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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marty Lubos
zatytulowanej ,,Projektowanie, chemiczna synteza oraz
badania kinetyczne peptydowych niekowalencyjnych i

kowalencyjnych inhibitorow proteasomu”

Inhibitory proteasomoéw sg potencjalnymi lekami przeciwnowotworowymi. Jeden
z nich - bortezomib, be¢dacy silnym i odwracalnym inhibitorem proteasomu 26S, jest
lekiem stosowanym od szeshastu lat w leczeniu szpiczaka mnogiego. Niestety,
zaobserwowano wiele niepozadanych dziatan ubocznych wywotywanych przez
bortezomib, w tym: niedroznos$¢ jelit, matoptytkowos¢ 1 neuropatie obwodowa. Dlatego
w wielu osrodkach akademickich i1 farmaceutycznych prowadzi si¢ intensywne badania
majace na celu znalezienie nowych inhibitorow proteasomu o zwigkszonej selektywnosci
dziatania 1 poprawionych walorach farmakologicznych oraz zmniejszonej toksycznosci.
Szczegbdlnie pomocne w badaniach zaleznosci aktywnosci biologicznej od struktury
inhibitoréw proteasomu mogg by¢ oligopeptydowe aldehydy. Sa one tatwymi do
zsyntezowania na nosniku statym inhibitorami proteasomu 26S, co pozwala na uzyskanie
duzej liczby analogow warunkujacej doktadne okreslenie wptywu poszczegdlnych grup
chemicznych na aktywnos$¢ inhibitorowg.

Pani mgr Marta Lubos wlaczyta si¢ w nurt tych badan i pod Kierunkiem
prof. Krzysztofa Rolki wykonata pracg doktorska dotyczaca projektowania, syntezy
I badan Kinetycznych peptydowych inhibitorow proteasomu. Niewatpliwie tematyka
badawcza przedstawiona w pracy doktorskiej mgr Marty Lubos jest aktualna
i cieckawa zard6wno z naukowego jak i utylitarnego punktu widzenia. Praca zostala
wykonana na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego a promotorem pomocniczym
byt dr hab. Dawid Debowski.



Rozprawa doktorska mgr Marty Lubos, zawiera 150 stron 1 sklada si¢ z trzech
zasadniczych czesci - Przeglgdu literaturowego (54 strony), Badan wlasnych, w ktorych
Autorka przedstawita cel pracy (26 stron) oraz Wynikow i dyskusji (33 strony). W pracy
zachowana jest zatem wlasciwa proporcja migdzy czescig literaturowa i czgscia
badawcza. Doktorantka przedstawita rowniez krotkie Podsumowanie wynikow i wnioski,
Spis rysunkow i tabel, Wykaz skrétow, symboli i oznaczen oraz Literature cytowang (262
pozycje) a nastgpnie zamiescita wykaz swoich publikacji (Dorobek naukowy). Do pracy
zostaly zalaczone streszczenia pracy w jezykach polskim i angielskim. Uktad pracy
doktorskiej mgr Marty Lubos i struktury podziatu treéci jest wigc prawidlowe.

W Przeglqdzie literaturowym Doktorantka zamie$cita podstawowe informacje
0 proteosomie, jego budowie oraz réznorodnych inhibitorach. Nastgpnie omowita
inhibitory immunoproteosomu. Rozdzial ten zawiera wiele starannie dobranych
informacji naukowych 1 §wiadczy o duzej wiedzy Doktorantki na temat inhibitorow
proteasomu oraz 0 umiejetno$ci prawidtowego korzystania ze zrodet literaturowych.
Tekst tego rozdziatu zostatl napisany jezykiem prostym, przez co bedzie zrozumialy dla
szerokiego grona czytelnikow. Rozdzial ten zawiera wszystkie informacje niezbedne do
wyjasnienia celu pracy. Bardzo wysoko oceniam ta cze$¢ rozprawy doktorskiej
mgr Marty Lubos.

Celem recenzowanej pracy doktorskiej bylo zaprojektowanie, synteza chemiczna
oraz badania aktywnos$ci dwoch grup peptydowych potencjalnych inhibitorow ludzkiego,
konstytutywnego proteasomu 20S.: 40 tetrapeptydowych aldehydéw i 31 analogow
inhibitora trypsyny wyodrgbnionego z nasion stonecznika (SFTI-1). Sekwencje
tetrapeptydowych aldehydéw zostaty zaprojektowane w oparciu o struktury
pierwszorzegdowe dobrych substratow proteasomu 20S, odkrytych wczesniej przez
Zespol badawczy prof. Krzysztofa Rolki. Natomiast analogi inhibitora trypsyny zostaty
zaprojektowane na podstawie struktury [Arg®, Lys'®]SFTI-1, ktorego aktywnos¢
inhibitorowg wobec proteasomu 20S zostata odkryta rowniez w Zespole prof. Krzysztofa
Rolki. Sekwencje peptydow zostaly wiec racjonalnie zaprojektowane a badania
wykonane w ramach recenzowanej pracy doktorskiej stanowia konsekwentna

kontynuacje¢ prac badawczych Zespotu.



Zadanie badawcze przedstawione w celu pracy wymagalo przeprowadzenia
wieloetapowych  syntez  chemicznych 1  szeregu dobrze  przemys$lanych
wielokierunkowych badan, a takze opanowania wielu nowoczesnych metod badawczych,
takich jak: syntezy peptydow, spektrometrii mas, chromatografii i badania kinetyczne
enzymoOw. W mojej opinii problem badawczy, ktorego rozwigzania podjeta si¢ Autorka,
zostat poprawnie sformutowany a metody badawcze bylty trafnie dobrane.

Z kolejnych rozdzialdéw wynika, ze badania zostaty prawidtowo przeprowadzone,
i fachowo opisane. Doktorantka przeprowadzita syntezy 71 peptydow, w tym 40
tetrapeptydow zawierajacych grupy aldehydowe na koncu C. Ponadto przeprowadzita
syntezy analogow [Arg®Lys ®]SFTI-1, obejmujacych zaréwno peptydy liniowe. jak
I monocykliczne (zawierajace mostek disulfidowy lub wigzanie amidowe pomiedzy
grupami terminalnymi) oraz bicykliczne. Byly to trudne i czasochtonne syntezy, gdyz
peptydy zawieraly rdzne niebiatkowe reszty aminokwasowe, a niektore wymagaly
przeprowadzenia cyklizacji.

Zsyntetyzowane peptydy poddano odpowiednim testom enzymatycznym
i komorkowym. Uzyskane wyniki kinetycznych badan przeprowadzone na
zsyntetyzowanych peptydach umozliwity wskazanie najaktywniejszych inhibitorow
podjednostek proteosomu Blc, P2c¢, PS¢ 1 P51 oraz inhibitoréw najbardziej
selektywnych. Ponadto Autorka zbadata wplyw SDS na wilasciwosci inhibitorowe
badanych peptydow. We wspolpracy z innymi badaczami, zbadano cytotoksycznosé
inhibitorow wobec prawidlowych 1 nowotworowych linii komoérkowych oraz
oddzialywanie znakowanych inhibitorow CF-41 i CF-67 z komoérkami ludzkiego
czerniaka.

Na podstawie roznic w aktywnosci biologicznej zsyntetyzowanych zwigzkow
Doktorantka wyciagneta wiele ciekawych 1 warto$ciowych wnioskéw dotyczacych
zaleznosci dzialania inhibitorowego od struktury peptydow. Doktorantka wykazala si¢
krytycznym sposobem interpretowania wynikow 1 ostroznym wycigganiem wnioskow,
co $wiadczy o Jej dojrzalosci badawcze;.

W mojej opinii, uzyskane wyniki wykonanych badan s3 bardzo wartosciowe

i cickawe, a cel pracy zostal osiggnicty. Na pochwale zastuguje liczba, roznorodnosé



i wysoki poziom naukowy przeprowadzonych badan. Niematy jest tez dorobek naukowy

mgr Marty Lubos, obejmujacy pi¢¢ prac badawczych, w tym jedng opublikowang

w materiatach konferencyjnych, i sze$¢ komunikatow konferencyjnych.

Rozprawa zostala napisana poprawnym jezykiem i cechuje ja estetyczny wyglad.

Znalaztem w niej tylko kilka drobnych btedéw literowych i nietrafnych sformutowan.

W trakcie czytania rozprawy nasuneto mi si¢ kilka uwag i watpliwosci i z obowigzku

recenzenta przedstawiam ponizej niektore z nich:

Na stronie 64 Doktorantka napisata, ze swoje badania realizowata we wspOlpracy
z dr. hab. Dawidem Debowskim, promotorem pomocniczym rozprawy. Prosze
0 przedstawienie zakresu tej wspOlpracy oraz wyjasnienie, jaki byl wudziat
dr. hab. Dawida De¢bowskiego w przeprowadzonych badaniach. Zaktadam, ze
syntezy wszystkich zwigzkéw, ich oczyszczanie, identyfikacja oraz testy
enzymatyczne zostaly przeprowadzone osobiscie przez mgr Marte Lubos, chociaz
W opisie wszystkich eksperymentow Autorka uzywa formy bezosobowe;.

Autorka nie podata wydajnosci przeprowadzonych syntez. Nie wiadomo zatem, czy
wybor sposobu syntezy byt optymalny. Wskazane bylyby tez podanie informacji
0 ewentualnych produktach ubocznych, ktoére wystepowaty w surowych produktach.
Jedynag eksperymentalng metoda potwierdzenia struktury otrzymanych substancji
byta spektrometria mas. Jednak powazne watpliwosci moze budzi¢ duza rdznica
migdzy wartoscig m/z zmierzong 1 obliczong dla zwigzku 69 (str. 108), gdyz wynik
ten moglby sugerowa¢ niekompletne utlenienie grup sulfhydrylowych. Dlatego
konieczna jest doktadna analiza rozktadu pikow izotopowych uzyskanych na
wysokorozdzielczym spektrometrze mas.

Nie jest jasne co Autorka rozumie przez "Srednig warto$¢ m/z zidentyfikowanego

+n

jonu pseudomolekularnego [M+H]™ oraz "Obliczong $rednig masg czgsteczkowa"
(Tabela 9 1 15). Z widm przedstawionych na rysunkach 53 1 63 wynika, zZe
przedstawione w tabelach "Srednie wartosci m/z" zostaly odczytane dla pikow
monoizotopowych.

W teks$cie brakuje informacji o czystosci peptydow poddanych testom

enzymatycznym i o ich trwato$ci w warunkach testow biologicznych.



e Na jakiej podstawie Autorka wyciagneta wniosek, ze zsyntezowane przez Nig
peptydy aldehydowe sg inhibitorami kowalencyjnymi?

e Wprawdzie niewielkie stupki btedow na rys. 54-62, 67 i1 70 $wiadcza o duzej
powtarzalno$ci wynikow badan nad aktywno$cig inhibitorowa, lecz brakuje
informacji o liczbie powtérzen (informacje takie podano tylko dla badan

cytotoksycznosci peptydow).

Powyzsze uwagi nie podwazaja wysokiej wartosci merytorycznej rozprawy i nie
wplywaja na moja wysoka oceng tej pracy. Wigkszo$¢ z moich uwag nalezy traktowac

jako zagajenie do dyskusji podczas obrony pracy doktorskiej mgr Marty Lubos.

Biorgc pod uwage istotne wyniki uzyskane przez Doktorantke i bardzo dobre
opanowanie syntezy pochodnych peptydow oraz interpretacji wynikow badan
biologicznych recenzowang prace doktorska oceniam bardzo pozytywnie. W moim
przekonaniu rozprawa doktorska mgr Marty Lubos zatytutowana ,, Projektowanie,
chemiczna synteza oraz badania kinetyczne peptydowych niekowalencyjnych
| kowalencyjnych inhibitoréw proteasomu” stanowi cenny wkiad naukowy i spehnia
wszystkie wymagania okreslone w Ustawie o stopniach i tytule naukowym. Dlatego
stawiam wniosek do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie

Pani mgr Marty Lubos do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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