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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIE) MGR INZ. TOMASZA JANISZEWSKIEGO PT. ,MONITOROWANIE
AKTYWNOSCI GRANZYMU B W UKEADACH BIOLOGICZNYCH PRZY UZYCIU NOWYCH NARZEDZI
CHEMICZNYCH"

Proteazy to bardzo liczna grupa enzymoéw hydrolitycznych odpowiadajaca za regulacje aktywnosci oraz
degradacje biatek w organizmie. Enzymy te odgrywaja kluczowa role w wielu procesach fizjologicznych
takich jak odzywianie organizmu, regulacja hormonalna, generowanie standw zapalnych i odpowiedzi
immunologicznej, programowana smier¢ komorki i wiele innych. Nieprawidtowe dziatanie proteaz moze
mie¢ bardzo powazne konsekwencje dla organizmu, czego potwierdzeniem jest wiele doniesien wigzacych
zaburzenia aktywnosci proteaz z nowotworzeniem, chorobami neurologicznymi, czy chorobami
zwigzanymi z nieprawidtowym funkcjonowaniem uktadu immunologicznego. Badania enzymdw z grupy
proteaz sg wiec niezwykle wazne z punktu widzenia zrozumienia wymienionych proceséw na poziomie
molekularnym i komoérkowym, a co wiecej, moga przyczyni¢ sie do identyfikacji nowych celéw
molekularnych i opracowywania nowych strategii terapeutycznych w leczeniu nowotworéw, choréb
neurodegeneracyjnych oraz innych schorzeh. Tradycyjne podejscie do badania biatek o aktywnosci
enzymatycznej metodami chemii medycznej i bioorganicznej obejmuje przede wszystkim charakteryzacje
biatek rekombinowanych, otrzymywanych w wyniku ekspresji i oczyszczania w systemach bakteriach lub
komorkowych. Oczyszczone biatka wykorzystuje sie w funkcjonalnych i strukturalnych badaniach in vitro
(czyli prowadzonych ,w probdwce”) nakierowanych na ustalenie struktury przestrzennej, specyficznosci
substratowej, poszukiwaniu partneréw biatkowych oraz naturalnych lub syntetycznych inhibitoréw. Coraz
czesciej zwraca sie jednak uwage na to, ze takie podejscie nie zawsze umozliwia uwzglednienie bardzo
waznych aspektow badanych proceséw takich jak dynamika i regulacja proceséw komorkowych w czasie i
przestrzeni, zattoczenie molekularne, wystepowanie réznych wariantéw modyfikacji post-translacyjnych
danego biatka w réznych typach komorek, czy — w kontekscie poszukiwan inhibitoréw o potencjale
terapeutycznym — specyficznos¢ wzgledem innych biatek obecnych w danym typie komorek. Dlatego tez
coraz wiekszym zainteresowaniem cieszg sie metody i narzedzia chemii biologicznej, ktére umozliwiaja
selektywne monitorowanie w zywych komaorkach proceséw bedacych obiektem zainteresowania badaczy.
Badania opisane w przedstawionej mi do recenzji rozprawie Pana mgr inz. Tomasza Janiszewskiego,
wykonanej pod kierunkiem prof. Marcina Draga oraz dr Pauliny Kasperkiewicz, doskonale wpisuja sie w ten
niezwykle aktualny nurt badan. Celem rozprawy byto opracowanie peptydowych narzedzi molekularnych



umozliwiajacych selektywna inhibicje, detekcje oraz monitorowanie aktywnosci granzymu B w zywych
komorkach. Granzym B (GrB) jest proteazg serynowa wystepujacg przede wszystkim w komaorkach NK
(Naural Killer cells), ktére sg komdrkami immunologicznymi odpowiedzialnymi za nieswoistg odpowiedz
immunologicznag przeciw komdérkom nowotworowym. GrB jako proteaza ,wysytana” przez komorki NK do
komorek docelowych i aktywujgca w nich kaspazy (proteazy indukujace apoptoze), jest istotnym czynnikiem
bezposrednio odpowiedzialnym za cytotoksycznos¢ komdrek NK. Mimo wielu opublikowanych w
literaturze badan nad aktywnoscig GrB, w momencie rozpoczecia badan przedstawionych w rozprawie, nie
istniaty narzedzia molekularne umozliwiajace selektywne $ledzenie i modulowanie aktywnosci GrB w zywych
komorkach.

Praca doktorska liczy 152 strony i ma klasyczny dla prac eksperymentalnych uktad, obejmujacy wstep
teoretyczny, badania wiasne, cze$¢ eksperymentalng oraz spis literatury. Dodatkowo w pracy wyodrebniono
nastepujace krotkie rozdziaty: zatozenia i cele pracy, wnioski i dyskusja, najwazniejsze osiggniecia w pracy,
a na koncu wykaz skrétéw, zatgcznik ze strukturami wykorzystanych w badaniach aminokwaséw oraz liste
publikacji i prezentacji konferencyjnych wchodzacych w sktad dorobku autora. W pracy znalazto sie 41
rysunkéw oraz 9 tabel, starannie wykonanych pod wzgledem edytorskim, ktére sg bardzo pomocne w
zrozumieniu przedstawianych zagadnien i opisywanych eksperymentéw . W pracy zacytowano 142
referencji, w tym najbardziej aktualnych prac odnoszacych sie do realizowanej w pracy tematyki badawcze;j.
Reasumujac, praca jest odpowiednio skonstruowana i dobrze dopracowana pod wzgledem edytorskim.
Przedmiotem mojej oceny sa nastepujace elementy Rozprawy: a) ogélna wiedza Kandydata w uprawianej
dziedzinie naukowej, b) umiejetnos¢ prowadzenia badan naukowych, c) oryginalno$¢ rozwigzanego
problemu naukowego.

Ogdlng wiedze Autora mozna oceni¢ na podstawie informacji zawartych we wstepie teoretycznym. W czesci
tej, liczacej 42 strony, Autor rozprawy w sposob zwiezty przekazuje aktualny stan wiedzy na temat proteaz,
w szczegdlnosci granzymdw, a nastepnie réznych metod i typdw narzedzi molekularnych
wykorzystywanych do ich badania. W rozdziatach tych Autor w bardzo przystepny sposdb naswietla
aktualny stan wiedzy w dziedzinie, a takze przybliza wszystkie zagadnienia niezbedne do zrozumienia
zatozen, celdw i sposobu realizacji pracy. W szczegdlnosci niezwykle pomocny w zrozumieniu mechanizmu
dziatania projektowanych przez Autora pracy narzedzi, byt rozdziat 1.3. (Markery chemiczne dla proteaz),
w ktorym to Autor precyzyjnie wyjasnia zasady dziatania réznego rodzaju narzedzi molekularnych (w pracy
czesto nazywanych markerami) stosowanych w badaniu proteaz, wskazujgc zaréwno na ich zalety jak i
ograniczenia. Ogdlny poziom merytoryczny czesci teoretycznej rozprawy oceniam wysoko.

Cze$¢ poswiecona badaniom wtasnym poprzedzona jest krétko i jasno sformutowanymi zatozeniami pracy.
W czesci tej dowiadujemy sie, ze Autor pracy zaplanowat szereg kompleksowych badan w celu osiggniecia
zatozonego celu — poczawszy od charakteryzacji specyficznosci substratowej granzymu, poprzez synteze
inhibitoréw, a na ich bazie elektrofilowych markeréw fuorescencyjnych i nienaturalnych substratow



fluorogenicznych, poprzez weryfikacje dziatania tych zwigzkow in vitro, w lizatach komorkowych, a wreszcie
w zywych komorkach. Jest to niezwykle ambitny program, z ktorym Autor poradzit sobie jednak znakomicie.
Unikatowym podejsciem stosowanym od dawna w badaniach prof. Draga i dr Kasperkiewicz jest
profilowanie specyficznosci proteaz z uzyciem hybrydowych bibliotek fluorogenicznych peptydéw
zbudowanych zaréwno z naturalnych jak i nienaturalnych aminokwaséw. Umozliwia to identyfikacje
nienaturalnych substratéw o znaczaco lepszych parametrach kinetycznych w poréwnaniu do sekwencji
naturalnych oraz charakteryzujacych sie wieksza selektywnoscia. Stosujac cztery syntetyczne hybrydowe
biblioteki peptydow (HyCoSul) otrzymane wczesniej w zespole Promotorow oraz jedna biblioteke
zsyntezowang samodzielnie i rekombinowany GrB, Autor pracy ustalit bardzo szczegdtowy profil
specyficznosci substratowej GrB dla tzw. kieszeni S1-S5, czyli wigzacych aminokwasy w pozycjach P1-P5 (5
pierwszych reszt liczac od miejsca hydrolizy w kierunku N-konca substratu). Stosujgc modelowe peptydy
Autor ustalit réwniez, ze optymalna dtugos¢ peptydowego substratu dla granzymu B to pentapeptyd, przy
czym tetrapepdyd charakteryzowat sie okoto dwukrotnie mniejsza aktywnoscia, natomiast heksapeptyd
miaty wiasciwosci zblizone do pentapeptydu. Na podstawie tych badan Autor wytypowat kilkanascie
sekwencji tetra- i pentapeptydowych ztozonych z réznych kombinacji aminokwaséw zidentyfikowanych
jako optymalne dla danej kieszeni, dokonat ich syntezy, a nastepnie scharakteryzowat ich wzgledna
podatno$¢ na hydrolize katalizowang przez granzym B. Dla najlepszych substratow Autor wyznaczyt
nastepnie parametry kinetyczne K, kcat oraz keat / Km (im wigkszy ten ostatni tym lepiej zoptymalizowany
zostat substrat). Optymalny substrat tetrapeptydowy miat parametr ket / Kwm niz 8-krotnie wyzszy niz
substrat odniesienia (Ac-lle-Glu-Pro-Asp-ACC), a optymalny substrat pentapeptydowy - az 60-krotnie. Na
podstawie tych badan oraz bioragc pod uwage specyficznos¢ substratowg kaspaz (reakgji krzyzowych z
ktorymi Autor chciat unikng¢) jako peptyd wiodacy do dalszych badah zostat wyselekcjonowany
pentapeptyd TJ55 (Nva-lle-Glu-Oic-Asp). W oparciu o te strukture wiodaca i zaawansowane metody
syntezy organicznej autor zaprojektowat trzy rodzaje narzedzi molekularnych do badania GrB:

-inhibitor kowalencyjny z reaktywng reszta elektrofilowg (warhead) na C-kohAcu w postaci reszty
difenylofosfonianowej (TJ55i)

-klasyczne markery chemiczne, oparte na strukturze inhibitora kowalencyjnego dodatkowo wyposazonego
na N-koncu w znacznik fluorescencyjny (Cy5; TJ55.5) lub znacznik powinowactwa (biotyna, TJ55.Bt).
Markery tego typu po zwigzaniu do GrB majg nieodwracalnie tworzy¢ z wigzanie kowalencyjne z
katalityczna resztg seryny znakujac w ten sposéb biatko

-wygaszony marker chemiczny (substrat fluorogeniczny), ktérego sekwencja zostata wydtuzona o
dodatkowe 3 aminokwasy (pozycje P1-P3’), N-koniec zostat wyznakowany fluorescencyjnie, a C-koniec
zmodyfikowany za pomoca czasteczki wygaszacza (w tym przypadku oprdcz peptydu TJ55 wykorzystano
jako alternatywna strukture wiodaca TJ 49 — Autor w sumie otrzymat 11 peptydow). Markery tego typu maja
ulega¢ hydrolizie przez GrB z uwolnieniem czasteczki wygaszacza, czemu towarzyszyé ma wzrost
fluorescencji umozliwiajgcy monitorowanie aktywnosci GrB w czasie rzeczywistym.

Otrzymane narzedzia Autor scharakteryzowat metodami biochemicznymi stosujac biatka rekombinowane
oraz lizaty komorkowe, wykazujgc m.in., ze zwigzki te dziataja zasadniczo w oczekiwany sposéb, z wysokim



powinowactwem i selektywnie oddziatujg z GrB, a przy tym wykazujg znikoma lub zadng aktywnos¢ wobec
kaspaz. W przypadku klasycznych markerow chemicznych Autor zademonstrowat réwniez mozliwosé
selektywnego znakowania GrB w lizatach komdrek NK. Dla substratow fluorogenicznych Autor wyznaczyt
natomiast parametry kinetyczne oraz wykazat ich aktywacje w komodrkach NK metoda cytometrii
przeptywowej oraz mikroskopii konfokalnej. Zwienczeniem badan wiasnych pracy jest eksperyment z
zastosowaniem mieszaniny dwoch linii komérkowych (NK oraz MDA-MB — ta ostatnia nie zawiera granzymu
B), ktérego celem byta préba monitorowania aktywnosci enzymu podczas procesu ,naturalnego zabijania”
komorek. Praca stanowi piekna spojna catos¢, a koncowe eksperymenty (mimo pewnych nizej wyrazonych
zastrzezen) doskonale okazuja ogromny potencjat opracowanych przez Autora pracy narzedzi i mozliwos¢
rozwijania na ich bazie nowych metod badawczych, a dalej metod terapeutycznych i diagnostycznych.
Rozprawa wnosi wiec istotny wktad w badania nad specyficznosdcig substratowa proteaz, a takze otwiera
nowe horyzonty w badaniach nieswoistej komoérkowej odpowiedzi immunologicznej. Wiekszos¢ wynikow
bedacych rezultatem realizacji pracy doktorskiej zostata juz opublikowana w Journal of Biological Chemistry
(w pracy tej Autor rozprawy jest pierwszym wspotautorem). Mgr inz. Tomasz Janiszewski uczestniczyt
rowniez w innych projektach badawczych, co zaowocowato wspdtautorstwem w trzech innych publikacjach,
dajac bardzo dobry dorobek na tym etapie kariery naukowe;j.

Obowiazek recenzenta to réwniez wykazanie stabosci rozprawy przedstawionej do oceny. Kilka
stwierdzen/wnioskéw zamieszczonych w rozprawie wzbudzito moje watpliwosci i chciatabym prosi¢ Autora
o wyjasnienie ich podczas publicznej obrony:

1 W czesdci literaturowej na str. 16 opis mechanizmu reakgji katalizowanej przez proteaze serynowa
jest miejscami niejasny. Autor uzywa m.in. sformutowania ,kompleks stanu przejsciowego (produkt
posredni)”, co sugeruje, ze te pojecia sa synonimiczne, a co nie jest zgodne z prawda. Prosze przedstawic¢
na obronie ten mechanizm uzywajac poprawnych sformutowan.

2) W czesci badania wiasne na str. 47 Autor pisze, ze do konstrukgji syntetycznej biblioteki
modyfikowanej w pozycji P1 zastosowat optymalng sekwencje substratu, czyli lle-Ser-Pro-P1, podczas gdy
w czesci literaturowej (Tabela 2) oraz na pézniejszym etapie badan wtasnych Autor przytacza, ze optymalna
sekwencja tetrapeptydu ztozonego z aminokwasow naturalnych to lle-Glu-Pro-Asp. Prosze o wyjasnienie
tej rozbieznosci.

3) Do oceny specyficznosci substratowej w miejscu P1 autor wykorzystat biblioteke, w ktorej tylko
pozycja P1 byta zmieniania natomiast pozostate aminokwasy byty zdefiniowane (lle-Ser-Pro-P1), natomiast
przy optymalizacji pozostatych miejsc (P2-P5), autor wykorzystat biblioteki hybrydowe, w ktorych niektdre
pozycje nieoptymalizowane byty podstawione rownomolowa mieszaning naturalnych aminokwaséw X (np.
X-X-P2-Asp). Prosze wyjasni¢, jakie sa ogolne wady i zalety tych dwdch podejsé do konstruowania bibliotek
i czym konkretnie podyktowany byt wybor odpowiednich wariantow dla pozycji P1oraz P2-P5 w przypadku
badan przedstawionych w rozprawie.

4) W wielu miejscach pracy Autor podkresla, ze przy optymalizacji sekwencji peptyddw przywigzywat
szczegblng uwage do minimalizacji oddziatywan krzyzowych z kaspazami. W przypadku klasycznych
markeréw chemicznych Autor postuluje, ze zostato to osiggniete zaréwno dzieki doborowi odpowiedniegj



sekwencji jak i zastosowaniu grupy difenylofosfoniowej jako warhead, ktéra jest niereaktywna wzgledem
proteinaz cysteinowych. Jednakze, analiza przedstawiona na Rys. 35D pokazuje, ze klasyczny marker
chemiczny TJ55.5 niespecyficznie wigze sie do wszystkich kaspaz z efektywnoscia zblizong do granzymu B.
Prosze wyjasnic te (by¢ moze pozorng) sprzecznos¢. Prosze réwniez o komentarz, czy podejmowane byty
proby zastosowania tego markera w badaniach na liniach komarkowych.

5) Autor w ramach rozprawy wykonat wiele pomiaréw kinetycznych dla syntezowanych substratow i
inhibitoréw enzymatycznych. W kazdym przypadku przytoczone sg jedynie liczbowe wartosci
wyznaczonych parametrow, natomiast nie pokazano danych Zrodtowych (wykresdw Michaelisa-Menten),
co uniemozliwia ocene jakosci danych i poprawnosci dopasowania modelu. Bardzo prosze o przedstawienie
na obronie dwdch reprezentatywnych wykreséw M-M.

6) Eksperyment z uzyciem substratu fluorogenicznego gTJ71 komorek NK i MDA-MB przedstawiony
na Rys. 38. Po pierwsze, wydaje mi sig, ze w czesci B zostaty zamienione miejscami panele Hoest z
SyntoxBlue, prosze o weryfikacje. Ponadto, Autor wielokrotnie uzywa sformutowania, ze GrB zostat w tym
eksperymencie ,wyznakowany przez wygaszony marker chemiczny”, podczas gdy zwigzek ten jest
substratem enzymu, ktoéry nie ma zdolnosci kowalencyjnego znakowania go, a jedynie umozliwia
monitorowanie jego aktywnosci. Sformutowanie to uwazam wiec za nie do kohca poprawne, tym bardziej,
ze nie wykonano (a moze tylko nie pokazano?) kontrolnego eksperymentu immunohistochemicznego
$wiadczacego o kolokalizacji czerwonej fluorescencji z GrB (marker vs przeciwciata anty-GrB). Wreszcie,
Autor postuluje, ze obserwowana po ok. 2 h czerwona fluorescencja w komérkach MDA-MB, $wiadczy o
obecnosci aktywnego GrB w tych komorkach. Mam watpliwosci, czy przedstawiona interpretacja
eksperymentu jest jedyna mozliwa. Czy mozliwe jest np. ze fluorescencyjne fragmenty sondy
zhydrolizowanej w komorkach NK przedostajg sie do komoérek MDA-MB w wyniku perforacji btony
komorek, a nie powstaja w wyniku hydrolizy enzymatycznej w komérkach MDA? Czy Autor mogtby
zaproponowac przyktadowy eksperyment, z zastosowaniem swoich narzedzi lub przeciwciat, umozliwiajacy
jednoczesna weryfikacje obu hipotez?

7) Cze$¢ eksperymentalna generalnie nie budzi moich zastrzezeh. Jedyna uwaga odnosi sie do
zamieszczonych w pracy widm masowych. Czystos¢ syntezowanych zwigzkow zostata potwierdzona za
pomoca analitycznego HPLC, a masa czasteczkowa zostata wyznaczona przy uzyciu ESI-MS. Autor zamiescit
przyktadowe widma mas i profile HPLC na koncu pracy. W przypadku widm MS masa obliczona i
teoretyczna w kazdym przypadku réznig sie o jedna jednostke, co zdecydowanie przekracza dopuszczalng
rozbiezno$¢ w przypadku pomiaréw HRMS (5 ppm). Przypuszczam, ze moze to wynika¢ z (i) nieprawidtowo
obliczonej masy monoizotopowej jonu [M+H]* lub (ii) nieprawidtowo zinterpretowanego widma MS (Zle
odczytana masa monoizotopowa). Prosze o wyjasnienie.

Autor sporadycznie popetnia réwniez drobne btedy stylistyczne, typograficzne oraz stosuje zargon (np.
,pozycja primowana/nieprimowana”), co momentami utrudnia zrozumienie przekazu. W niektorych
miejscach zrozumienie przekazu utrudnia rowniez brak odpowiednich pomocy graficznych — szczegélnie
trudno czyta sie szczegdtowe opisy syntez, ktorym nie towarzyszy schemat oraz rozwazania na temat
oddziatywan reszt aminokwasowych w strukturze komplekséw proteaz z peptydami, ktérym nie towarzyszy



odpowiedni rysunek ukazujacy te oddziatywania. Niedociggniecia te jednak nie wptywajg na moja wysoka
ocene wartosci merytorycznej pracy.

Podsumowujac, przedstawiona mi do recenzji praca zawiera bogaty materiat eksperymentalny, opisujacy
kompleksowe i zakonczone sukcesem podejscie do opracowania peptydowych narzedzi molekularnych
stuzacych do badania granzymu B. Jestem przekonana, ze niezwykle precyzyjne narzedzia opracowane w
niniejszej pracy, przyczynia sie lepszego zrozumienia roli proteaz w generowaniu komérkowej odpowiedzi
immunologicznej oraz umozliwig na bazie tej wiedzy opracowanie testow diagnostycznych lub narzedzi
terapeutycznych. Z catym przekonaniem stwierdzam wiec, ze przedstawiona mi do oceny Rozprawa
Doktorska spetnia wszelkie warunki okreslone w Ustawie i wnioskuje do Komisji ds. Stopni Naukowych w
dyscyplinie Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie mgr inz. Tomasza Janiszewskiego
do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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