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Recenzja
pracy doktorskiej Pana mgr. inz. Radostawa Gladysza
pt. ,Badanie rozszerzonego profilu specyficznosci ludzkich

proteasomow”

Recenzowana rozprawa doktorska jest efektem prac prowadzonych przez Pana mgr.
inz. Radostawa Gladysza w Katedrze Chemii Biologicznej i Bioobrazowania Wydziatu
Chemicznego Politechniki Wroctawskiej pod kierunkiem prof. dr hab. Marcina Draga.

Tematyka badan opisanych w recenzowanej rozprawie zwigzana jest z okreslaniem
specyficznosci substratowej proteaz budujacych ludzki proteasom albo immunoproteasom,
z nadrzednym celem przy$Swiecajacym tym staraniom, jakim jest umozliwienie
projektowania  zwigzkdw  specyficznie  blokujagcych  aktywno$¢  proteolityczng
poszczegbélnych podjednostek do zastosowania w eksperymentalnych podejsSciach
terapeutycznych. UScis$lajac, celem niniejszej pracy byto zglebienie wiedzy na temat
wspomnianej specyficznos$ci substratowej poprzez zbadanie preferencji wiazacych substrat
kieszeni S6-S2 podjednostek ludzkiego immunoproteasomu, kieszeni S6 i S5 podjednostek
ludzkiego proteasomu 20S oraz kieszeni S1’-S2’ podjednostek obu tych kompleksow.

Dla zrealizowania tego celu przeprowadzono opisane w rozprawie do$wiadczenia
biochemiczne, majgce na celu sprawdzenie wydajnosci reakcji enzymatycznej katalizowanej
przez poszczegolne podjednostki proteolityczne w zaleznos$ci od sekwencji aminokwasowej
stosowanej do tego celu sondy peptydowej. Sporzadzenie obszernych bibliotek takich sond,
z jednej strony zaprojektowanych jako optymalne dla poszczegélnych podjednostek
proteolitycznych, a z drugiej strony zrdéznicowanych pod wzgledem sekwencji w
odpowiadajacych badanym kieszeniom pozycjach sekwencji aminokwasowej (P6-P2 i P1’-
P2’ dla immunoproteasomu oraz P6-P5 i P1’-P2’ dla proteasomu 20S) dato Doktorantowi
mozliwo$¢ scharakteryzowania specyficzno$ci substratowej badanych podjednostek
proteasomu 20S i immunoproteasomu. Na uwage zastuguje fakt, ze poza wiekszos$cia

spos$rod 20 naturalnych L-aminokwaséw do konstrukcji bibliotek wykorzystano takze D-

1



Dr hab. Lukasz Skalniak, prof. UJ

UNIWERSYTET Uniwersytet Jagiellonski, Wydzial Chemii
y JAGIELLONSKI Ul. Gronostajowa 2, 30-387 Krakéw
) W KRAKOWIE lukasz.skalniak@uj.edu.pl

(+48) 12 686-24-36

aminokwasy oraz aminokwasy niestandardowe, co moze pozwoli¢ na obszerniejsza
optymalizacje struktur chemicznych potencjalnych inhibitoréw projektowanych w
przysztosci.

W znacznej mierze podczas doboru aminokwaséw statych w sekwencjach sond
stanowiacych projektowane biblioteki korzystano z cytowanej, wczeSniejszej pracy
doswiadczalnej, zrealizowanej w Zespole (publikacja Rut i wsp.), prawdopodobnie btednie
cytowanej w rozprawie na stronach 55 oraz 71 jako odwotanie [49] (Nazif i Bogyo, PNAS,
2001). Umiejscawia to recenzowang rozprawe w obrebie zakrojonego na szersza skale
projektu, realizowanego przez lata w Zespole. W przypadku biblioteki $1i doktorant przy jej
projektowaniu skorzystat z opisanych w rozprawie witasnych wstepnych wynikéw,
dotyczacych specyficznosci substratowej immunoproteasomu w pozycjach P4-P2.

Wskazanym zatem w rozprawie doktorskiej podjetym problemem naukowym jest
niedostateczna wiedza na temat specyficzno$ci substratowej proteasomu 20S
i immunoproteasomu w pozycjach P6-P5 i P1’-P2’ substratu, a wymaganym ustawowo
oryginalnym rozwigzaniem tego problemu jest zastosowanie biblioteki sond, rozbudowanej
w poréwnaniu do wcze$niejszych raportow o aminokwasy szeregu D i inne aminokwasy
niestandardowe, co stanowi rozwiniecie badan prowadzonych wczesniej (Rut i wsp, Gruba i
wsp.).

Recenzowana rozprawa doktorska ma forme klasycznej pracy pisemnej
sporzadzonej na 165 stronach. Sktada sie ona z 8 rozdziatéw, wsréd ktérych
najobszerniejsze to Wstep teoretyczny (30 stron, 18,2 % pracy), Badania wtasne (59, 35,8 %
pracy) i Cze$¢ eksperymentalna (47 stron, 28,5 % pracy). W pracy dostrzezono bardzo
nieliczne bledy jezykowe i w opinii Recenzenta nie ma potrzeby skupia¢ sie na ich
doktadnym wskazywaniu, poniewaz zrozumiate jest, ze sg one nieodzownym elementem tak
obszernych prac pisemnych.

Opisywane w rozprawie doktorskiej zagadnienia zobrazowane sg za pomoca
czytelnych, kolorowych rycin i wykresow oraz schematow opisywanych struktur
chemicznych. Rozdziat zatytulowany Wstep teoretyczny wprowadza merytorycznie
czytelnika do problematyki badawczej, ktérej dotyczy rozprawa i podsumowuje
dotychczasowa wiedze naukowa w zakresie specyficznoSci substratowej poszczego6lnych

podjednostek badanych kompleksow biatkowych oraz dostepnych inhibitorow ich
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aktywnos$ci katalitycznej. W recenzowanej rozprawie zabraklo wymaganego ustawowo
streszczenia w jezyku angielskim, ale zapewne stosowny dokument zawierajgcy takie
streszczenie zostat sporzadzony w formie oddzielnego pisma i dotgczony do dokumentacji
postepowania o nadanie stopnia doktora.

Opisane w rozprawie doktorskiej wyniki dostarczajg bardzo cennych danych
dotyczacych réznic w specyficznosci substratowej poszczegdlnych podjednostek ludzkiego
proteasomu i immunoproteasomu. Dane te z calg pewnoS$cig stanowia istotny wkiad
zarowno w rozwoj wiedzy podstawowej dotyczacej tychze komplekséw biatkowych, jak i
daja mozliwo$¢ wykorzystania tej wiedzy, w zestawieniu z dostepnymi w literaturze danymi,
do projektowania sond specyficznie celujacych w kieszenie wigzace poszczego6lnych
podjednostek. Potwierdzeniem wartosci tych informacji byto zaprojektowanie substratow
optymalnych dla podjednostki 31i i wykazujgcych obserwowalng specyficzno$¢ wzgledem
immunoproteasomu w poréwnaniu do proteasomu 20S. W kolejnym kroku, opierajac sie na
tej obserwacji, zaprojektowano czasteczke inhibitora, zdolnego do hamowania aktywnosci
immunoproteasomu w stezeniach nizszych niz proteasomu 20S. Sam inhibitor, cho¢ dos¢
staby (ICso wynosi 12,1 uM), wskazuje mozliwoSci, jakie otwierajg sie przed Zespotem w
konteks$cie prowadzonych w nim badan. Zanim jednak rozwijajacy sie projekt rozpedzi sie
na dobre, chciatbym poprosi¢ Doktoranta o odpowiedz na kilka pytan, jakie pojawity sie na

etapie zapoznawania sie z recenzowang rozprawa doktorska.

Uzyskane w trakcie realizacji studiéw doktorskich Pana Radostawa Gtadysza wyniki
wskazaty na do$¢ znikomg specyficzno$¢ substratowa dla wiekszosci badanych
podjednostek w pozycjach P6-P5, co zostalo podkresSlone takze w rozdziale
podsumowujgcym. Czy zatem uzyskana w wyniku przeprowadzonych tu analiz wiedza
dotyczaca $cisle tych pozycji sekwencji aminokwasowej moze zosta¢ wykorzystana do
projektowania zwigzkéw biologicznie czynnych?

Dla podjednostek [31i, 32i oraz 35i wyniki wskazuja na wyrazny brak tolerancji dla
obecnosci aminokwaséw szeregu D w pozycjach P2 i P3, co nie zostalo jednak
skomentowane przez Autora rozprawy. Czy istniejg jakie§ przestanki, by¢ moze
strukturalne, dla tak wyraznej selektywnos$ci wspomnianych podjednostek w zakresie

pozycji P3-P2 w kierunku aminokwasow szeregu L? Czy mozna wytlumaczy¢ dlaczego takiej
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selektywnos$ci nie obserwujemy dla pozycji P6-P5, a w pozycji P4 selektywno$¢ ta wydaje
sie silnie zalezna od rodzaju testowanej podjednostki?

Opis specyficznosci substratowej podjednostek 31 i B1i w pozycjach P1’i P2’ sprawia
wrazenie pewnej niekonsekwencji. W przypadku podjednostki 31 zaré6wno dla pozycji P1’
(str. 72 rozprawy, dot. Rys. 42) jak i dla pozycji P2’ (strona 76 rozprawy, dot. Rys. 45) Autor
wskazuje na ,,waska specyficznos¢ substratowg”. W przypadku podjednostki $1i dla obu tych
pozycji Autor stwierdza, Ze podjednostka ta ,nie wykazuje specyficzno$ci substratowej” (str.
80 rozprawy, dot. Rys. 48 oraz str. 84, dot. Rys. 51). Spogladajac na odpowiednie wyniki
mozna jednak odnie$¢ wrazenie, Ze podjednostka 31i rdwniez wykazuje specyficzno$¢
substratowa, gdyz wzgledem okoto potowy sond nie wykazuje Zadnej aktywnosci
enzymatycznej. Na jakiej podstawie Autor dokonat stwierdzenia czy dana podjednostka
wykazuje czy nie wykazuje specyficzno$¢ substratowa? Czy wykonywany byt jaki$ test
matematyczny pomagajacy w ocenie réznorodnosci w zbiorze otrzymanych wynikéw w
obrebie biblioteki?

Na uwage zwraca takze konstrukcja sond dla podjednostki f1i. Wyniki uzyskane dla
bibliotek w pozycji P1’ (Rys. 48) oraz P2’ (Rys. 51) zdaja sie podwaza¢ optymalnos$¢
umiejscowienia Ser w pozycji P2’ dla pierwszej, oraz Lys w pozycji P1’ dla drugiej biblioteki.
Z wynikow dla drugiej biblioteki odczyta¢ mozna, ze obecnos$¢ Ser w pozycji P2’ sprawia, ze
sonda jest prawie nierozpoznawalna jako substrat dla podjednostki 1i. Z wynikow dla
pierwszej natomiast dowiadujemy sie, ze obecno$¢ Lys w pozycji P1’ sprawia, ze aktywnos¢
enzymu wzgledem takiej sondy wynosi 0%. Czy zatem wskazany w pracy sposéb
zaprojektowania sond nie byt btedny? Czy uzyskane w tym zestawie wynikéw dane nie stoja
ze sobg w pewnym sensie w sprzecznos$ci? Czy nie nalezato by powtérzy¢ doswiadczenia z
sondami zaprojektowanymi na nowo?

W Czesci eksperymentalnej rozprawy doktorskiej Autor wskazuje, ze zar6wno dla
testowania specyficznosci substratowej w pozycjach P2-P4 i P5-P6 (str. 114), jak i w
pozycjach P1'-P2’ (str. 147) ,Lkazdy pomiar przeprowadzono trzykrotnie”. We
wcze$niejszych czeSciach pracy spotykamy natomiast zapis ,pomiary przeprowadzono co
najmniej dwukrotnie”. Czy istniaty wiec pomiary, ktére przeprowadzono jedynie
dwukrotnie? Jesli tak, to z jakiej przyczyny? Czym sa stupki btedéw zamieszczone na

poszczegblnych wykresach?
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Rozdzial Podsumowanie i wnioski koncowe, zajmujacy jedynie 4 strony rozprawy
doktorskiej (zaledwie 2,5 % pracy) pozostawia w czytelniku pewien niedosyt. W znacznej
mierze stanowi on jedynie ponownie zebrane i w pewnym stopniu uszeregowane dane
dotyczace specyficznosci substratowej badanych podjednostek. Pomimo czestego
odnoszenia sie w teks$cie do wczes$niejszej publikacji Rut i wsp., JMC, 2018 (odno$nik nr 52)
i, jak wskazuje Autor rozprawy, czeSciowego pokrywania sie przeprowadzonych w
rozprawie i w publikacji Rut i wsp., Biol. Chem., 2016 (odno$nik nr 53) analiz (specyficznos¢
substratowa proteasomu 20S w pozycjach P5 i P6 w zakresie 18 naturalnych aminokwaséw)
brak jest w tym rozdziale komentarzy dotyczacych zbieznos$ci lub rozbieznosci obu tych
zestawOw danych. Czy uzyskane przez Doktoranta dane potwierdzily wczes$niejsze ustalenia

w tej materii?

Podsumowujgc uwazam, zZe recenzowana rozprawa zawiera elementy oryginalnego
rozwigzania problemu naukowego i prezentuje ogélng wiedze teoretyczng kandydata w
dyscyplinie naukowej Nauki Chemiczne. Wiekszo$¢ uwag zawartych w niniejszej recenzji
nalezy traktowac jako zaproszenie do dyskusji w trakcie obrony doktorskiej.

Stwierdzam, Ze rozprawa doktorska speilnia wymogi stawiane rozprawom
doktorskim w art. 187 ust. 1-2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (t.j. Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z p6Zn. Zm.) i wnosze do Rady Dyscypliny Naukowej
Nauki Chemiczne i Rady Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie

Pana mgr. inZz. Radostawa Gtadysza do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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