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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Tomasza Janiszewskiego, pt. ,,Monitorowanie
Aktywnosci granzymu B w ukladach biologicznych przy zastosowaniu nowych narzedzi
chemicznych”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska obejmuje analize specyficzno$ci substratowej
ludzkiego granzymu B (GrB), wykorzystanie pozyskanej informacji do otrzymania markerow
aktywnosci GrB oraz wskazanie przyktadowego zastosowania tych markeréw do monitorowania
aktywnos$ci GrB podczas rozpoznania komorek nowotworowych przez komorki o fenotypie
komorek NK. Nowatorski charakter nadaje pracy zastosowanie do konstrukcji substratow i
markerow aminokwasow nie kodowanych w kodzie genetycznym, co pozwolito na uzyskanie
markeré6w o specyficznos$ci przewyzszajacej specyficzno$¢ markerow zawierajacych jedynie
aminokwasy biatkowe.

Praca zostata przygotowana w Katedrze Chemii Biologicznej i Bioobrazowania, Wydzialu
Chemicznego Politechniki Wroctawskiej pod kierunkiem promotora, prof. dr hab. Marcina Draga
1 promotora pomocniczego dr inz. Pauliny Kasperkiewicz-Wasilewskie;j.

Przedstawione badania stanowig kontynuacj¢ tematyki analizowanej w grupie badawczej
promotora rozprawy jesli chodzi o warsztat z zakresu chemii kombinatorycznej peptydow,
selekcji substratow 1 przeksztatcania ich w sondy chemiczne. Sg one jednoczes$nie tworczym
rozwinigciem zaroOwno w zakresie badan nowego enzymu jak i metodologii stosowanej przez
autora pracy w analizie interesujgacego uktadu biologicznego.

Komorki NK (ang. Natrual Killer cells) stanowig istotny komponent uktadu odpornosciowego.
Zabijanie komoérek docelowych przez komorki NK jest mediowane m.in. przez sekrecyjne biatka:
granzymy we wspoéldziataniu z perforynami. Mechanizmy te, cho¢ szeroko badane, wciaz kryja
wiele pytan i niewiadomych. Stad zapotrzebowanie na nowe metody badawcze, w tym na
sposoby $ledzenia aktywnos$ci granzymow w czasie rzeczywistym. Niniejsza praca odpowiada
na powyzsza potrzeb¢ poprzez dostarczenie selektywnych sond molekularnych umozliwiajacych
wykrywanie aktywnosci proteolitycznej granzymu B. Kluczowg kwestig jest tutaj selektywnos¢,
gdyz inne enzymy proteolityczne, obecne w komorkach docelowych w stezeniach czesto
wiekszych od granzymu B nie moga wchodzi¢ w reakcje z sondami chemicznymi jesli
wykorzystanie tych ostatnich ma prowadzi¢ do uzyskania istotnych naukowo danych. Klasyczne
substraty peptydowe oparte o aminokwasy biatkowe 1 pozyskane na ich podstawie sondy nie
zapewniaja odpowiedniej specyficznosci. Autor przyjmuje zatozenie, iz rozszerzenie spektrum
aminokwasow wykorzystywanych do profilowania specyficznos$ci substratowej pozwoli na
selekcje bardziej selektywnych substratow, a nastepnie, stworzenie na ich podstawie bardziej
selektywnych sond. W duzej mierze, zatozenia te sg zweryfikowane w przedstawionych
badaniach. Autor uzyskuje sondy na tyle aktywne i specyficzne, ze umozliwiaja one $ledzenie
aktywnosci proteolitycznej granzymu B w uktadzie biologicznym modelujagcym atak komorki
NK na komoérke nowotworowa, przynajmniej przy zastosowaniu wybranych modeli komoérek
NK.
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Jako mocne strony niniejszej rozprawy uwazam przede wszystkim nastepujace aspekty:

(i) Klarowny opis, zarowno w zakresie wstgpu teoretycznego jak i1 opisu wiekszej czesci
wynikow, ich interpretacji oraz cz¢$ci metodologicznej. Opisy zawierajg esencj¢ stanu wiedzy i
przeprowadzonych prac, bez nadmiernych szczegdtow i skrotow (poza wyjatkami opisanymi
ponizej). Praca napisana jest lekkim jezykiem i ilustrowana starannym, czytelnym materialem
graficznym.

(ii) bardzo ciekawe i elegancko przeprowadzone badania w zakresie specyficzno$ci substratowej
GrB na obszernych bibliotekach substratow zawierajacych aminokwasy niebiatkowe

(iii) jasno przeprowadzone i przedstawione wybory w zakresie przeksztatcenia optymalnych
substratow w sondy molekularne

(iv) co najciekawsze z calej pracy — wykazanie, iz otrzymane sondy molekularne w
rzeczywistos$ci nadajg si¢ do monitorowania aktywnosci GrB w skomplikowanym uktadzie
biologicznym (w komorce zawierajacej dziesiatki innych enzymow proteolitycznych).

Za slabe strony pracy uwazam:

(i) Praca zawiera znaczaca liczbg roznorodnych drobnych btedow i niedociagnie¢ a nawet pewne
nieprawdziwe stwierdzenia i interpretacje. Nie wplywa to wprawdzie znaczaco na ogolny
przekaz merytoryczny, jest jednak irytujace i niepotrzebnie odrywa uwage czytelnika od
istotnych kwestii opisanych w pracy. Wielka szkoda, ze autor nie poswigcil jeszcze kilku dni na
skorygowanie tych btedéw co w sposob znaczacy poprawitoby odbior pracy.

(ii) O ile pierwsza czes$¢ pracy zwigzana z profilowaniem jest przeprowadzona bardzo szeroko,
dalsze czgséci nie wykorzystuja w pelni potencjalu stworzonego na etapie profilowania. Do
konstrukcji inhibitoréw i1 sond autor wykorzystuje jedynie wybrane reszty okreslone podczas
profilowania, podczas gdy szereg innych reszt, zapewniajacych wprawdzie troche nizsza
aktywnos$¢, mogtoby jednak potencjalnie zapewnic¢ jeszcze wigkszg specyficznos¢. W pracy sg
one jednak arbitralnie odrzucone. Co wazniejsze, pomimo szeroko opisywanej i w rzeczywistosci
niezwykle istotnej kwestii specyficznosci — w schemacie selekcji szkieletu inhibitora nie
uwzgledniono tej istotnej kwestii. Selekcja szkieletu bazuje jedynie na aktywno$ci wzgledem
GrB, nie jest w nig jednak wilaczona negatywna selekcja wzgledem innych enzymow
proteolitycznych w szczegdlno$ci kaspaz. Autor przeslizguje si¢ nad tym tematem zarowno w
warstwie opisowej jak 1 eksperymentalnej. Ostatecznie wyselekcjonowany szkielet jest
wprawdzie stosunkowo selektywny wzgledem GrB, jednak jest to wynikiem bardziej przypadku
niz systematycznej selekcji odpowiednich reszt zard6wno w kierunku maksymalizacji aktywnosci
w kierunku GrB i jednoczesnej minimalizacji aktywnosci wzglgdem innych enzymow.

(iii) W rozdziale 3.8.3, kluczowym rozdziale dotyczagcym wynikow znajduje si¢ zyczeniowe
stwierdzenie dotyczace selektywnosci sondy qTJ71 ktére nie jest poparte danymi
eksperymentalnymi. Autor stwierdza ,,Wyniki badan ukazaly, ze marker chemiczny qTJ71 jest
hydrolizowany wytacznie przez GrB...” i dalej ,,... w probkach inkubowanych z kaspazami, nie
zanotowano zadnego sygnatu fluorescencyjnego...” co jest w sprzecznosci z danymi
przedstawionym na rysunku 35B, gdzie kaspaza 6 wykazuje wyrazng aktywno$¢ wzgledem
qTJ71, czego zreszta nalezato si¢ spodziewac¢ po wynikach przestawionych wcze$niej na rysunku
32. Sukces w badaniach biologicznych jest bardzo rzadko zero-jedynkowy. Pokusa takiej
interpretacji nie powinna sta¢ w sprzecznosci z danymi eksperymentalnymi.

(iv) Ostatni rozdzial pracy, cho¢ najciekawszy pod wzgledem merytoryczmym jest niestety
najstabiej opracowanym edytorsko rozdziatem pracy. Opis jest zdawkowy, implikuje sukces
eksperymentu, jednak przestanki do takiego stwierdzenia sg stabo opisane i zilustrowane grafika.
Nie wiadomo co oznaczajg strzalki na kluczowym rysunku 38, ktore komorki sg komérkami YT
a ktore MDA, na cze$ci rysunku brak oznaczenia czaséw inkubacji, nie jest jasne dlaczego
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niektére komorki barwig si¢ barwnikiem Hoechst a inne nie. Czy barwienie SytoxBlue juz w
czasie 0 oznacza ze cz¢$¢ komorek jest juz martwych? — jak to miatoby si¢ jednak do barwienia
SytoxGreen. Prositbym by podczas obrony pracy autor ponownie przedstawit te kwestie opisujac
szczegdtowo przeprowadzony eksperyment i ilustrujac go szczegdtowym materiatem graficznym
potwierdzajacym teze o transferze GrB od komoérek YT do komorek MDA.

Odnoszac si¢ do uwagi (ii) stabych stron pracy w szerszym kontekscie, chcialbym by autor
poddat podczas obrony pod dyskusje nastepujace zagadnienie — czy dziedzina sond
molekularnych umozliwiajacych $ledzenie aktywnosci enzymow proteolitycznych dojrzata juz
do zastosowania pelnego wachlarza osiagni¢¢ chemii medycznej stosowanego z powodzeniem
do selekcji specyficznych inhibitorow/sond dla innych klas enzyméw? Naktadanie si¢
specyficznosci homologicznych enzymoéw wzgledem syntetycznych substratow / inhibitorow jest
problemem znanym (m.in. kinazy) 1 po czes$ci rozwigzywalnym przez szerokie testowanie i
réwnolegla selekcj¢ pozytywna i negatywna podczas opracowywania narz¢dzi chemicznych. Od
lat wiadomo iz w przypadku enzymow proteolitycznych elementem ograniczajagcym badania jest
brak specyficzno$ci sond peptydowych zwigzany z nakladajaca si¢ specyficzno$cia substratowa.
Dla proteinaz nie sg jednak dostepne (a przynajmniej nie sg szeroko stosowane) panele
analogiczne do paneli kinazowych. Kazdy liczacy si¢ inhibitor kinaz przechodzi profilowanie
wzgledem panelu setek tych enzyméw i jest to dziatanie w zasadzie rutynowe. Metodologia
stosowana w pracy w polaczeniu z negatywng selekcja dla panelu proteinaz bytaby idealnym
rozwigzaniem problemu specyficznosci ktore to rozwigzanie nie jest jednak stosowane ani w tej
pracy ani innych badaniach (przynamniej na szeroka skale). Jakie sg tego powody? Poza
oczywiscie komplikacjg eksperymentalno-organizacyjng, ktora jednak powinna juz znalezé
swoje rozwigzanie podczas szeregu lat prac wielu laboratoriow nad charakterystyka tej klasy
enzymoOw. A moze wilasnie czeka na implementacje w przysztych pracach autora lub grupy
badawczej?

Podsumowujac, pomimo kilku krytycznych uwag, prac¢ uwazam za bardzo dobra, zarowno pod
wzgledem oceny wartosci uzyskanych wynikow jak 1 ich przedstawienia, cho¢ zupeinie
niepotrzebnie praca jest pelna réznorodnych drobnych bledéw, ktdére mozna byloby latwo
wyeliminowa¢, tym samy znaczaco polepszajac odbior pracy.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Tomasza Janiszewskiego spelnia wszelkie
warunki stawiane pracom doktorskim zgodnie z odpowiednimi przepisami prawa i
normami zwyczajowymi. Wedlug mojej oceny dorobek naukowy kandydata oraz
przedstawiona rozprawa uzasadniaja nadanie mu stopnia naukowego doktora. Dlatego
wnosz¢ o dopuszczenie pana mgr inz. Tomasza Janiszewskiego do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
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prof. dr hab. Grzegorz Dubin
Kierownik Grupy Badawczej
Krystalografii Biatek MCB UJ
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