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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Radostawa Gtadysza

pt. ,Badanie rozszerzonego profilu specyficznosci ludzkich proteasomoéow”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska zostata zrealizowana w Katedrze Chemii
Biologicznej i Bioobrazowania, Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej, pod kierunkiem
prof. dr hab. Marcina Draga. Praca obejmuje badania nad okresleniem specyficznosci substratowej
kieszeni S6-S2 oraz S1’-S2’ poszczegdlnych podjednostek immunoproteasomu oraz kieszeni S6-S5
i S1’-S2’ proteasomu 20S, z zastosowaniem odpowiednio zaprojektowanych i otrzymanych bibliotek
substratéw peptydowych. Realizacja pracy w zespole uznanego autorytetu w dziedzinie
bioobrazowania, enzymow proteolitycznych i chemii kombinatorycznej oraz nowatorskie podejscie
do tematu dajg pewnos¢, ze rozprawa doktorska mgr inz. Radostawa Gtadysza wpisuje sie doskonale
w nowoczesne trendy badawcze, zwigzane z charakterystykg kluczowych dla organizmu ludzkiego
komplekséw enzymatycznych. Proteasom 20S i immunoproteasom biorg udziat w kluczowych
procesach biologicznych, a zaburzenie ich funkcji prowadzg do wielu stanéw chorobowych (m.in.
choroby neurodegeneracyjne, autoimmunologiczne czy nowotworowe). Dlatego tez stanowig one
obiecujace cele molekularne dla juz istniejgcych lekéw, ale przede wszystkim dla poszukiwanych,
selektywnych inhibitorow, ktére mogg znalezé zastosowanie w terapii ciezkich schorzen.

Ocena ukfadu rozprawy

Rozprawa doktorska posiada klasyczny ukfad, jest podzielona na rozdziaty i podrozdziaty.
Napisana jest poprawnie i liczy 165 stron (w tym wstep teoretyczny - 30 stron, cel pracy — 2 strony,
badania wtasne - 59 stron, podsumowanie i wnioski koricowe 4 strony, czes¢ eksperymentalna- 53
strony). Praca zawiera rdwniez opis dorobku naukowego Doktoranta oraz bibliografie. Cytowanych
jest 96 pozycji literaturowych. W pracy brakuje natomiast streszczenia w jezyku polskim
i angielskim. Moim zdaniem mankamentem jest réwniez brak spisu skrétéw i nazw zwyczajowych,
co znacznie utrudnia czytanie pracy. Czes¢ skrotow jest wprawdzie wyjasniona w tekscie, ale wielu
brakuje.

Ocena merytoryczna

Przedstawiony temat pracy w petni zgadza sie z okreslonymi w rozdziale “Cel pracy” zatozeniami
i zakresem badan oraz przedstawionymi wynikami.
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W rozdziale ,Wstep teoretyczny”, Autor przedstawit stan wiedzy dotyczacy ogdlnej
charakterystyki enzymow proteolitycznych oraz proteasomu 26S i immunoproteasomu. Nastepnie
skupit sie na omowieniu literatury z zakresu badan preferencji substratowej poszczegdlnych
podjednostek tych komplekséw enzymatycznych, przedstawiajac szczegétowo kilka narzedzi
w postaci réznych bibliotek substratéw peptydowych, pozwalajacych na doktadne i szybkie
zbadanie profilu specyficznosci tych wielkoczgsteczkowych komplekséw enzymatycznych. Opisat
rowniez budowe i zastosowanie znanych inhibitoréw proteasomu 26S i immunoproteasomu. Czes¢
dotyczaca opisu bibliotek substratéw i inhibitorow nie budzi zastrzezen, jednak moim zdaniem
przydatoby sie lepsze usystematyzowanie wiedzy na temat struktury proteasomu 26S
i immunoproteasomu oraz umieszczenie bardziej doktadnych rysunkéw. Takie struktury pozwolityby
m.in. zlokalizowac biatka, ktére Autor w tekscie oznacza tylko symbolami bez ich wyjasnienia (np. dla
proteasomu 26S biatka Rpn3,Rpn 5-9, Rpt1-Rpt-6 i wiele innych). Ta sama uwaga dotyczy struktury
miejsc aktywnych w poszczegdlnych podjednostkach badanych kompleksdw enzymatycznych. Autor
w opisie doniesien literaturowych podaje wprawdzie kilka informacji na temat aminokwaséw
wystepujacych w pewnych lokalizacjach, ale bez ich graficznego przedstawienia trudno
przeanalizowa¢ mozliwe oddziatywania z substratami. Przydatne byloby réwniez krétkie
podsumowanie stanu wiedzy z zakresu specyficznosci substratowej podjednostek katalitycznych
badanych kompleksdw, co znacznie utatwitoby analize wynikéw w czesci badawcze;.

Kolejnym rozdziatem jest ,,Cel pracy”, gdzie Autor przedstawit gtdwne zatozenia pracy i bardzo
ambitny zakres badan. Zakres ten obejmowat zaréwno zaprojektowanie i synteze wielu
hybrydowych bibliotek peptydowych substratéw fluorogenicznych oraz zdefiniowanych bibliotek
substratéw typu IQF (wewnetrznie wygaszanych fluorescencyjnych substratéw), jaki i okreslenie
specyficznosci substratowej poszczegdblnych podjednostek proteasomu 20S
oraz immunoproteasomu w kilku kieszeniach wigzacych.

W czesci “Badania wtasne” Doktorant przedstawit rezultaty swoich szeroko zakrojonych badan,
bedacych realizacjg bardzo ambitnych celéw zatozonych w pracy. llos¢ wykonanych badan jest
bardzo imponujgca. Nowatorskie podejscie Doktoranta przejawia sie zaréwno w wykorzystaniu
nowoczesnych narzedzi do projektowania, syntezy i badania bardzo obszernej biblioteki substratow,
jak i w zastosowaniu nienaturalnych aminokwasow w otrzymywanych peptydach.

Doktorant rozpoczat od okreslenia specyficznosci substratowej poszczegdlnych podjednostek
immunoproteasomu (podjednostki B1i, B2i, B5i), wykorzystujgc w sumie 9 bibliotek (3x3
podbiblioteki) tetrapeptydowych substratéw fluorogenicznych zsyntetyzowanych w grupie
prof. Marcina Draga. Kazda z bibliotek zawierata 129 rdinych tetrapeptyddw ze znacznikiem
kumarynowym w pozycji P1’ oraz grupg acetylowg na C-korncu. Na podstawie otrzymanych wynikéw
Autor okreslit preferowane przez poszczegdlne podjednostki immunoproteasomu aminokwasy
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w pozycjach P2, P3, i P4 tetrapeptyddw, wymieniajac te, dla ktérych osiggnieto ~80-100% wzglednej
aktywnosci enzymatycznej. Ze wzgledu na to, ze w dalszych badaniach Autor stosuje substraty
ze Scisle okreslonymi aminokwasami w pozycjach P4-P2, przydatoby sie krotkie podsumowanie tej
czesci i informacja na temat wybranych zwigzkdw.

Zasadnicza czesc rozprawy dotyczy projektowania i syntezy bardzo licznych bibliotek substratow
do badania rozszerzonego profilu specyficznosci substratowej podjednostek proteasomu 20S
i immunoproteasomu. W celu zbadania specyficznosci substratowej w kieszeniach S5 i S6, Doktorant
zaprojektowat i zsyntetyzowat cztery hybrydowe kombinatoryczne biblioteki substratéow
(ang. hybrid combinatorial substrate library; HyCoSul), przy czym kazda sktadata sie z dwdch
podbibliotek. Substraty te posiadaty zdefiniowane aminokwasy w pozycjach P4-P1 oraz fluorofor
w postaci kwasu 7-aminokumaryno-4-octowego (ACC). W badaniach oddziatywan otrzymanych
peptydéw z poszczegdlnymi podjednostkami proteasomu i immunoproteasomu, Autor wskazat te
substraty (a wtasciwie odpowiednie aminokwasy w pozycjach P5 i P6 substratéw), dla ktorych
uzyskat najwyziszg wzgledng aktywnos¢ enzymatyczng. Poréwnat réwniez specyficznosé
odpowiadajgcych sobie podjednostek (np. B1iB1i). Zaprojektowat takze i otrzymat kolejne biblioteki
(4x2 podbiblioteki) wewnetrznie wygaszanych fluorescencyjnych substratéw (ang. internally
quenched fluorescent substate; |IQF), ktére sg odpowiednie do badania specyficznosci substratowej
proteaz w kieszeniach S1’' i S2’. Kazdy peptyd posiadat pare fluorofor-wygaszacz fluorescencji
(odpowiednio ACC i dinitrofenylo-L-lizyne). Doktorant wykazat m.in, ze poszczegdlne podjednostki
proteasomu 20S znacznie rdznig sie specyficznoscig substratowg w badanych kieszeniach.
Przyktadowo, podjednostki 1 i B2 charakteryzujg sie stosunkowo waskg specyficznoscig w tych
miejscach, natomiast B5 rozpoznaje znacznie szerszg game aminokwaséw. Autor okreslit réwniez
wptyw dtugosci tancucha peptydowego substratu na aktywnosé poszczegélnych podjednostek
katalitycznych proteasomu 20S iimmunoproteasomu. W tym celu otrzymat kolejne biblioteki
substratéw rdznigcych sie dtugoscig tancucha peptydowego (po 7 substratéw dla kazdej
podjednostki). Doktorant wykazat, ze podjednostki B1 i Bli réznig sie preferencjami, jezeli chodzi
o dtugos¢ tancucha peptydowego (odpowiednio heksapeptyd vs. tripeptyd), podczas gdy zaréwno
B2, jak i B2i preferuja tripeptydy, a B5 i B5i odpowiednio heksapeptydy oraz penta- i heksapeptydy.
Kolejnym etapem byto zbadanie aktywnosci podjednostki B1i wobec 7 dipeptydowych substratéw
fluorogenicznych oraz badania kinetyczne z zastosowaniem dwdch z tych zwigzkédw. Pewnym
niedociggnieciem jest brak komentarza na temat osiggnietych wartosci keat/Km. Cze$¢ ,,Badania
wtasne” konczy rozdziat przedstawiajacy wyniki syntezy i charakterystyki specyficznego inhibitora
podjednostki f1i immunoproteasomu.

Pewien niedosyt w czesci ,Badania wiasne” budzi sposéb omdwienia otrzymanych wynikéw.
W krétkich komentarzach do poszczegdlnych czesci Doktorant przedstawit wprawdzie te substraty,
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dla ktérych otrzymat najwyisze wzgledne aktywnosci enzymatyczne, ale zabrakto mi bardziej
whikliwej dyskusji dotyczacej np. relacji — budowa chemiczna a oddziatywanie z poszczegdlnymi
miejscami aktywnymi podjednostek proteasomu i immunoproteasomu, szczegdlnie dla
aminokwaséw nienaturalnych. Brakuje réwniez dyskusji otrzymanych wynikéw z danymi
literaturowymi. Odniesienie do literatury znalaztam dopiero w rozdziale ,Podsumowanie i wnioski
koncowe”. Ta wiasnie czes¢ zawiera elementy dyskusji wynikdw oraz koricowe podsumowanie.

W rozdziale , Czes¢ eksperymentalna” Autor przedstawit informacje na temat metodyki badawczej
stosowanej na poszczegdlnych etapach pracy. Cze$¢ ta jest bardzo obszerna, bo tego wymagata
realizacja tak szeroko zakrojonych badan. Nalezy podkreslié, ze Doktorant zastosowat nowoczesne
metody syntezy bibliotek substratéw peptydowych na podtozu statym oraz nowoczesne metody
analizy tych zwigzkow i badan specyficznosci substratowej. Pan mgr Gtadysz podat na poczatku
bardzo ogdlng informacje na temat firm, w ktérych zostaty zakupione odczynniki, proteasom 20S
i immunoproteasom. Brak jest natomiast blizszych informacji na temat czystosci poszczegélnych
odczynnikéw oraz blizszej charakterystyki gtéwnych bohateréw tej pracy - proteasomu 20S
i immunoproteasomu. W dalszej czesci Autor opisat poszczegdlne etapy syntezy znacznika
fluorescencyjnego oraz licznych bibliotek fluorogenicznych substratéw peptydowych oraz bibliotek
typu IQF, a takze inhibitora podjednostki f1i immunoproteasomu. W 8 tabelach umiescit spis
aminokwasow nienaturalnych i naturalnych, ktére znajdowaty sie w odpowiednich pozycjach (P6,
PS5, P1’, P2’, itd.) badanych peptydéw, podajac wyniki analizy LC-MS dla otrzymanych zwigzkow.
Opisat réwniez badania specyficznosci substratowej proteasomu 20S i immunoproteasomu
z zastosowaniem metody spektrofluorymetryczne;j.

Za najwazniejsze osiggniecie doktoranta uwazam zaprojektowanie i otrzymanie bardzo wielu
bibliotek peptydowych substratow fluorogenicznych oraz bibliotek wewnetrznie wygaszanych
fluorescencyjnych substratéw (IQF) oraz okreslenie rozszerzonego profilu specyficznosci
substratowej podjednostek katalitycznych B1, B2, B5 proteasomu 20S oraz podjednostek B1i, B2i,
B5i immunoproteasomu w kilku kieszeniach wigzgcych (S6-S2 dla immunoproteasomu, S6-S5 dla
proteasomu 20S oraz $1’-S2’ dla obydwu komplekséw enzymatycznych).

Strona merytoryczna pracy nie budzi zastrzezen, jednak z obowigzku recenzenta przedstawiam
wybrane uwagi oraz niescistosci, ktére zauwazytam podczas analizy rozprawy, z prosbg o komentarz:

Na rys. 1 pt. ,,Schemat wigzania i hydrolizy substratu w centrum aktywnym proteazy” brakuje
oznaczenia, gdzie doktadnie mieszczg sie kieszenie wigzgce S1, S2, itd. Autor umiescit tylko ogdlng
strukture peptydu wskazujgc pozycje P3-P1i P1’-P3’.
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W poszczegdlnych etapach badan stosowane sg rézne stezenia proteasomu i immunoproteasomu
oraz odpowiednich substratow. Na jakiej podstawie te stezenia byty dobierane? (przyktadowo
badania w pozycjach P5 i P6: proteasom 20S 0,5 nM; immunoproteasom 1,5 nM; substrat 5 uM;
badania w pozycjach P1’,P2’ - proteasom 20S 0,5 nM; immunoproteasom 1 nM; substrat 1 uM;
badania wptywu dtugosci taricucha peptydowego: proteasom 20S 1,5 nM; immunoproteasom
3 nM; substrat 5 uM).

Str. 17. Doktorant méwi o kompleksach proteasomu z podjednostkami regulatorowymi REGa/B
i REGy, brak jednak blizszego wyjasnienia co to za podjednostki. Prosze o wyjasnienie.

Str. 43. Autor stwierdza, ze ,podjednostka Bli immunoproteasomu w pozycji P2 najlepiej
rozpoznaje aromatyczne, hydrofobowe reszty aminokwasowe takie jak: L-Tyr (100%), czy L-Trp
(81.4%). Tymczasem dla bardziej hydrofobowej L-Phe wzgledna aktywnosé wynosi tylko ok. 55%.
Prosze o komentarz czy tylko hydrofobowos¢ i aromatyczny charakter taricucha bocznego s3 tutaj
istotne.

Str. 80. Doktorant stwierdza, ze ,, podjednostka B1i immunoproteasomu w pozycji P1’ nie wykazuje
specyficznosci substratowej”, po czym pisze, ze najlepiej rozpoznawanym aminokwasem jest L-Asp
(100% wzglednej aktywnosci enzymu). To samo dotyczy stwierdzenia na str. 84. Prosze
o komentarz.

Prosze o komentarz na temat wyboru dipeptydéw do badan kinetycznych podjednostki B1i
immunoproteasomu, skoro we wczesniejszym rozdziale wykazano, ze ta podjednostka wykazuje
najwiekszg aktywnos$¢ wobec tripeptydow.

Str. 95. Nie bardzo przekonuje mnie ttumaczenie sposobu wyprowadzenia wzoru na kgat./Km. Prosze
o komentarz.

Str. 109 — Autor uzywa pojecia ,mieszanina izokinetyczna aminokwaséw”, jednak nigdzie nie
znalaztam stosownego wyjasnienia.

Literatura cytowana jest z uzyciem réznych styléw. Znalaztam sporo btedéw i brakéw w cytowanej
literaturze (numery stron, tomaw, itp.), a czasem numery odnosnikow w tekscie nie zgadzaty sie
z tymi w spisie literatury.

Wybrane btedy, w tym edytorskie i skroty myslowe (nie wymagajg komentarza Doktoranta):

W?zory podstawowych zwigzkéw chemicznych takich jak: H,SO4, Na;SQs, P,Os, a takze kilku innych
(szczegdlnie w czesci doswiadczalnej), pisane w sposéb nie za bardzo odpowiadajacy pracy
doktorskiej zrealizowanej na Wydziale Chemicznym: ,H2504, Na2504, P205”, itp.

Brak objasnien symboli stosowanych na niektérych rysunkach (przyktadowo na rys.2 przydatoby
sie wyjasnienie oznaczen E1-E3).
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3. Str. 12: zdanie ,Ubikwitynacja polega na stworzeniu wigzania izopeptydowego pomiedzy
C-koncowg glicyng ubikwityny, a grupg e-aminowg wybranego biatka” jest skrotem myslowym -
poprawnie powinno by¢: ... a grupg €-aminowga lizyny obecnej w biatku.

4. Str. 14 jest adenozynotrifosfotaz powinno by¢ adenozynotrifosfataz

5. Str. 15. Autor wspomina Bortezomib, jednak brak jest struktury czy nazwy chemicznej tego
inhibitora. Opis i wzdr pojawiajg sie dopiero na str. 32.

6. Str.37i 38. Autor odnosi sie do struktur odpowiednio: inhibitora YU102 i Carfilzomibu, ale ich nie
podaje.

7. Str. 40. ,Cel pracy” - zdania 3 i 5: ,okreslenie specyficznosci substratowej kazdej aktywnosci
katalitycznej proteasomu 20S i immunoproteasomu w kieszeniach S5 i S6/ S1’ oraz S2’ ” jest

skréotem myslowym.
8. Brak wyjasnienia uzywanych skrétéw zwigzkéw, np. HATU i TMSCL.
9. Str. 71. Skrét myslowy: Autor podaje, ze ,pozycje X zawierajg 18 naturalnych i 78 nienaturalnych
aminokwasow...” jednak nigdzie nie wyjasnia co oznacza pozycja X.
10. Str. 147. Jest: stezenie proteasomu 20S 1,5 uM; powinno by¢ 1,5 nM.
11. Str. 151-157 - Rézne wielkosci wzordw i rézne wielkosci czcionek w przedstawionych wzorach.
12. Tabele 13-20 — jest (M+H)* moim zdaniem powinno byé: (M+2H)%.

Whioski koncowe

Podsumowujac, w przedstawionej mi do oceny pracy doktorskiej mgr inz. Radostawa Gtadysza
omoéwione zostaty bardzo aktualne zagadnienia, zarowno z punktu widzenia naukowego, jak
i praktycznego. Zakres podjetych badan jest bardzo szeroki, a rozprawa zawiera wiele cennych
wynikéw, ktdre z pewnoscig przystuzg sie w przysztosci do opracowania selektywnych narzedzi
do badania mechanizmoéw waznych proceséw zachodzacych w komérce, a takze do opracowania
selektywnych inhibitoréw badanych komplekséw enzymatycznych. Doktorant wykazat sie niezwyktg
pracowitoscig oraz umiejetnosciami w zakresie logicznego projektowania bibliotek peptyddw,
planowania doswiadczen, ich realizacji i opracowania wynikéw. Zastosowane w pracy liczne,
nowoczesne techniki laboratoryjne ianalityczne, Swiadczg o duzym zaangazowaniu i dobrym
przygotowaniu mgr inz. Radostawa Gtadysza do pracy badawczej. Dorobek naukowy zwigzany
z tematyka pracy obejmuje 1 publikacje z listy JCR (IF 3,7; Doktorant jest pierwszym Autorem), jedng
prace, ktdra zgodnie z informacja jest obecnie w recenzji w czasopismie ACS Chemical Neuroscience
oraz 1 wystgpienie na konferencji miedzynarodowej. Pan Radostaw Gtadysz byt réwniez wykonawcg
w projekcie badawczym Opus finansowanym przez Narodowe Centrum Nauki.
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Uwazam, ze rozprawa doktorska pt. ,Badanie rozszerzonego profilu specyficznosci ludzkich
proteasoméw” spetnia wszystkie wymogi merytoryczne i formalne okre$lone w art.187 ust. 1-2
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce; Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z
pdzniejszymi zmianami), w zwigzku z czym zwracam sie do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki
Chemiczne Politechniki Wroctawskiej, z prosbg o przyjecie rozprawy idopuszczenie
mgr inz. Radostawa Gtadysza do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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