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Recenzja pracy doktorskiej mgr. inz. Radostawa Gladysza

zatytulowanej ,,Badanie rozszerzonego profilu specyficznosci ludzkich proteasomow”

Prawie wszystkie reakcje chemiczne, zwigzane z funkcjonowaniem organizmow
zywych, zachodza z udzialem enzymoéw. Jedng z klas enzymoéw sg proteazy, ktore katalizuja
hydrolize wigzan peptydowych. Ze wzgledu na swoja funkcje uczestnicza one w wielu
istotnych procesach biologicznych, miedzy innymi: apoptozie, kaskadzie krzepnigcia krwi,
odpowiedzi immunologicznej czy wewnatrzkomdrkowej degradacji biatek. Ludzki proteasom
konstytutywny i immunoproteasom odgrywaja kluczowsg rol¢ w procesie degradacji biatek oraz
regulacji odpowiedzi immunologicznej, a zaburzenia w funkcjonowaniu tych enzyméw moga
prowadzi¢ do rozwoju takich choréb jak: nowotworowe, neurodegeneracyjne i
autoimmunologiczne. Jedna z obiecujacych strategii terapeutycznych w wypadku tych choréb
jest hamowanie aktywnosci proteasomow dlatego prowadzone sg badania majace doprowadzié
do otrzymania ich selektywnych inhibitoréw. Do tego nurtu badan mozna wiaczy¢ przedtozong
mi do recenzji pracg doktorskg mgr. inz. Radostawa Gtadysza, wykonang pod kierunkiem prof.
dr. hab. Marcina Draga. Tematyke pracy uwazam za aktualng i wazng. Okreslenie
rozszerzonych profili specyficznosci substratowej podjednostek ludzkich proteasomow moze
przyczyni¢ si¢ do opracowania nowych narzg¢dzi diagnostycznych w leczeniu zaleznych od nich
zaburzen, a takze otrzymania lekéw o zwigkszonej specyficznosci wzgledem wybranych

podjednostek katalitycznych.

Recenzowana rozprawa napisana zostata na 165 stronach, a jej uktad jest typowy dla
prac doktorskich z dziedziny nauk $cistych i przyrodniczych. W rozprawie wyrézniono kilka
czesci. Na poczatku znajduje si¢ przeglad literaturowy, po nim Doktorant przedstawit cel pracy,

kolejny to rozdziat zatytutowany ,,Badania wtasne”, w ktorym opisat przeprowadzone syntezy



oraz przedstawit wyniki badan okreslajgcych specyficznosé substratowa kieszeni podjednostek
obu proteasomow. Kolejne rozdziaty to ,,Podsumowanie i wnioski koncowe” oraz ,,Czes$¢
eksperymentalna”. Na koncu pracy umieszczone zostaty wzory chemiczne 125 aminokwasow,
ktéorych pochodnych uzyto do syntezy bibliotek substratow, spis dorobku naukowego
Doktoranta oraz wykaz literatury cytowanej — 96 pozycji.

Przeglad Literaturowy dobrze wprowadza w tematyke badan wiasnych Doktoranta.
Znajduje si¢ w nim szczegotowa charakterystyka proteasomu 26S i immunoproteasomu, a takze
omoOwione zostaly substraty i inhibitory obu proteasoméw. Przy okazji omawiania badan,
ktorych celem bylo okreslenie specyficznosci substratowej proteasomu, Doktorant
zaprezentowal wyniki badan bibliotek substratow otrzymanych jedng z metod stosowanych w
chemii kombinatorycznej — metoda z wykorzystaniem pozycyjnego skanowania, oraz bibliotek
wewnetrznie wygaszanych fluorescencyjnych substratow. Poziom merytoryczny tej czgsci
rozprawy jest wlasciwy dla prac doktorskich i dobrze przygotowuje do lektury rozdziatu, w
ktorym omdwione zostaly badania wlasne. Umieszczone w pracy czytelne rysunki, utatwiajg

lekture tekstu.

Celem pracy doktorskiej mgr. inz. Gladysza byto okreslenie specyficznosci substratowe;j
kieszeni S6-S2 oraz S1°-S2’immunoproteasomu oraz S6-S5 i S1°-S2’ jednostki katalityczne;j

20S proteasomu.

W pierwszym etapie badan Doktorant okreslil specyficznosé substratowg kieszeni S4-
S2 trzech katalitycznych podjednostek (B1i, B2i i B5i) ludzkiego immunoproteasomu. W tym
celu wykorzystal otrzymane wczesniej przez grupe prof. Marcina Draga hybrydowe biblioteki

substratow fluorogenicznych.

Kolejnym etapem pracy bylo zaprojektowanie i synteza czterech bibliotek
hybrydowych, majacych umozliwi¢ identyfikacje reszt aminokwasowych w pozycjach P5 i P6
substratow, wigzacych sie specyficznie z katalitycznymi podjednostkami immunoproteasomu i

proteasomu 208 (B1, B2 i B5).

Podczas projektowania bibliotek, Doktorant skorzystal z profili specyficznosci
substratowej proteasomu 20S, otrzymanych przez dr inz. Wiolette Rut. Synteza bibliotek
substratow przeprowadzona zostata na fazie statej. Kazdy otrzymany peptydowy substrat,
zawieral na C-koncu (w pozycji P1°) fluorofor, (kwas 7-aminokumaryno-4-octowy), a na N-
koncowa grupe aminowag wprowadzono grupe acetylowa. Po odszczepieniu sktadnikéw

biblioteki od polimeru, otrzymane substraty poddano badaniom majgcym na celu ustalenie,



ktére z aminokwaséw w pozycjach P5 i P6 substratow sg najlepiej rozpoznawane przez

podjednostki katalityczne proteasomu 20S i immunoproteasomu.

W celu ustalenia specyficzno$ci substratowej kieszeni S1° 1 S2” obu proteasomoéw
zaprojektowane 1 otrzymane zostaly cztery biblioteki wewnetrznie wygaszanych
fluorescencyjnych substratow, w ktorych w pozycjach P1° i P2’ umieszczono aminokwasy
réznigce si¢ dlugosciag i budowsg tancucha bocznego. tacznie doktorant otrzymal 768
substratow, ktore w sekwencji zawieraly pare donor-akceptor, czyli odpowiednio kwas 7-
aminokumaryno-4-octowy i N®-(2,4-dinitrofenylo)-L-lizyn¢. Wszystkie otrzymane substraty tej
serii zostaly oczyszczone metoda HPLC, scharakteryzowane przy zastosowaniu LC-MS, a
nastepnie poddane badaniom enzymatycznym, ktére pozwolily na okreslenie specyficznosci
substratowej kieszeni S1° i S2” podjednostek B1i, f2i, B5i immunoproteasomu i B1, B2, B5
proteasomu 20S. W tym miejscu muszg podkresli¢, ze Doktorant udowodnit, ze bardzo dobrze
opanowat techniki eksperymentalne zwigzane z chemiczng synteza peptydow. Fakt, ze z
powodzeniem otrzymat, oczyscit i scharakteryzowat tak duza liczbe peptydoéw-§wiadczy o tym,
ze bardzo dobrze potrafi zaplanowac i zorganizowaé prac¢ w laboratorium. Doktorant wykazat
sie niesamowitg wregcz pracowitoscig i cierpliwoscia, bo oczyszczenie i scharakteryzowanie w
tym wypadku 768 peptydow (kazdy zbudowany z 11 reszt aminokwasowych), a lgcznie ponad
800 peptydow to jest wyzwanie, a przeciez to byt tylko jeden z etapoéw pracy doktorskiej. Z
powinnosci recenzenta, musze zauwazy¢, ze szkoda, ze Doktorant nie umiescit w pracy (badz
w zalgczniku) zadnego chromatogramu HPLC, czy tez widma MS otrzymanych substratéw, ani
nie przedstawil warunkéw ich oczyszczania, w tym stosowanych podczas oczyszczania
gradientoéw. Uwazam, Zze umieszczenie kilku przyktadowych chromatogramoéw surowych i
oczyszczonych substratow kazdej serii wzbogacito by prace i pokazalo, z czym Doktorant

musial si¢ zmierzy¢.

Po ustaleniu specyficznosci substratowych badanych kieszeni obu proteasomow
Doktorant zaprojektowat (korzystajgc z wynikow przeprowadzonych w ramach pracy
doktorskiej badan) i przeprowadzil syntezy 5 serii (po 7 peptydéw w serii) substratow
peptydowych zawierajacych od trzech do trzynastu reszt aminokwasowych. Okreslenie ich
aktywnosci wobec badanych proteasomow pozwolito Kandydatowi na okreslenie wplywu
dhugosci tancucha peptydowego na aktywnos¢ w stosunku do podjednostek katalitycznych obu

proteasomow.

W ostatnim etapie pracy, wykorzystujac wyniki swoich dotychczasowych badan,

Doktorant zaprojektowal siedem potencjalnie selektywnych fluorogenicznych substratoéw oraz



specyficzny inhibitor dla podjednostki B1i immunoproteasomu. I tu proszg o wyjasnienie,
dlaczego projektujgc substraty selektywne wobec wymienionej podjednostki wybrano di-, a nie

tripeptydy, wobec ktorych podjednostka 1i wykazala najwieksza aktywnosc.

Lektura rozdziatow trzeciego i czwartego, w ktérych Doktorant omowit wszystkie
przeprowadzone syntezy, wykonane badania specyficznosci substratowej w stosunku do obu
proteasomow, podsumowal uzyskane wyniki oraz wyciggnat wynikajace z nich wnioski, a takze
rozdzialu pigtego (opis przeprowadzonych eksperymentow) upewniaja, ze Doktorant

zrealizowat zalozone cele pracy doktorskie;.

Rozprawa zostala napisana w sposob logiczny, na ogét poprawnym jezykiem, jednak
znajduje si¢ w niej troche btedow literowych i niefortunnych zwrotéw. W trakcie czytania pracy
nasunelo mi sie kilka uwag. Jedng z uwag jest ta, ze w pracy brakuje zestawienia uzytych w
pracy skrotéw, co ulatwiloby jej czytanie, a takze streszczenia pracy. Jesli chodzi o bledy i

niescisltosci, to niektdre z nich, z obowigzku recenzenta, przedstawitam ponizej:
1. str. 29, na rys.12 jest btad we wzorach grup Boc, brakuje atomu tlenu

2. na str. 57 znajduje si¢ zdanie ,,W pozycji P5 przylaczono rownomolowa mieszaning
19 aminokwaséw z wykorzystaniem HOBt i N,N’-diizopropylokarbodiimidu (DICI)” itd.,
ktore nie opisuje tego co faktycznie wykonano. Lepiej by byto, gdyby napisano: ,,Pozycje¢ P5

poddano acylowaniu rownomolowa mieszaning 19 pochodnych aminokwasowych” itd.

3. na str. 96 jest blad w nazwie tagcznika, Peg-4 to nie jest glikol polietylenowy lecz
poli(glikol etylenu) lub politlenek etylenu.

4. str. 97, na rys. 59 jest btagd we wzorze (dimetylosulfonylo)fosfonianu dietylu, oraz
blednie napisano wzor koncowego produktu. Uwazam tez, ze podpis pod rysunkiem nie jest
wiasciwy, bo rysunek przedstawia schemat syntezy winylosulfonowej pochodnej leucyny, a nie
winylosulfonowej grupy wigzacej. Natej stronie jest tez blgd w nazwie zastosowanej w syntezie
zywicy. Jak widaé na rys. 60 (str. 98) zastosowano zywice chloro-(2’-chloro)tritylowg a nie 2-

chlorotrytylowa.

5. Muszg tez zwrdci¢ uwage na to, ze reakcja usuwania grupy ochronnej Fmoc, to nie
jest reakcja hydrolizy (str. 108, 115). To samo dotyczy odszczepiania peptydu od zywicy, to tez
nie jest reakcja hydrolizy (str. 110).

6. str. 121 w tabeli 14 w tytule drugiej kolumny powinno by¢ napisane: aminokwas w

pozycji P2’, anie P1°, to samo dotyczy tabeli 16 na str. 128.



7. str. 124 w podpisie tabeli 15 i w sekwencji aminokwasowej podbiblioteki
dedykowanej podjednostce B1i (pozycja P1”), w pozycji P2’ umieszczono Ala, a w tabeli 3 str.
71 w pozycji P2’ jest Ser, ktorg wigc resztg umieszczono w tej pozycji podbiblioteki?

8. str. 150, w tabeli 21 umieszczono blgdne wartosci obliczonych jonow molekularnych
odpowiadajacych fragmentom inhibitora podjednostki Bli ludzkiego immunoproteasomu.
Niestety, wyniki uzyskane podczas analiz MS potwierdzily je. Prosze o wyjasnienie tego faktu
i pokazanie wynikow analizy MS obu sktadowych i inhibitora.

Dostrzezone przeze mnie usterki i niescistosci nie majg istotnego wptywu na moja
0godlng wysoka oceng wartosci naukowej pracy. Prawdopodobnie wynikajg one z bardzo duzego
pospiechu w redakcji rozprawy.

Podsumowujac, wysoko oceniam poziom merytoryczny badan przedstawionych w
rozprawie. Zostaly one dobrze zaplanowane i wykonane. Zakres wykonanych badan jest
szeroki: od wielu pracochtonnych syntez bibliotek jak i serii substratow, przez ich oczyszczenie
1 wykonanie fizykochemicznej anahzy, do badan okresla_]qcych aktywnos$ci substratowe w
stosunku do obu proteasoméw. Na uznanie zasluguje bardzo duza objetosé pracy wykonane;j
przez Kandydata, a takze poziom przygotowania merytorycznego, ktory umozliwit jej
zaplanowanie, wykonanie oraz interpretacje uzyskanych wynikéw. Wszystkie umiejetnosci
jakimi wykazat si¢ Doktorant pozwalajg stwierdzi¢, ze jest On dobrze przygotowany do
podejmowania réznorodnych wyzwan naukowych.

Z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr. inz. Radostawa
Gladysza zatytulowana ,,Badanie rozszerzonego profilu specyficznosci ludzkich proteasomow™
stanowi cenny wktad w nauke i spetnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1-2 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. 22023 r. poz. 742 z p6zn. zm.),
dlatego zwracam si¢ z wnioskiem do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne
Politechniki Wroclawskiej o dopuszczenie mgr. inz. Radostawa Gladysza do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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