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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Justyny Grzymskiej
zatytulowanej
»Badanie wplywu modyfikacji potranslacyjnych
na aktywno$¢ wybranych enzyméw proteolitycznych”

Praca doktorska Pani mgr inz. Justyny Grzymskiej zostata przygotowana w Katedrze Chemii
Biologicznej i Bioobrazowania Wydzialu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej pod
kierunkiem Pana prof. dr hab. Marcina Draga.

Od wielu lat wiadomo, ze modyfikacje potranslacyjne sa odpowiedzialne za zwickszenie
funkcjonalnej réznorodnosci proteomu. Mogg one wplywaé na strukture, elektrofilowosé
i oddzialywanie biatek, dzieki czemu m.in. reguluja faldowanie bialek, oddziatywanie
zligandami lub innymi biatkami, zmian¢ aktywnos$ci katalitycznej czy sygnalizacyjnej.
W zwigzku z tym, aby w pelni zrozumie¢ aktywno$¢ enzymow proteolitycznych, ktére od wielu
lat badane sa w grupie prof. Marcina Draga, poszerzono dotychczasowe badania uwzgledniajac
w poszukiwaniu substratéw i inhibitoréw dla wybranych proteaz modyfikacje potranslacyjne.
Pani mgr inz. Justyna Grzymska podjela si¢ tego zadania i realizujgc prace doktorskg otrzymata
wiele ciekawych wynikéw, ktore wskazuja na istotng i skomplikowang role modyfikacji
potranslacyjnych w sterowaniu aktywnoscig wybranych do badan enzymoéw.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa rozpoczyna si¢ wstepem teoretycznym, obejmujgcym 47
stron. Jest on bardzo dobrze przygotowany i $wietnie wprowadza w tematyke badan nad
enzymami proteolitycznymi. We wprowadzeniu Doktorantka zdefiniowala najwazniejsze
pojecia zwigzane z badaniami jak rowniez wskazata wyzwania w projektowaniu nowych
zwigzkéw mogacych pelni¢ role substratow, markeréw czy inhibitoréw dla enzymoéw
proteolitycznych. W dalszej czgsci Doktorantka skupita sie na doktadnym oméwieniu proteaz
cysteinowych ze szczegélnym uwzglednieniem kaspaz i katepsyn cysteinowych, ktére
stanowig przedmiot jej badan. Kolejno przedstawita metody wykorzystywane do okreslenia
specyficznosci substratowej dzielac je na chemiczne, biologiczne jak réwniez opisujac
wykorzystanie mikromacierzy czy tez proteomiki/degradomiki. Opisata réwniez sposoby
konstruowania markeréw chemicznych i mozliwos$ci ich wykorzystania do badania enzymoéw
proteolitycznych. Ostatni punkt tego rozdzialu dotyczy rodzajéow i roli modyfikacji
potranslacyjnych w odniesieniu do proteaz i w petni uzasadnia potrzebe badan podjetych przez
Doktorantke. Przedstawione doniesienia literaturowe pozwalajg takze na umiejscowienie jej
badan na tle dotychczas prowadzonych prac w tym temacie. Cze$¢ literaturowa oparta jest na
244 pozycjach literaturowych i moze stanowi¢ doskonate kompendium wiedzy o obecnie
panujgcych trendach, a licznie przytoczone dane wskazuja na doglebng analize tej tematyki
przez Autorke.
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W kolejnym rozdziale pracy Doktorantka przedstawia cel oraz plan swoich badan.
Przygotowany wstep literaturowy $wietnie uzasadnia potrzebe podjetych przez Doktorantke
prac badawczych. Gtéwny celem recenzowanej pracy byto opracowanie selektywnych narzedzi
chemicznych do badania katepsyny S. Aby osiggna¢ ten cel Doktorantka wykorzystala dane
dostepne w literaturze oraz zaplanowata dodatkowe badania majace na celu okreslenie wptywu
modyfikacji potranlacyjnych takich jak metylacja, cytrulinacja czy fosforylacja naturalnych
reszt aminokwasowych w pozycji P1, na aktywnos¢ katepsyn L, B, V, S oraz K. Dodatkowo
Autorka podjela sie zbadania wplywu fosforylacji reszt seryny i treoniny w sekwencji
peptydowej substratow na aktywnos¢ kaspazy-3 oraz kaspazy-7 w celu zrozumienia roli tej
modyfikacji w regulacji aktywnosci tych enzymow.

Dalsza cze$¢ pracy obejmuje ,,Badania wiasne” Doktorantki, ktére zostaty podzielone na dwa
duze rozdziaty, pierwszy dotyczgcy prac zwigzanych z katepsynami, a drugi z kaspazami.

Swoje badania Doktorantka rozpoczeta od analizy kinetycznej biblioteki tretrapeptydowych
analogdw sekwencji kontrolnej Ac-ARLR-ACC, w ktorej modyfikowane byly reszty
aminokwasowe w pozycji P1. Nowe podejscie w tych badaniach polegato na dodatkowym
wprowadzeniu resztach aminokwasowych z modyfikacjami potranslacyjnymi takimi jak
metylacja, cytrulinacja, fosforylacja czy utlenienie metioniny. Kolejny etap badaf obejmowat
systematyczne badania majace na celu okreslenie profilu specyficznosci substratowe;j
w pozycjach P4-P2’ ludzkich katepsyn L, B, S, V oraz K. W pierwszej kolejnosci Pani
Grzymska skupila sie na okresleniu preferencji wiazacych w miejscu aktywnym katepsyny
w pozycjach P2, P3 i P4 wykorzystujac metode HyCoSuL opracowang i rozwijang w zespole
Promotora pracy, prof. dr hab. Marcina Draga. Dalszy etap prac byl zwigzany
z wykorzystaniem tej samej metody do okreslenia specyficznosci substratowej katepsyn
w pozycji P1. Badanie specyficznodci substratowej kieszeni S1° oraz S2’ jest bardziej
wymagajace i aby okresli¢ preferencje w pozycji P1° i P2’ Doktorantka postuzyta sig
substratami typu IQF (ang. internally quenched fluorescent substrate). Otrzymane profile
specyficznosci postuzyty Doktorantce do opracowania selektywnych tetrapeptydowych
substratow dla katepsyny S z wykorzystaniem reszt z modyfikacjami potranslacyjnymi. Cigzka
praca Doktorantki zostata uwieficzona sukcesem, otrzymata ona selektywny substrat wobec
katepsyny S, ktory zawieral m.in. modyfikacje potranslacyjna w pozycji P1 (metylacja kwasu
glutaminowego) i w pozycji P3 (cytrulinacja argininy) oraz wykazywal wysoki stosunek
selektywnos$ci wobec katepsyny S. Doktorantka pokazata, Ze otrzymany na podstawie tego
substratu marker chemiczny charakteryzuje si¢ wysoka skutecznoscig inhibicji katepsyny S
znacznie przewyzszajacg hamowanie pozostatych katepsyn.

Kolejny rozdziat pracy zwiazany jest z badaniami dotyczacymi kaspaz. Doktorantka skupita sig
na sprawdzeniu wplywu fosforylacji znanych substratéw dla kaspaz na ich aktywnosc.
Zaprojektowala substraty typu IQF wykorzystujac peptydy wywodzace si¢ z bialek YAPI,
VIME i PARP, a nastepnie badata wptyw fosforylacji L-treoniny lub L-seryny na efektywnos$¢
hydrolizy substratéw. Doktorantka roéwniez podjela badania majgce na celu sprawdzenie
miejsca hydrolizy wybranych substratow wykorzystujac technike LC-MS. Uzyskane wyniki sa
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bardzo ciekawe, wnosza wiele nowych istotnych informacji na temat regulacji aktywnosci
enzymatycznej poprzez modyfikacje potranslacyjne, a takze zwracaja uwage na istotnosé
dtugosci sekwencji peptydowej w badaniach nad aktywnoscig enzymoéw proteolitycznych.
Otrzymane dane zostaty opublikowane w pracy pt. Evaluation of the effects of phosphorylation
of synthetic peptide substrates on their cleavage by caspase-3 and -7, ktérego Doktorantka jest
wspotautorka.

Rozdziala ‘Badania wlasne” napisany jest w bardzo przejrzysty sposob, zawiera liczne
schematy i tabele, a przygotowane graficzne profile specyficznosci sa bardzo czytelne. Nalezy
podkreslié¢, ze Doktorantka otrzymata ogromng ilo$¢ danych a wszystkie otrzymane wyniki
badan sa bardzo skrupulatnie omdwione, przedyskutowane na tle istniejacych doniesien
literaturowych oraz poddane krytycznej analizie. Doktorantka wykazata si¢ umiej¢tnosciami
godnymi dojrzalego naukowca.

Do najwazniejszych osiggnie¢ Doktorantki uzyskanych w trakcie realizacji zarysowanych

powyzej zadafi badawczych sktadajacych si¢ na recenzowang Dysertacje nalezg:

e zaprojektowanie tetrapeptydowych substratéw fluorogenicznych selektywnych wzgledem
katepsyny S;

e wykazanie, ze substrat zawierajacy 2 aminokwasy z modyfikacjami potranslacyjnymi t;.
cytruline oraz metylowany kwas glutaminowy posiada najwigksza selektywnos¢ wobec
katepsyny S i skonstruowanie na jego podstawie inhibitora o duzej selektywnosci;

o przeprowadzenie rzetelnej analizy wplywu fosforylowanych reszt aminokwasowych
w pozycji P1 substratow na regulacje¢ aktywnosci kaspaz 3 i 7 pokazujgcej ztozonos¢ tego
efektu;

e wykazanie, ze obie kaspazy hydrolizuja substrat po karboksylowej stronie fosfo-L-seryny.

W kolejnym rozdziale pracy Doktorantka umiescita podsumowanie, ktore w sposob zwigzly,
ale  jednoczesnie  doktadny  przedstawia  najwazniejsze  wnioski ~ wyciagnigte
z przeprowadzonych badan oraz komentuje otrzymane dane pod katem szerszej perspektywy
mozliwosci ich wykorzystania przez innych naukowcow. Doktorantka jeszcze raz podkreslita
istotno$é modyfikacji potranslacyjnych w badaniach nad mechanizmami regulacji aktywnosci
proteaz.

Kolejny rozdziat pracy ,,Czes¢ eksperymentalna” jest $wietnie przygotowany. Doktorantka na
wstepie tego rozdziatu wskazuje osoby, z ktorymi wspotpracowata i w jakim zakresie, co jest
zrozumiate przy tak ogromnym projekcie realizowanym w ramach tej pracy doktorskiej.
Kolejno przedstawia stosowane odczynniki i ich skroty, a nastgpnie opisuje wykorzystywana
aparature badawczg. Doktorantka wskazata réwniez pochodzenie badanych enzymow: kaspaz-
3, -6, -7 oraz -8 otrzymanych przez dr. Scotta Snipasa (SanfordBurnham Prebys Medical
Discovery Institute w La Jolla, CA, Stany Zjednoczone) oraz katepsyn B, L, V, S oraz K
otrzymanych w grupie prof. Borisa Turka (Instytut JoZefa Stefana, Lublana, Stowenia). Dalej
w sposob bardzo szczegélowy opisana jest synteza znacznika fluorescencyjnego wraz
z przedstawieniem schematéw reakcji. Kazdy zotrzymanych kolejno zwigzkéw  zostal
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doktadnie scharakteryzowany za pomoca spektroskopii NMR oraz HRMS. Wszystkie zwigzki
zostaly otrzymane z bardzo duzymi wydajnosciami, co niewatpliwie jest duzym sukcesem
Doktorantki. Kolejno Doktorantka opisala synteze¢ biblioteki Ac-Ala-Arg-Leu-P1-ACC dla
katepsyn opierajgc si¢ na wezesniejszej pracy dr. inz. Wioletty Rut, otrzymujac 143 substraty,
dla ktérych wykonata analize LC-MS. Dalej opisana jest synteza kombinatorycznej biblioteki
typu IQF dla katepsyn sktadajacej si¢ z dwoch podbibliotek o sekwencji ACC-Ala-Arg-Leu-
Arg-P1’-Mix-Gly-Lys(Dnp) oraz ACC-Ala-Arg-Leu-Arg-P2’-Mix-Gly-Lys(Dnp),
wykorzystujgcej w pozycji P1” oraz P2’ jeden z 96 naturalnych lub nienaturalnych reszt
aminokwasowych a jako mix mieszaning aminokwaséw naturalnych (z pominigciem cysteiny
i metioniny oraz z norleucyna). W ten sposéb powstata ogromna biblioteka substratow typu
IQF do opracowania profilu specyficznosci substratowej ludzkich katepsyn B, L, V, S oraz K
w kieszeni wigzacej S1° oraz S2°. Kolejno zostata opisana metodyka badania specyficznosci
substratowe] dla katepsyn dla réznych bibliotek. Dalej w pracy Doktorantka przedstawia
synteze zdefiniowanych fluorogennych tetrapeptydowych substratow dla katepsyn oraz kaspaz
otrzymujac odpowiednio 104 i 5 zwigzkéw, potwierdzajac ich czystos¢ i tozsamosé za pomoca
LC-MS. Opisana zostala réwniez synteza 14-stu substratéw typu IQF dla kaspaz. Dalej
zostata opisana metodyka badania aktywnosci kinetycznej dla tak otrzymanych zwiazkéw
wobec kaspaz i katepsyn. W kolejnych rozdziatach opisana jest synteza inhibitora
dedykowanego katepsynie S i badanie jego aktywnosci inhibicyjnej. Przedstawione opisy sa
bardzo rzetelne, wskazuja na bardzo dobra znajomo$¢ warsztatu badawczego Doktorantki
i wskazujg na ogrom pracy jaki wykonata Doktorantka zar6wno podczas syntez jak i analizy
aktywnosci kinetycznej otrzymanych zwigzkow.

W dalszej czeSci pracy zostaly umieszczone struktury aminokwaséw, ktore byly wykorzystane
w bibliotekach HyCoSuL oraz w substratach zdefiniowanych, wykaz skrotow, dorobek
naukowy oraz bibliografia obejmujgca 266 pozycji.

Podsumowujac, otrzymane dane, ich analiza i interpretacja sa na najwyzszym poziomie i jestem
pewna, ze wielu badaczy z nich skorzysta w przyszlosci. W pracy tej zostal zaprezentowany
bardzo obszerny material badawczy, ukazujacy doskonate przygotowanie Doktorantki do
prowadzenia syntez oraz badan aktywnosci enzymatycznej na duzg skale. Tak zaawansowane
badania wymagaty dobrego przygotowania zaréwno podczas przygotowania probek,
wykonywania eksperymentéw jak i analizy otrzymanych danych. We wszystkich tych
aspektach Doktorantka wykazata si¢ duzym profesjonalizmem i dojrzatoscig naukows.
Uwazam to za ogromny sukces Doktorantki. Wyniki bedace podstawa rozprawy doktorskiej
zostaly juz czeSciowo opublikowane w ,,Biochemical Journal” ale duza ich cze$¢ wceigz czeka
na opublikowanie i jestem przekonana, ze na podstawie tej pracy powstanie kilka $wietnych
publikacji. W mojej ocenie otrzymane dane stanowig ceng baze informacji i mogg sta¢ sie
podstawa do badan w uktadach in vifro a nawet in vivo. Nie mam krytycznych uwag rowniez
w stosunku do przygotowanej rozprawy. Z obowigzkow recenzenta wymienie kilka punktow
do przedyskutowania podczas obrony pracy doktorskie;j.
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1. Czy w prowadzonych badaniach mozna byloby wykorzysta¢ metody modelowania
molekularnego w celu zmniejszenia naktadu pracy eksperymentalnej?

2. Doktorantka otrzymata selektywny marker chemiczny wobec katepsyny S, prosze
o zaproponowanie dalszego wykorzystania tego markera do badan.

3. Czy Doktorantka moglaby przedstawi¢ kierunki dalszych badan, ktére moglyby stanowic
kontynuacje prac badawczych ujetych w pracy doktorskiej, czy tez propozycje innych
tematow badawczych, ktdre warte bylyby zainteresowania.

Podsumowujac moja ocene rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Justyny Grzymskiej chciatabym
podkresli¢ wysoki poziom merytoryczny przeprowadzonych badan. Czeé¢ badan, ktére
przeprowadzita Doktoranta niewatpliwie mozna uznac za pionierskie 1 majace duzy potencjat
aplikacyjny w tworzeniu narzedzi do badan procesow komdrkowych, okreslaniu mechanizméw
regulacyjnych jak i w projektowaniu lekéw. Na duze uznanie zastuguje fakt, iz praca
W Biochemical J. mino, iz opublikowana zostatla stosunkowo niedawno zyskata juz kilka
cytowan naukowcow z bardzo dobrych osrodkéw naukowych. Nalezy zaznaczy¢, iz
Doktorantka jest wspdtautorka réwniez przegladu literaturowego opublikowane w Chemistry-
An Asian Journal, ktory jest bezposrednio zwigzany z tematyka rozprawy doktorskiej i jak do
tej pory byt zacytowany 14 razy, co swiadczy o jego duzym znaczeniu. Pani Grzymska jest
dodatkowo wspoétautorka trzech innych prac opublikowanych w bardzo dobrych czasopismach
takich jak Chemical Science, Journal of Medicinal Chemistry, czy Thrombosis Research.
Wyniki swoich badan prezentowata rowniez na 4 konferencjach w formie wystgpien ustnych.

Ja nizej podpisana stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz.
Justyny Grzymskiej stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, potwierdzajgc
wiedze oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia badan naukowych przez Doktorantke,
zatem spelnia wymagania stawiane pracom doktorskim okreslone w ustawie z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce w Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z p6Zzn. zm. Wnosze
wiec do Rady Dyscyplin Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej
o dopuszczenie Pani mgr inz. Justyny Grzymskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Ponadto, z uwagi na wysoka warto$¢ merytoryczng uzyskanych wynikdw, omowiong przeze
mnie we wczesniejsze] czesci recenzji, stawiam wniosek do Wysokiej Rady o wyrdznienie
rozprawy.
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