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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Groborz

p.t. ,Narzedzia chemiczne do badan enzyméw proteolitycznych przy uzyciu cytometrii masowej”

Enzymy proteolityczne odpowiedzialne za specyficzng hydrolize tancuchéw peptydowych
petnig kluczowe funkcje w najwazniejszych dla funkcjonowania organizmdw procesach zyciowych.
Dysfunkcje tych enzymoéw mogg prowadzi¢ do bardzo powaznych nieprawidtowosci w metabolizmie
komorkowym, a w konsekwencji byé przyczynami powaznych choréb takich jak nowotwory, choroby
uktadu krwionosnego, choroby neurodegeneracyjne, czy autoimmunologiczne. Fascynujgce jest to, ze
proteazy sg w stanie precyzyjnie rozpoznawac¢ sekwencje aminokwasowe swoich substratow,
dokonujac ciecia Scisle okreslonych tancuchéw peptydowych, aktywujac ich aktywnos¢ biologiczng,
lub degradowac tylko wybrane biatka, niszczac je. Tysigce publikacji na temat tej grupy enzyméw
pozwala nam na coraz lepsze rozumienie funkcjonowania proteaz w ztozonych uktadach jakimi sg bez
watpienia komorki, tkanki czy wrecz cate organizmy. Sledzenie aktywnosci poszczegdlnych enzyméw,
a tym bardziej mozliwos¢ Sledzenia wielu enzyméw o podobnej aktywnosci jednoczesnie w
pojedynczej komérce to nie lada wyzwanie, ale nagroda za to jest rowniez wysoka: zrozumienie
wspotzaleznosci pomiedzy réznymi aktywnosciami proteolitycznymi. Jest to jeden z powodow dla
ktorych powstata i intensywnie rozwijana jest przez ostatnie lata cytometria masowa, stanowigca
swego rodzaju hybryde spektrometrii mas z cytometria przeptywowa. Jednak aby mdéc w danym
kontekscie skorzysta¢ z tego potezego narzedzia diagnostycznego (choé nie tylko) niezbedne sg
odpowiednie narzedzia molekularne. O tworzeniu takich narzedzi do zastosowan w cytometrii

masowej w kontekscie enzymoéw proteolitycznych jest wtasnie rozprawa doktorska Pani magister
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Katarzyny Groborz, ktérg wykonata pod kierunkiem Profesora Marcina Draga i doktora habilitowanego
Marcina Poreby w Katedrze Chemii Biologicznej i Bioobrazaowania, Wydziatu Chemicznego
Politechniki Wroctawskiej, a cze$ciowo réwniez w SBP Medical Discobery Institut, San Diego, USA.
Praca doktorska ma uktad klasyczny, typowy dla prac eksperymentalnych z pogranicza chemii
i biologii. Rozprawa jest napisana w sposdb zwiezly, co docenig zajeci recenzenci, ale za to
merytoryczna. Na 173 stronach tej rozprawy opisano wstep teoretyczny, badania wtasne oraz czesé
eksperymentalng. Dodatkowo wyodrebniono, cele pracy, a na koricu podsumowanie oraz liste prac
wchodzgcych do dorobku autorki oraz osiggnie¢ zwigzanych z realizacjg doktoratu. W pracy
zamieszczono 43 rysunki oraz 14 tabel, starannie przygotowanych pod wzgledem edytorskim.
Elementy te sg bardzo pomocne w rozumieniu tematdw poruszanych rozprawie. W pracy zacytowano
216 pozycji literaturowych, ktére w znakomitej wiekszosci stanowig prace oryginalne oraz przeglagdowe
opublikowane w wiodgcych czasopismach naukowych z chemii, biochemii, biologii molekularne;j i

komérkowej oraz dziedzin pokrewnych.

Celem recenzowanej rozprawy doktorskiej byto zaprojektowanie, otrzymanie oraz pokazanie
»proof of concept” zastosowan nowego typu sond molekularnych do badarn aktywnosc¢i proteaz przy
uzyciu cytometrii masowej. Projektowane sondy sktadaty sie z czesci peptydowej odpowiadajacej za
specyficzne wigzanie sie do poszczegdlnych proteaz, czesci analitycznej, ktorg stanowity czyste
izotopowo jony lantanowca, odpowiednio skmpleksowane i przytaczone kowalencyjnie do czesci
peptydowej, oraz reaktywne ugrupowanie zapewniajgce kowalencyjne zwigzanie sie z enzymem w
jego miejscu aktywnym. Weryfikacja uzytecznosci tak skonstruowanych sond miata zostac
przeprowadzona na nowotworowych liniach komérkowych oraz komérkach wyizolowanych z krwi

ludzkiej.

W czesci literaturowej Autorka opisuje metode cytometrii masowe] prezentujac podstawy
fizykochemiczne oraz walory tej metody i pokazujac przewage nad aktualnie stosowanymi technikami
badawczymi stosowanymi w tym kontekscie. Przedstawia udoskonalenia technologiczne, ktére
pozwalajg na coraz bardziej zaawansowane zastosowania zwigzane z obrazowaniem komoérek pod
katem aktywnosci enzymatycznej. Znaczna cze$é przegladu literaturowego poswiecona jest obiektom
badan mgr Groborz, czyli enzymom proteolitycznym, w szczegdlnosci proteazom cysteinowym i
serynowym. Autorka przedstawia poszczegdlne klasy tych enzymdw, jak chocby kaspazy, katepsyny
czy neutrofilowe proteazy serynowe dyskutujgc ich funkcje komérkowe oraz wskazujgc procesy
fizjologiczne i patologiczne, w ktdrych biorg udziat. Dobdr tresci w czesci literaturowej jest kwestig
autorska, jednak powinien pomagaé czytelnikowi w zrozumieniu osiggnie¢ opisanych w badaniach
wtasnych, a dobrze jest jesli jednoczesnie tworzy pewng spdjng i ciekawg historie. Nie mam

watpliwosci, ze tak wtasnie jest w recenzowanej pracy.
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Czes¢ poswiecona badaniom wtasnym to bardzo bogaty materiat badawczy, w ktérym Autorka podjeta
sie trudnego zadania jakim byto zaprojektowanie, otrzymanie i weryfikacja specyficznych sond
molekularnych pozwalajacych sledzi¢ aktywnosé wybranych proteaz przy uzyciu cytometrii mas.
Technika ta pozwala na wielowymiarowg analize réznych parametréw na poziomie pojedynczych
komorek, dzieki czemu znajduje zastosowanie w wielu obszarach badawczych, a w szczegélnosci w

diagnostyce.

W recenzowanej pracy Doktorantka opisata nowy typ markeréw chemicznych, ktére zamiast
znacznikéw fluorescencyjnych posiadajg stabilne izotopy wybranych metali. W pierwszej kolejnosci
jako cele molekularne wybrano proteazy cysteinowe: legumaine, katepsyne L oraz katepsyne B.
Kluczem do powodzenia projektu byty juz istniejgce selektywne inhibitory tych enzymoéw, ktdére
zidetyfikowano wczesniej stosujgc opracowane w Laboratorium kierowanym przez Prof. Drgga metody
profilowania specyficznosci substratowej enzymédw proteolitycznych za pomoca bibliotek substratow
zawierajgcych nienaturalne aminokwasy. Tetrapeptydowe sondy zawieraty na N-korficu ugrupowanie
chelatujgce DOTA, ktére jest bardzo dobrym srodkiem kompleksujgcym, szczegdlnie dla jondw
lantanowcéw. Do wyznakowania markeréw chemicznych uzyto terb (**°Tb), lutet (Y°Lu) oraz gadolin
(mieszanina izotopdw, Gd). Sondy na C-koricu zawieraty reaktywng grupe tgczaca sie kowalencyjnie z
enzymem w jego miejscu aktywnym. W przypadku proteaz serynowych zastosowano estry difenylowe

kwaséw a-aminoalkanofosfonowych, a w przypadku proteaz cysteinowych acyloksymetyloketony.

Tak skonstruowane sondy byty najpierw testowane wzgledem rekombinowanych enzyméw pod
wzgledem aktywnosci i selektywnosci, a nastepnie w liniach komodrkowych pod wzgledem
selektywnosci, aby sprawdzi¢ czy zmiana znacznika wptywa na funkcjonalnosé¢ sondy. Badania te
pokazaty, ze nowo otrzymane zwigzki zachowujg sie bardzo podobnie jak ich fluorescencyjne analogi.
Pozostajg slektywne i wigza sie do enzymdéw w zywych komérkach. Finalna weryfikacja polegata na
wizualizacji aktywnosci proteaz za pomocg otrzymanych sond z wykorzystaniem cytometrii masowej,
pokazujac, ze mozliwe jest badanie tg metodg aktywnosci enzymoéw proteolitycznych w réznych typach
komorek. Jednoczesnie zestawienie wynikéw uzyskanych dzieki nowym sondom oraz dzieki
znakowanym, handlowo dostepnym przeciwciatom umozliwia poréwnanie ekspresji danej proteazy z
jej aktywnoscig komérkowa. Pomimo, ze nowe sondy wykazujg sie nizszg czutoscig w stosunku do
sond opartych na przeciwciatach to udato sie je zastosowa¢ z powodzeniem do obrazowania

aktywnosci wybranych proteaz w komérkach linii THP-1 (komoérki ostrej biataczki monocytowej).

Kolejna czes¢ pracy poswiecona jest otrzymywaniu i weryfikacji drugiej generacji sond do podobnych
zastosowan. W drugiej generacji sond do detekcji proteaz metodg cytometrii masowe] zastosowano
pewne modyfikacje, dotyczyty one w szczegdlnosci zmiany ugrupowania chelatujgcego na DOTA-GA,

ktore silniej koordynuje jon metalu oraz zwiekszono réwniez dtugosc linkera faczacego chelator z
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czescig peptydowa. Dla zwigzkdw drugiej generalcji otrzymano dodatkowo analogi nie zawierajgce
grupy reaktywnej na C koncu, a zamiast tego wprowadzono tam ugrupowanie amidowe (a nie jak
btednie okreslita to Doktorantka w pracy wolng grupa aminowg). Te zmiany w strukturze sond TOF
drugiej generacji odpowiednio umotywowano, cho¢ nie mogtem odszukac krytycznego komentarza na
temat witasciwosci sond pierwszej generacji. Bardzo prosze Doktorantke o ustosunkowanie sie podczas
publicznej obrony, czy obserwowata posrednio lub bezposrednio utrate jonu metalu przez sonde w
eksperymentach biochemicznych lub biologicznych. Czy badana bytfa trwatos¢ takich komplekséw, czy
mozliwa jest wymiana metalu na jony obecne w komdrkach? Podsumowanie sond drugiej generacji

mozna odnalez¢ w Tabelach 3 oraz 4, gdzie przedstawiono tgcznie 20 struktur zwigzkéw chemicznych.

Sondy drugiej generacji poddano réwniez weryfikacji pod wzgledem potencjalnych zastosowan do
cytometrii przeptywowej. Podobnie jak poprzednio uzyskano bardzo interesujgce wyniki tym razem
sledzac aktywnos¢ wybranych proteaz cysteinowych w makrofagach. Dane uzyskane z tych
eksperymentéw dobrze korelowaty z danymi literaturowymi. Biorgc pod uwage nowatorski charakter
przeprowadzonych badan oraz ich efekty naukowe, a przede wszystki olbrzymi potencjat aplikacyjny

wynikajgcy wprost z badan podstawowych, prace jako catos¢ oceniam bardzo wysoko.

Przykry obowigzek recenzenta to réwniez wykazanie stabosci rozprawy przedstawionej do oceny, tych
na szczeScie w recenzowanej pracy jest nie wiele. Badania wtasne konczg sie rozdziatem 3.3.5
zatytutowanym , Podsumowanie i dyskusja wynikéw”. Takie rozdziaty nalezg do ulubionych wsréd
recenzentdw, tu niestety z pewnym rozczarowaniem musze stwierdzié, ze rozdziat ten zostat
potraktowany po macoszemu. Podsumowanie sprawia wrazenie bardzo ogélnikowego, zabrakto mi
iloSciowego podsumowania efektow pracy Doktorantki w ramach projektu doktorskiego. Zabrakto
rowniez pewnego zarysowania jak ta opracowana technologia moze by¢ wykorzystana w przysztosci.
Moze podczas publicznej obrony uda mi sie namoéwic Doktorantke na popuszczedzie wodzy fantazji w

tym zakresie.

Dysertacja przygotowana zostata z nalezytg satarannoscia, z zastosowaniem wysokich standardéw
rowniez jesli chodzi o strone edytorska. Niemniej jednak zauwazytem kilka brakéw lub pomytek.

Niektore z nich pozwole sobie tutaj wymienic.

Przyktadowo na stronie 26 w zdaniu: ,Tak zaprojektowane czgsteczki mogg by¢ kolejno stosowane do
znakowania komodrek lub w celu strojenia kalibracji masowego.” zabrakto stowa, przypuszczam, ze

chodzi o kalibracje cytometru masowego.

W tabeli 1 w strukturze fragmentu peptydowego markera TOF dla kaspazy-1 wkradt sie btagd w
strukturze jednego z naturalnych aminokwaséw i bardzo prosze o jego skorygowanie podczas

publicznej obrony.
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Na rysunku 20 panel C zabezpieczajgce grupy tertbutylowe w grupie chelatujacej powinny by¢ juz
usuniete po zastosowaniu w poprzednim etapie TFA, a na schemacie ciggle sg obecne sprawiajac

wrazenie, ze zostaty usuniete dopiero pod wptywem chlorku lantanowca.

Te drobne defekty nie obnizajg oczywiscie wysokiego poziomu pracy zaréwno pod wzgledem
edytorskim, a tym bardziej pod wzgledem merytorycznym.

Bogaty materiat doswiadczalny, uzyskany podczas realizacji pracy jest cenny ze wzgledéw
poznawczych, diagnostycznych a by¢ moze réwniez teranostycznych. Rozprawa wnosi bardzo istotny
wktad w metodologie badan nad aktywnoscig komdrkowa proteaz, w tym jednoczesnym badaniu wielu
z nich. Jestem przekonany, ze opracowane podczas realizacji pracy narzedzia molekularne znajda
szerokie zastosowanie w profilowaniu aktywnosci komdérkowej. Na odrebny komentarz zastuguje
dorobek publikacyjny Doktorantki. Pani magister Katarzyna Groborz jest wspoétautorkg 16 prac
opublikowanych w wiodacych w dziedzinie czasopismach z listy filadelfijskiej. Prace ze
wspoétautorstwem Doktorantki publikowane byty w takich czasopismach jak JACS, Angewandte
Chemie Int. Ed., Nature Chemical Biology, Chemical Science, czy Cell Deaths and Differentiation, a
sumaryczny IF tych prac wynosi ponad 117, czyli jest zblizony do bardzo dobrych prac habilitacyjnych.
W czterech z tych prac Doktorantka jest pierwszg wspdtautorka. Jest to wiec dorobek imponujacy jak
na ten etap kariery. Tym niemniej z pewnym zdziwieniem zauwazytem, ze wyniki w dysertacji sg
zwigzane przede wszystkim z jedng praca opublikowang w JACS. Bede wdzieczny za krétki komentarz
w tej sprawie. Doktorantka za swe osiggniecia naukowe byta nagradzana, co odzwierciedlajg liczne
nagrody i wyrdznienia, kierowata dwoma projektami badawczymi Preludium NCN oraz Diamentowy
Grant z MNiSW. Warto podkresli¢ réwniez staz odbyty w SBP Medical Discovery Institut, San Diego,
USA, ktéry z pewnoscig bardzo istotnie wptynat na zainteresowania badawcze Doktorantki.

W konkluzji z catym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny Rozprawa
Doktorska spetnia wszelkie warunki okreslone w Ustawie i wnioskuje do Komisji do Spraw Stopni
Naukowych w Dyscyplinie Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie mgr Katarzyny
Groborz do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie biorgc pod uwage nowatorski charakter przedstawionych badan objawiajacy sie
opracowaniem zupetnie nowych i niezwykle cennych narzedzi pozwalajgcych na badanie aktywnosci
wybranych proteaz w pojedynczych komérkach, a co za tym idzie olbrzymi potencjat aplikacyjny tych

narzedzi wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pani magister Katarzyny Groborz.
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