie niemozliwe byto opisanie
wszystkiego z takim samym poziomem zaangazowania. Jednakze, z punktu widzenia
Recenzenta (Czytelnika) mam kilka uwag odnosnie sposobu przedstawienia wynikow. Jezeli
chodzi o omodwienie wynikow analiz kinetycznych dla poszczegdlnych pozycji P4-P2’
ludzkich katepsyn to uwazam, ze wtym rozdziale wystarczylyby mapy cieplne profili
specyficznosci substratowej (rys. 24, 30, 36), a zamiast rysunkow z wykresami (25-29, 31-35,
37-41) wolatbym, zeby na tych mapach byly zapisane wartosci hydrolizy substratow
wyrazone W procentach, analogicznie jak to przedstawiono na rys. 22. Analogiczna uwaga
odnosi si¢ do map cieplnych na rys. 48, 49 i 55 oraz rysunkoéw z wykresami 43-47, 50-54
156-60. Poza tym w podpisach do rysunkow przedstawiajacych profile specyficzno$ci
substratowej katepsyn brak jest informacji, ze wyniki dla substratu zawierajacego w badanej
kieszeni najlepiej rozpoznawany aminokwas oznaczono kolorem czerwonym.

Uwazam, ze podpisy pod rysunkami pokazujacymi schematy syntez sg czesto zbyt
szczegotowe, np. W podpisie pod rysunkiem 63 zbedna jest informacja, iz reakcje prowadzono
na mieszadle magnetycznym. Autorka zsyntetyzowala bardzo duza ilos¢ substratow
peptydowych, ktorych sekwencje wraz z otrzymanymi warto$ciami [M+H]* z analiz
masowych sg zebrane w kilku tabelach (0 numerach 6-9), umieszczonych w czeSci

eksperymentalnej. Jezeli chodzi o biblioteki zdefiniowanych substratow to Autorka umiescita
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informacje z jaka czysto$cig zostaly otrzymane poszczegdlne peptydy, ale w przypadku
innych syntez Autorka pisze tylko, ze sprawdzono czystos¢, bez konkretnych danych na ten
temat - dotyczy to np. Boc-Glu(O-Me)-AOMK. Ponadto uwazam, ze przy omawianiu
wynikow Doktorantka mogtaby jeszcze w kilku miejscach odnies¢ si¢ do wspomnianych tabel
6-9. Chromatogramy uzyskane zanalizy HPLC pokazano tylko dla eksperymentow,
w ktorych Doktorantka chciata potwierdzi¢ miejsce hydrolizy substratu. Notabene, prosze
pamigta¢, ze na osi y w przypadku chromatograméw HPLC jest zazwyczaj pokazana
absorbancja przy konkretnej dtugosci fali czyli wielko$¢ bezwymiarowa, co zapisujemy AU
(ang. Absorbance Units). W podpisach rysunkow 65, 66, 68 lub w czeSci eksperymentalnej
brakuje jednak informacji o dugosci fali detekcji. Zdaje sobie sprawg, ze przy tak duzej ilosci
pracy eksperymentalnej nie sposob pokaza¢ wszystkich analiz, ale uwazam, ze warto byloby
zamie$ci¢ chociaz chromatogram z analizy HPLC dla nowo zsyntezowanego fragmentu
peptydowego  Boc-Glu-(O-Me)-BMK,  Boc-PEG-Phe(Fs)-Cit-Lys(2-Cl-Z2)-Glu(O-Me)-
AOMK czy tez markera Cy5-PEG(4)-Phe(Fs)-Cit-Lys(2-Cl-Z)-Glu(O-Me)-AOMK,
Natomiast w czgsci eksperymentalnej warto bytoby tez umiesci¢ informacje o czasach retencji
poszczegolnych zwigzkow, na przyklad dla substratow zaprojektowanych dla katepsyn
w tabeli 7, czy tez dla kaspaz-3 oraz -7 w tabelach 8 i 9. Zwlaszcza, ze w czgséci
eksperymentalnej sa zawarte informacje, w jakim ukladzie rozpuszczalnikow i na jakiej
kolumnie byty przeprowadzone analizy HPLC lub LC-MS. Tabela 9, umieszczona w czg¢$ci
eksperymentalnej jest zle podpisana, gdyz zawiera dtuzsze niz tetrapeptydowe substraty
fluorogeniczne typu IQF zaprojektowane dla kaspazy-3 i -7. W pracy brakuje mi cho¢ kilku
przyktadowych wykresow, ktorych Doktorantka uzyla do wyznaczenia parametrow
kinetycznych fluorescencyjnego markera chemicznego M _JG 103 wzglgdem badanych
katepsyn (jest tylko opis na stronie 110) czy tez dla wynikéw zawartych w tabeli 3 lub 4.
Wykaz skrotow jest niepelny, brakuje tam chocby rozwiniecia skrotu IQF (ang. internally
quenched fluorescent substrate).

W tym miejscu nalezy stwierdzi¢, ze wyzej wymienione uwagi, W zaden sposob nie

wplywaja na moja pozytywna ocen¢ rozprawy. W pracy praktycznie nie spotyka si¢ btedow
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stylistycznych ani literéwek, cho¢ znalaztam kilka np. na stronie 35 moéwigc o dlugosci fali
jest nM zamiast nm; ,,potranlacyjnych” (str 56), czy tez ,,zascetylowano” (str 105). Ponadto
btedne jest okreslenie ,,donor fluorescencji” w przypadku omawiania substratow IQF;
prawidtowo powinno si¢ uzywac okreslenia donor energii, bo zgodnie z istota dziatania pary
FRET (ang. Forster resonance energy transfer) nastgpuje fluorescencyjne przeniesienie
energii z donora na akceptor.

Pod koniec rozprawy doktorskiej (tj. w rozdziale 8) zawarto tez informacje na temat
dziatalnosci naukowej Doktorantki. | tak, Pani Justyna Grzymska (wczesniej Czarna) jest
wspotautorka 5 publikacji oraz brata udzial w 4 konferencjach naukowych, gdzie wygtosita
referaty ustne (w tym 2 na konferencjach migdzynarodowych). Warto zwroci¢ uwagg, ze
Doktorantka uzyskata wyrdznienie za najlepszy referat wygloszony na konferencji ,,XII
Copernican International Young Scientists Conference” w 2018 roku w Toruniu i zaj¢ta
I miejsce za prezentacje ustng podczas XVII Ogdlnopolskiego Seminarium dla Doktorantéw
i Studentow ,,Na pograniczu chemii i biologii” w 2019 roku, w Jastrz¢biej Gorze. Jak
wspomniano na poczatku, mgr inz. J. Grzymska brata udziat w realizacji grantu TEAM nr
POIR.04.04.00-00-40CE/17-00, ponadto uzyskata finansowanie swoich badan na poziomie
Uczelni (tj. z dotacji podmiotowej w latach 2017 i 2020).

Podsumowujac, podjeta tematyka dotyczaca wptywu modyfikacji potranslacyjnych na
aktywno$¢ wybranych katepsyn oraz kaspaz jest jak najbardziej aktualna i niewatpliwie ma
potencjat aplikacyjny. Projekt rozprawy jest przemyslany, cele jasno okreslone i osiggnigte
przy duzym naktadzie pracy. Wnioski sa poparte danymi eksperymentalnymi i w wigkszosci
przypadkoéw odniesieniami do stanu wiedzy w literaturze. Uzyskane i opisane w ramach
niniejszej pracy wyniki bezsprzecznie poszerzyly wiedzg na temat preferencji kieszeni
wiazacych S4-S2° katepsyny S, usystematyzowaly wiedze na temat specyficznosci P4-P2’ dla
katepsyn B, L, V, K oraz zweryfikowatly informacje na temat wptywu fosforylacji substratow
na aktywno$¢ enzymatyczng kaspazy-3 i-7. Ponadto mogg stanowi¢ punkt wyjscia do
podejmowania kolejnych prac badawczych nad opracowaniem selektywnych narzedzi dla

badania/diagnostyki katepsyn oraz kaspaz, w szczeg6lnosci katepsyny S.
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m
Whiosek koncowy

Stwierdzam, Zze przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr inz. Justyny
Grzymskiej zatytufowana ,,Badanie wplywu modyfikacji potranslacyjnych na aktywnosé
wybranych enzymoéw proteolitycznych” spetnia kryteria okreslone w art. 187 ust. 1-2 Ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z
pozn. zm.) iwnosz¢ do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki
Wroctawskiej o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr inz. Justyny Grzymskiej do dalszych
etapow postgpowania doktorskiego.

Ponadto z uwagi na szeroki zakres badan, jak i ich warto$ciowy naukowo oraz wysoki
poziom merytoryczny, wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne

Politechniki Wroctawskiej o wyréznienie niniejszej rozprawy doktorskiej.

Z powazaniem,

dr hab. Anna Dembska, prof. UAM
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