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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Wioletty Rut
p.t. ,Zastosowanie naturalnych i nienaturalnych aminokwaséw w otrzymywaniu aktywnych i

specyficznych markeréw dla proteaz cysteinowych i treoninowych”

Enzymy proteolityczne zwane proteazami sa odpowiedzialne za specyficzng hydrolize
taricuchéw peptydowych i petnia kluczowe funkcje w najwazniejszych dla funkcjonowania organizméw
procesach zyciowych. Dysfunkcje tych enzyméw prowadzg do bardzo powaznych nieprawidtowosci w
metabolizmie komérkowym, a w konsekwencji s3 przyczynami powaznych choréb takich jak
nowotwory, choroby uktadu krwionosnego, choroby neurodegeneracyjne, czy autoimmunologiczne. Z
tych powodéw proteazy sa przedmiotem bardzo intensywnych badar w réznych aspektach i jednym
z najintensywniej rozwijanych zagadnienn zakresie chemii biologicznej. Bodajze najbardziej
fascynujgcym zagadnieniem w tym aspekcie jest specyficznosé substratowa tych biatek, czyli jakie
mechanizmy decydujg o tym, ze sposrdd tysiecy biatek obecnych w komérkach enzymy te przecinajg
taficuchy peptydowe konkretnych biatek w konkretnym miejscu. Jest to réwniez najwieksze wyzwanie
z punktu widzenia projektowania sond molekularnych a takze selektywnych inhibitoréw, bo tylko takie
moga by¢ rozpatrywane w kontekscie terapeutycznym. Przetomem w poszukiwaniu selektywnosci
substratowej przyniosto zastosowanie nienaturalnych aminokwaséw, w czym swdj istotny udziat ma
Prof. Marcin Drag wraz z wspdtpracownikami. Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr
Wioletty Rut wykonana w Zaktadzie Chemii Bioorganicznej, Wydziatu Chemicznego Politechniki
Wroctawskiej pod kierunkiem Prof. Draga doskonale wpisuje sie w ten nurt badawczy, a dotyczy

projektowania, syntezy i badan specyficznych substratéw, markeréw oraz inhibitoréw dwéch waznych
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medycznie enzyméw proteolitycznych: proteazy wirusowej SARS Plpro oraz kompleksu
enzymatycznego — proteasomu 20S.

Praca doktorska ma klasyczny uktad i liczy 172 strony, a wiec jest obszernym materiatem
naukowym. Na rozprawe skfada si¢ wstep teoretyczny, badania wiasne oraz cze$¢ eksperymentalna.
Dodatkowo wyodrebniono, cele pracy, a na koricu podsumowanie oraz liste prac wchodzacych do
dorobku autorki oraz osiggnie¢ zwigzanych z realizacja doktoratu. W pracy zamieszczono 50 rysunkéow
oraz 12 tabel, bardzo starannie przygotowanych pod wzgledem edytorskim, ktére sg bardzo pomocne
w $ledzeniu toku rozumowania Autorki rozprawy. W pracy zacytowano 200 pozycji literaturowych,
ktére w znakomitej wiekszosci stanowig prace oryginalne oraz przegladowe opublikowane w
wiodacych czasopismach naukowych z chemii, biochemii i medycyny oraz dziedzin pokrewnych. Cata
praca jest przygotowana pod wzgledem edytorskim bardzo profesjonalnie, tacznie z bardzo atrakcyja

wizualnie oprawa pracy.

Zgodnie z wymaganiami Ustawy o tytule i stopniach naukowych z dnia 14 marca 2003 roku
(Dziennik Ustaw Nr 65, poz. 595, Art. 13) przedmiotem mojej oceny sg nastepujgce elementy
Rozprawy: a) ogdélna wiedza Kandydata w uprawianej dziedzinie naukowej, b) Umiejetnoscé

prowadzenia badan naukowych, c) oryginalnos¢ rozwigzanego problemu naukowego.

Cel pracy postawiony przed jej Autorkg sktadat sig z dwoch zasadniczych czesci: a) synteza narzedzi
molekularnych do badarn trzech réznych aktywnosci proteasomu oraz b) stworzenie narzedzi do badari
reperzentujgcg grupe enzymoéw deubikwitynujacych proteazy SARS Plpro. Aby te cele osiggnac
Autorka zaplanowata synteze bibliotek substratéw fluorogenicznych i wykorzystanie ich do badan
specyficznosci substratowych wszystkich wyzej wspomnianych aktywnosci proteolitycznych. Efekty
tych badan mialy zosta¢ nastepnie wykorzystane do zaprojektowania i syntezy selektywnych
substratow oraz chemicznych markerow wszystkich trzech aktywnosci proteasomu oraz SARS PLpro, a

w przypadku tego drugiego enzymu rowniez jego inhibitoréw.

W czesci literaturowej Autorka opisuje w sposéb dojrzaty naukowo, a przy tym bardzo interesujgcy,
réznorakie aspekty zwigzane z proteazami, ze szczeg6lnym uwzglednieniem proteasomu, komentujgc
budowe, mechanizm hydrolizy wigzari peptydowych, podsumowuje wiedze na temat specyficznosci
substratowej poszczegdlnych podjednostek katalitycznych. Szczegétowo opisane sg znane z literatury
inhibitory oraz konsekwencje terapeutyczne hamowania aktywnosci proteasomu. Znaczna czesc
przegladu literaturowego poswiecona jest réwniez markerom chemicznym proteaz oraz metodom
pozwalajgcym na badanie specyficznosci substratowe]j tych enzymow, dzieki czemu poéiniej bardzo
tatwo byto oceni¢ dokonania autorki na tle aktualnego stanu wiedzy w tej dziedzinie. Wszystko zostato
opisane w klarowny i zwarty sposob, z duig odpowiedzialnoscig za stowa i chyba pierwszy raz czytajgc

prace doktorska zdarzyto mi sie zatowac, ze wiasnie oto dotartem do korica wstepu literaturowego.
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Czg$é¢ poswigcona badaniom wtasnym to bardzo bogaty materiat badawczy, w ktérym Autorka podjeta
sig trudnego zadania jakim byta realizacji bardzo ambitnych celéw postawionych przd Doktorantka.

Trzeba jednak przyznac, ze Autorka rozprawy poradzita sobie z realizacjg tych celéw znakomicie.

Stosujgc syntetyczne biblioteki peptydéw, niektére z tych bibliotek zaprojektowane i zsyntezowane
przez samg Doktorantke, inne wczeéniej otrzymane w laboratorium Promotora. Doktorantka uzyta tych
bibliotek do profilowania wszystkich trzech aktywnosci proteasomu 20S co doprowadzito do
nastgpujacych konkluzji: do optymalnej aktywnosci wszystkich trzech podjednostek katalitycznych
wymagany jest substrat 4-aminoikwasowy. Najlepiej rozpoznawane przez podjednostke B-1
proteasomu (aktywnos$¢ kaspazo-podobna) i B-5 (aktywnos$¢ chymotrypsyno-podobna) s3
heksapeptydy, natomiast podjednostka B-2 (aktywnoé¢ trypsyno-podobna) preferuje pentapeptydy.
Co wigcej badania pozwolity réwniez na okreslenie petnego profilu specydficznosci substratowej trzech
podjednostek proteasomu, a nastepnie otrzymanie i potwierdzenie aktywnosci selektywnych
substratéw fluorogenicznych dla kazdej aktywnosci katalitycznej proteasomu 20S.W koricu otrzymano
selektywne markery chemiczne do detekcji podjednostek B proteasomu 20S w lizatach komérkowych,
w tym krwi ludzkiej. Wydaje sie, ze zdolno$¢ do monitorowania aktywnosci poszczegéinych
podjednostek w prosty i wiarygodny sposéb otwiera nowe mozliwosci w badaniach nad skutecznoscia
terapeutykéw dla ktérych celem terapeutycznym jest proteasom. Z cata pewnoscia praca Pani magister
Rut dostarcza poteznych narzedzi do lepszego zrozumienia jak dziata w naszych komérkach fasynujaca
maszyneria molekularna odpowiedzialna za degradacje biatek. Mimo tak waznych wynikéw
osiggnietych dla proteasomu 20S, Doktorantka kontynutowata badania co w dalszym ciggu
doprowadzito do przy zastosowaniu podobnego podejscia do okreslenia preferencji substratowej
proteazy SARS PLpro. W tym przypadku Doktorantka réwniez byta w stanie otrzymac selektywe
substraty fluorogeniczne, a co wiecej otrzymata réwniez selektywne inhibitory tego biatka.

Przykry obowigzek recenzenta to rowniez wykazanie stabosci rozprawy przedstawionej do oceny, tych
na szczeicie w recenzowanej pracy jest nie wiele. Dodatkowo kilka stwierdzen zamieszczonych w
rozprawie wzbudzito pewne watpliwosci i wymaga komentarza ze strony Doktorantki podczas
publicznej obrony. Przyktadowo na stronie 24 doktorantka opisuje inhibitory proteasomu, wartosciujgc
inhibitory dla ktérych wyznaczono wartosci IC50 w réznych eksperymentach. Nie jest to do korica
prawidtowe gdyz parametr IC50 silnie zalezy od warunkdw eksperymentu, dla tego samego zwigzku w
réznych eksperymentach otrzymuje sie z reguly inne wartosci. Inhibitory na jego podstawie mozna
poréwnywac jesli wyznaczymy IC50 dla réznych inhibitoréw w takim samym rodzaju eksperymentu w
takich samych warunkach. Dlatego stwierdzenia, ze inhibitor a jest 37-krotnie silniejszy niz b s3
nieuprawnione. Prosze doktorantke o odniesienie sie do tej uwagi na publicznej obronie i

przedyskutowanie jakie ewentualnie parametry mogg by¢ uiyte do poréwnywania inhibitoréw
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badanych w réznych eksperymentach. Z kolei na stronie 29 doktorantka napisata, ze w przypadku
peptydowych pochodnych kwasu boronowego skrécenie sekwencj peptydowej z trzech do dwéch
aminokwasdw spowodowafo wzrost selektywnosci, cho¢ intuicyjnie spodziewatbym sie przeciwnego
efeku.

Czystoé¢ kaidego z substratéw (skladnikéw biblioteki P5 i P6 do badari proteasomu) zostata
potwierdzona za pomocg analitycznego HPLC, a masa czasteczkowa zostata wyznaczona przy uzyciu
ESI-MS. Szkoda, ze w pracy nie przedstawiono przyktadowych profili HPLC oraz widm HRMS. Prosze o
przedstawienie przyktadéw tych danych podczas publicznej obrony.

Dla szergu rysunkéw zamieszczonych w rozprawie brak odnosnikow w tekscie np. rysunki 7,8, 17, 21-
23, 26, 38 i jeszcze kilka innych).

Tabela 5, z badan przy uzyciu spektrometrii mas, ktéra zajmuje ponad 7 stron rozprawy, a zostata w
tekscie skomentowana jednym zdaniem, 2e markery sa selektywne, mogtaby sie znalez w
suplemancie do rozprawy bez szkody dla strony merytorycznej rozprawy.

Autorka nie ustrzegta sie sporadycznych btedéw gramatyczne, braku znakéw interpunkcyjnych, czy
tzw. literowek, co oczywiscie nie obniza bardzo wysokiej wartosci pracy zaréwno pod wzgledem
edytorskim, a tym bardziej pod wzgledem merytorycznym.

Bogaty materiat doswiadczalny, uzyskany podczas realizacji pracy jest cenny z punktu widzenia
zastosowan terapeutycznych, diagnostycznych oraz poznawczych. Rozprawa wnosi istotny wkiad w
badania nad tak problematyczng w przypadku proteaz specyficznoscig substratowa. Na odrebny
komentarz zastuguje dorobek publikacyjny Doktorantki. Wiekszo$¢ wynikow bedgcych rezultatem
realizacji pracy doktorskiej zostatg juz opublikowana. Pani magister Wioletta Rut jest wspotautorkg 10
prac opublikowanych w wiodgcych w dziedzinie czasopismach z listy filadelfijskiej w tym pracy
przegladowej (w Chemical Reviews) oraz jednej pracy wystanej do druku. W czterech z tych prac
Doktorantka jest pierwszg wspotautorkg. Mimo, tego, ze badaczka z oczywistych wzgledéw ma
niewielki staz jej prace byly juz 40 razy czytowane przez innych badaczy. Doktorantka réwniez
wielokrotnie prezentowata swoje badania na konferencjach zagranicznych i krajowych w postaci
komunikatéw ustnych oraz prezentacji plakatowych. Te liczne osiggniecia naukowe spotkaty sie z
uznaniem réinych gremidw naukowych, co odzwierciedlajg liczne nagrody i wyréznienia. Na
szczegdlne uznanie zastuguje tu prestizowe stypendium 17 edycji programu L'Oréal Polska Dla Kobiet
i Nauki.

W konkluzji z catym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny Rozprawa
Doktorska spetnia wszelkie warunki okreslone w Ustawie i wnioskuje do Rady Wydziatu Chemicznego
Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie mgr Wioletty Rut do dalszych etapéow przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie biorgc pod uwage wage uzyskanych wynikéw naukowych w szczegélnosci

opracowanie struktur i otrzymanie selektywnych substratéw i chemicznych markeréw ludzkiego
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proteasomu 205, a przy tym imponujacy dorobek naukowy jak na ten etap kariery naukowej z petnym
przekonaniem wnioskuje do Rady Wydziatu o wyréznienie rozprawy doktorskiej Pani magister Wioletty

Rut.
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