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Recenzja pracy doktorskiej mgr Natalii Gruby, pt.: ”Badanie specyficzno$ci

ludzkiego proteasomu metodami chemii kombinatorycznej”

Pani mgr Natalia Gruba wykonata prace doktorska pod kierunkiem prof. dr hab. Adama
Lesnera i dr Magdaleny Wysockiej (promotor pomocniczy) dotyczy poszukiwania specyficznych
substratéw ludzkiego proteasomu metodami chemii kombinatorycznej. Tematyka badan
Doktorantki zwigzana jest z niezwykle ciekawym i waznym biatkiem, ktérego aktywnos¢ jest
powigzana z wieloma chorobami.

Proteasom jest ogromnym i zlozonym kompleksem biatkowym o wilasciwosciach
proteolitycznych, ktory uczestniczy w procesie degradacji biatek. Jest on jednym z kluczowych
elementéw procesu regulacji cyklu komdrkowego. Jego aktywnos¢ powigzana jest takze z
odpowiedzig immunologiczng i stresem oksydacyjnym. Proteasom wzbudza bardzo duze
zainteresowanie spotecznosci naukowej (ponad trzydziesci tysigcy publikacji, Nagroda Nobla
2004). Duza cze$¢ badan jest stymulowana mozliwoscia zastosowania inhibitoréw protesomu w

terapii nowotworowej (trzy zwigzki zostaty juz dopuszczone do uzycia). Wykazano takze



powigzanie proteasomu z chorobami neurodegeneracyjnymi tj. choroba Alzheimera, Parkinsona,
Huntingtona i stwardnieniem zanikowym bocznym.

Rozprawa doktorska mgr Natalii Gruby jest bardzo obszerna — liczy ponad 200 stron. Jest
skonstruowana w sposob klasyczny i zawiera: przeglad literaturowy, cel pracy, badania wilasne,
wyniki i dyskusje, wnioski oraz literature. Warto podkresli¢ wysoka starannos¢ edycji oraz
klarowny i profesjonalny jezyk pracy.

Przeglad literaturowy zawarty na 44 stronach jest napisany bardzo przejrzyscie i prezentuje
najwazniejsze informacje o strukturze i funkcjach proteasomu. Wyczerpujaco opisane sg inhibitory
proteasomu i jego powigzanie z réznymi chorobami. Jednakze podrozdziat 5 ,,Metody énalizy
proteasomu” wydaje sie by¢ zle skonstruowany. Zawiera on bowiem podstawowe informacje
dotyczace fluorescencji i testow immunoenzymatycznych, ktére mozna znalezé w wielu
podrecznikach. Nie ma niestety informacji dotyczacych znanych substratdéw proteasomu i metod
badania jego aktywnosci. Kolejny podrozdziat ,,Chemia kombinatoryczna” takze wydaje si¢ by¢
zbedny, poniewaz opisuje jedynie podstawowe techniki. Co wigcej, szczegéty metody mix and
split zastosowanej w tej pracy sg doktadnie opisane w rozdziale ‘Badania wiasne’.

Cel pracy jest jasno przedstawiony w pieciostronicowym rozdziale. Autorka krétko opisuje
swoje zamierzenia dotyczace syntezy bibliotek peptydow, w ktérych bedzie poszukiwaé
substratow dla poszczegdlnych podjednostek katalitycznych proteasomu. Wyselekcjonowane
zwiazki Doktorantka planuje zastosowa¢ do okreslania aktywnosci enzymu w probkach
biologicznych.

Kolejny rozdziat zatytutowany ‘Badania wiasne’ jest bardzo obszerny (60 stron) i zawiera
dane eksperymentalne. Szczegétowo opisano synteze bibliotek peptydowych, ich dekonwolucj¢ a
analize poparto kopiami widm spektrometrii mas. Bardzo skrupulatnie opisano takze badania
kinetyczne i pomiary na materiale biologicznym. Rozdziat ten dobrze pokazuje doskonaty warsztat
naukowy Autorki. Niepotrzebne jedynie wydaje si¢ opisywanie podstaw Kkinetyki reakcji
enzymatycznych (strony 104-107), co jest przedmiotem podstawowych kurséw biochemii.
Poprawno$¢ zsyntezowanych bibliotek peptydéw Doktorantka sprawdzata poprzez wyznaczanie
zakresu mas czasteczkowych. Czy byly symulowane widma masowe tych bibliotek? Poréwnanie
takiej symulacji z wynikiem eksperymentalnym znaczaco lepiej dowodzitoby poprawnosci sktadu

biblioteki.



W nastepnej czesei pracy znajduje sie opis otrzymanych wynikow i ich dyskusja. Autorka
opisuje sposob optymalizacji sekwencji peptydowych, ktére specyficzne trawione sa przez
podjednostki chymotrypsynowa, trypsynows i kaspazowa proteasomu. Otrzymane heptapeptydy
wykazywaly znaczgce parametry kinetyczne wzgledem proteasomu i charakteryzowaty sie bardzo
wysokg specyficznoscia wzgledem wybranych podjednostek. W dyskusji tych wynikéw bardzo
pomocne bytoby pordwnanie parametréw kinetycznych otrzymanych heptapeptydow z tymi dla
komercyjne dostepnych substratow proteasomu. Stwierdzenie, ze ‘dos¢ istotnie si¢ réznig’ jest zbyt
ogolne. Ze wzgledu na to, ze komercyjne substraty zawieraja 3-4 reszty aminokwasowe, to warto
bytoby zestawié je takze ze zoptymalizowanymi tetrapeptydami. Dodatkowo, warto byloby
okredli¢, czy opisano w literaturze inne substraty proteasomu o podobnej liczbie reszt
aminokwasowych?

Druga cze$¢ wynikdéw dotyczy zastosowania otrzymanych substratéw do oznaczania
aktywnosci proteasomu w prébkach biologicznych — osoczu krwi i moczu pacjentéw z chorobami
nowotworowymi. Bardzo ciekawa jest obserwacja, ze aktywno$¢ proteasomu w moczu jest
mierzalna dla oséb cierpigcych na nowotwory pecherza moczowego i nieobecna w probkach oséb
zdrowych. Obecnosé proteasomu w probkach pochodzacych od 0séb chorych zostata dodatkowo
potwierdzona testami ELISA.

Poza wyzej wymienionymi uwagami chciatbym poprosi¢ Doktorantke o przedyskutowanie
w czasie obrony nastepujgcych problemow:

e Czy i w jaki sposéb zoptymalizowane peptydy moga przyczyni¢ si¢ do odkrycia

nowych inhibitoréw proteasomu?

e (Czy zastosowanie opracowanych substratow do wykrywania aktywnosci proteasomu

w moczu moze by¢ uzyteczne klinicznie? Jakie zalety/wady ma ta metoda w
poréwnaniu do innych metod diagnostycznych?

Chciatbym podkreslié, ze powyzsze uwagi krytyczne nie umniejszajg mojej bardzo
wysokiej oceny przedstawionej pracy, a majg na celu wywotanie dyskusji naukowe;.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr
Natalii Gruby spetnia wymogi ustawy o stopniach i tytule naukowym, stanowi oryginalne
rozwigzanie naukowe, potwierdzajgce duza wiedze Autorki jak i umiejgtnosci prowadzenia pracy
naukowej. W zwigzku z powyzszym wnosze do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego

o dopuszczenie Pani mgr Natalii Gruby do dalszych etapéw postgpowania doktorskiego. Poniewaz



rozprawa zostata przygotowana i zrealizowana w wyr6zniajacy si¢ sposob, a czgs¢ wynikow pracy

zostata juz opublikowana, wnioskuje do Rady Wydzialu Chemii U. G. o wyr6znienie ocenianej
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rozprawy.



