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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Honoraty Sikory
pt. ,,Aktywnos¢ proteolityczna enzymu ADAM 17 jako czynnika predykcyjnego
rozwoju nefropatii cukrzycowej”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Honoraty Sikory pt. ,Aktywnos¢
proteolityczna enzymu ADAM 17 jako czynnika predykcyjnego rozwoju nefropatii cukrzycowej” zostata
zrealizowana w Katedrze Chemii Biomedycznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdarnskiego, pod
kierunkiem dr hab. Magdaleny Wysockiej, prof. UG oraz dr Natalii Gruba.

Praca doktorska Pani mgr Sikory zostata napisana w jezyku polskim i zawiera elementy typowe
dla tego typu dysertacji, cho¢ w rzadko spotykanym uktadzie. Dysertacja sktada sie z nastepujacych
czesci: Wprowadzenia teoretycznego (1), po ktdorym nastepuje rozdziat Metody (I1); Cel pracy (lll),
Badania wtasne (IV), Wyniki i dyskusja (V), Podsumowanie i wnioski (VI). Dokument kornczy wykaz
dorobku naukowego doktorantki (VII), wykazy rycin (VIII) i tabel (IX) oraz bibliografia (X). Z kolei czes¢
wtadciwg pracy poprzedzajg: spis tresci, streszczenia (w jezyku polskim i angielskim), a takze wykaz
stosowanych skrotow.

Doktorantka w swojej rozprawie poruszyta istotne klinicznie zagadnienie nefropatii
cukrzycowej wskazujgc na powigzanie aktywnosci enzymu proteolitycznego ADAM 17 z
patomechanizmem tego powiktania cukrzycy. O$ przedstawionej pracy stanowi proba uzyskania
substratéw fluorogenicznych specyficznych dla enzymu ADAM 17, ktére moglyby przyczynié sie do
identyfikacji sposobu monitorowania aktywnosci tej proteazy w moczu pacjentdw. Doktorantka
skupita swoja uwage na wyselekcjonowaniu sekwencji substratu enzymu ADAM 17 z wykorzystaniem
metod chemii kombinatorycznej. Uzyskane przez doktorantke substraty zostaty nastepnie przebadane
pod katem ich selektywnosci wobec badanego enzymu. Dodatkowo, Doktorantka przeprowadzita
analizy aktywnosci proteolitycznej enzymu ADAM 17 w wybranych uktadach biologicznych, w tym w
medium z hodowli ludzkich podocytéw oraz lizatow tych komérek. Wartoscig dodang pracy s badania
z wykorzystaniem szczurzego modelu cukrzycy oraz analizy moczu pacjentéw z cukrzyca. Podjety przez
Doktorantke temat jest niezwykle wazny w $wietle problemoéw diagnostycznych dotyczgcych funkgji
nerek u pacjentéw z chorobami metabolicznymi, takimi jak cukrzyca, czy autoimmunologicznymi (np.
toczeri rumieniowaty uktadowy). Istotny wydaje sie réwniez w szerszym kontekscie, gdyz ,nerki
choruja po cichu”, co sprawia, ze diagnostyka takich zmian z reguty rozpoczyna sie u pacjentéw ze
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znaczacy utrata funkcji tego narzadu. Dlatego tez wszelkie dziatania diagnostyczne, umozliwiajgce
wczesne wykrycie patologicznych zmian w nerkach moga przyczyni¢ sie do znaczacej poprawy

wykrywania i leczenia choréb nerek.

W rozbudowanym wprowadzeniu teoretycznym, Doktorantka scharakteryzowata enzym
ADAM 17, nalezacy do rodziny biatek dezintegryny i metaloproteazy, opisujac mechanizm jego
dziatania oraz role w patogenezie szeregu chordb cztowieka. Dos¢ duzo miejsca poswiecono udziatowi
enzymu ADAM 17 w rozwoju i progresji zmian nowotworowych, choréb sercowo-naczyniowych czy
metabolicznych, z uwzglednieniem cukrzycy. Niestety, najstabiej przedstawiono znaczenie aktywnosci
badanego enzymu ADAM 17 w patologii nefropatii cukrzycowej, bedacej tematem niniejszej pracy. W
czesci dotyczacej samego biatka ADAM 17, Doktorantka przedstawita réwniez dostepna wiedzg
dotyczaca naturalnych i syntetycznych inhibitoréw badanego enzymu.

Nastepnie Doktorantka oméwita patomechanizmy cukrzycy i zwigzanej z nig nefropatii
cukrzycowej. Skrupulatnie opisana zostata klasyfikacja zmian zachodzacych w nerkach na skutek
przewlektej hiperglikemii, metody diagnostyczne z podkresleniem potencjalnej roli nowych
biomarkeréw utraty funkcji nerek, oraz metody terapeutyczne. Opisujac patogenezg nefropatii
cukrzycowej, Doktorantka wskazata na znaczenie enzymow proteolitycznych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem proteaz ADAM 10 i ADAM 17.

Kolejna cze$¢ wstepu teoretycznego zostata pos$wiecona budowie nefronéw i procesowi
filtracji ktebuszkowej. Doktorantka opisata rowniez role hiperglikemii w rozwoju glomerulopatii w
przebiegu cukrzycy z uwzglednieniem modeli komérkowych. Ostatni podrozdziat wstepu traktowat o
biatku Klotho, jednym z celéw aktywnosci proteolitycznej enzymu ADAM 17, ktérego obecnos¢ wigze
sie z patologicznym procesami zachodzacymiw nerkach. W tym miejscy warto podkresli¢, iz informacje
zawarte w czesci teoretycznej w sposob klarowny i wyczerpujacy wprowadzaja czytelnika w tematyke
pracy. Uwage zwraca dobrze opracowana czes¢ biologiczna, ktéra mogta stanowic znaczace wyzwanie
dla Doktorantki, z wyksztatcenia chemika.

W kolejnym etapie pracy Doktorantka przedstawita rozdziat ,Metody”, ktéry wg przyjetych
zasad powinien opisywa¢ metodyke stosowang w pracy doktorskiej. Ku zaskoczeniu czes¢ ta stanowita
teoretyczng prezentacje metod stosowanych w chemii kombinatorycznej. Natomiast wtasciwy opis
metod zastosowanych w przedtozonej pracy doktorskiej znajdowat sie dopiero w rozdziale ,Badania
wtasne” oddzielonym od niniejszego celami pracy. Zastosowany przez Doktorantke zabieg jest
niestandardowy. Ulokowanie tej czesci w rozprawie doktorskiej powinno by¢ lepiej przemyslane, by
nie zaktocato ciggu myslowego zwigzanego z przejsciem z wprowadzenia teoretycznego do celow
pracy. Niemniej nie ujmuje to znaczeniu tego fragmentu pracy, gdyz jego zawartos¢ byta przydatna w
analizie dalszej czesci rozprawy doktorskie;j.

Nastepnie Doktorantka sformutowata cel gtéwny swojej pracy, ktérym byto otrzymanie
substratu fluorogenicznego selektywnego wzgledem enzymu ADAM 17, z zastosowaniem metod
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chemii kombinatorycznej opisanych w poprzedzajgcym rozdziale. Wyrdznione cele szczegétowe, m.in.
tworzenie bibliotek substratow chromogenicznych i fluorescencyjnych, ocene wptywu modyfikacji C-
konca na szybkos¢ hydrolizy substratu, wyznaczanie parametrow kinetycznych uzyskanych substratow
czy ocena aktywnosci enzymu ADAM 17 w uktadach biologicznych, miaty za zadanie umozliwic¢
Doktorantce realizacje podstawowego celu pracy.

Rozdziat ,Badania wtasne” to szczegdétowy opis aktywnosci laboratoryjnej Doktorantki.
Intuicyjnie rozdziat ten mozna podzieli¢ na dwa etapy pracy: czes¢ syntetyczng i czes¢ zwigzang z oceng
wtasciwosci uzyskanych zwigzkéw. W pierwszej czesci tego rozdziatu Doktorantka krok po kroku
przeprowadzita czytelnika przez etapy powstawania poszczegdlnych substratéw enzymu ADAM 17 z
tworzonych przez siebie podbibliotek peptydowych, az do momentu oczyszczania uzyskanych
substratow. Druga czes¢ badan wtasnych skupita sie na wyznaczeniu parametréw kinetycznych
substratow fluorogenicznych charakteryzujgcych sie najwyiszg specyficznoscia wzgledem enzymu
ADAM 17, mierzong stopniem ich hydrolizy. Logiczng kontynuacjg tych badan byta ocena aktywnosci
proteolitycznej enzymu ADAM 17 w uktadach biologicznych z zastosowaniem wybranych substratow.
W tym celu Doktorantka wykorzystata badania na linii komodrkowej ludzkich podocytéw, moczu
szczuréw z indukowang cukrzycg oraz ludzkim moczu uzyskanym od zdrowych ochotnikéw i pacjentéow
z cukrzyca.

Rozdziat wynikowy réwniez poprowadzony zostat w nietypowy sposéb, gdyz potgczyt wyniki z
dyskusja. To rozwiazanie jest powszechnie stosowane w artykutach naukowych, lecz nie jest
standardem w pracach doktorskich. Wybor tej formy uzasadniam specyfikg samej pracy, ktorej
gtéwnym celem byto uzyskanie konkretnego produktu — zwigzku chemicznego. Ponadto mozliwosé
dyskusji uzyskanych wynikéw z danymi literaturowymi wydaje sie ograniczona, ze wzgledu na matg
ilos¢ tych ostatnich. Niemniej Doktorantka w sposéb logiczny przedstawia uzyskane przez siebie wyniki
i probuje je zestawi¢ z dostepng literaturg. W tej czesci pojawito sie kilka watpliwosci, do ktdrych
szczegotowo odniose sie w dalszej czesci recenzji.

Podsumowanie i wnioski zamykaja czes¢ merytoryczng pracy. W syntetyczny sposob
Doktorantka podsumowuje swoje osiagniecia odnoszac sie do poszczegélnych celéw swojej pracy,
zaréwno gtownego jak i szczegotowych. Doktorantka z sukcesem otrzymata zwigzki, z ktdrych
wyselekcjonowata substrat wydajnie hydrolizowany przez enzym ADAM 17. W wyniku dalszej
optymalizacji sekwencji wybranego zwiazku w obszarze C-koricowym uzyskata substrat selektywnie
hydrolizowany przez badany enzym, ktéry nastepnie wykorzystata do dalszych analiz. W badaniach
biologicznych wykazata zaleznos¢ aktywnosci enzymu ADAM 17 od warunkéw hodowli, wskazujgc na
korelacje hiperglikemii z aktywnoscig wewnatrz- i zewnatrzkomérkowa badanego enzymu. Ponadto,
powigzata obecnos¢ biatka Klotho z proteolitycznym dziataniem ADAM 17 i zasugerowata potrzebe
dalszych analiz w celu okreslenia mechanizmu lezacego u podstaw tej zaleznosci. Waznym klinicznie
wynikiem byto potwierdzenie zwiekszonej aktywnosci enzymu ADAM 17 w moczu zwierzat i ludzi z

GDANSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY ul. M. Sktodowskiej-Curie 3a, 80-210 Gdansk | 58 3491111 | infoagumed.edu.pl



hiperglikemia. Ostatni wniosek to forma sugestii dotyczacej potencjalnego zastosowania
diagnostycznego otrzymanych zwigzkow.

W przygotowanym materiale znajdowat sie réwniez opis dorobku naukowego Doktorantki, na
ktory sktadaja sie artykuty naukowe, doniesienia konferencyjne oraz udziat w projektach badawczych.
W momencie oceny dysertacji, Doktorantka mogta wykaza¢ wspdtautorstwo czterech artykutow
naukowych, przy czym w jednym z nich figuruje jako pierwszy autor. Mgr Sikora miafa réwniez okazje
prezentowa¢ wyniki na konferencjach naukowych, dwukrotnie w formie referatu i czterokrotnie w
formie plakatu. Warto podkresli¢ réwniez zaangazowanie projektowe, gdyz Doktorantka moze
wykazac sie doé¢ duzg aktywnoscia w tym zakresie. Uczestniczyta w projekcie OPUS jako doktorant
stypendysta. Wykazata sie réwniez umiejetnoscia pozyskiwania funduszy, gdyz kierowata trzema
projektami badawczymi w ramach Badarn Naukowych Stuzacych Rozwojowi Mtodych Naukowcdw oraz
Uczestnikow Studiow Doktoranckich.

Pytania i uwagi:

1. W czesci teoretycznej Doktorantka dos¢ szeroko opisuje aktywnos¢ badanego enzymu ADAM
17 w patogenezie szeregu chordb cztowieka, ale w sposob minimalistyczny traktuje kluczowe
dla niniejszej pracy zagadnienie, czyli znaczenie badanej proteazy w rozwoju nefropatii
cukrzycowej. Z czego wynika brak omowienia danych literaturowych z tego zakresu?

2. Zastosowany przez Doktorantke podziat metodyki na czes¢ teoretyczng dotyczacg chemii
kombinatorycznej i cze$¢ opisujgca badania wiasne jest niestandardowy. W moim mniemaniu
obie czesci powinny stanowié cato$¢. Prosze o wyjasnienie przyczyn, dla ktérych Doktorantka
zdecydowata sie na to rozwigzanie.

3. Opisane wyniki dekonwolucji podbibliotek wskazujg na réznice w hydrolizie zaleznej od reszty
aminokwasowej w badanych pozycjach a danymi prezentowanymi w literaturze. Wedtug
danych uzyskanych przez Doktorantke najwydajniej hydrolizie ulegta podbiblioteka z reszta
aminokwasowa asparaginy w pozycji X4, natomiast wg danych literaturowych (tabela 15) to
obecnos¢ reszty aminokwasowej leucyny w tej pozycji korelowata z najwydajniejszg hydroliza.
Doktorantka jedynie stwierdza wystgpienie takiej réznicy, nie podejmujac zadnej dyskusji.
Dlatego poprositabym o prébe wyjasnienia z czego mogg wynika¢ tego rodzaju rdznice
(odnotowane dla praktycznie kazdej analizowanej pozycji dofaczanych reszt
aminokwasowych).

4. Prositabym o opis chromatograméw HPLC, np. z ryciny 43, str. 136. Niestety dla osoby
niezaznajomionej z metoda i interpretacjg wynikow, prezentowane dane sa niezrozumiate, a
informacje umieszczone w tekscie niewystarczajagce by odpowiednio przeanalizowac
prezentowane wyniki.

5. Doktorantka w swoich badaniach wskazuje trzy substraty: 1, 5 9, jako zwigzki o najwyzszym
stopniu hydrolizy. Na rycinie 47, str. 143 zestawia wyniki hydrolizy dla wszystkich uzyskanych
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substratéow. Wida¢ wyrazne roéinice skali na poszczegdlnych wykresach, co pozwala
wnioskowag, ze wybrany przez doktorantke substrat 1 jest stabiej hydrolizowany przez ADAM
17 niz substrat 10 (rycina 47C). Czy mogtabym prosi¢ o szczegétowe wyjasnienie na podstawie
jakich przestanek Doktorantka dokonata swojego finalnego wyboru substratéw do dalszych
badar biologicznych? | dlaczego odrzucono na tym etapie substrat 10?

6. Napodstawie badar Doktorantka wybrata wyzej wymienione 3 substraty, jako te o najlepszych
wtasciwoséciach i najwyzszej specyficznosci wzgledem enzymu ADAM 17. Dlaczego zatem
badania selektywnosci proteazy zostaty wykonane jedynie dla substratu 5? Czy nie warto by
byto przeanalizowa¢ pod tym katem pozostate dwa substraty? Podobnie, do analizy
hamowania aktywnosci badanej proteazy inhibitorem TAPI-0 wykorzystano jeden z
substratow, pomijajac w badaniu pozostate dwa. Z jakich powodow Doktorantka podjetfa taka
decyzje? Uwazam, ze wszystkie przeprowadzone w tej pracy badania biologiczne powinny by¢
wykonane z uzyciem wszystkich trzech wyselekcjonowanych substratow. Czasem zwigzki o
najlepszych wtasciwosciach fizykochemicznych nie wykazuja najkorzystniejszych efektow
biologicznych. Poprosze, by Doktorantka wyjasnita dlaczego w badaniach biologicznych nie
uwzglednita trzech substratow: 1, 5i 9?

7. Prosze o wyjasnienie uzycia réinych substratéw w badaniach na materiale ludzkim i szczurzym.
Czemu w ocenie aktywnosci proteolitycznej enzymu ADAM 17 w moczu szCzurow
wykorzystano substrat 1, a w badaniach na ludzkim moczu zastosowano substrat 5? Podobnie
wyglada sytuacja w analizie hamowania enzymu z uzyciem inhibitora TAPI-0: w podstawowym
tescie na linii ludzkich podocytéow uzyty zostat substrat 1, a test hamowania w ludzkim moczu
opierat sie o wykorzystanie substratu 5.

8. W opisie metodyki badawczej zabrakto wyjasnienia warunkéw hodowli zastosowanych w
przypadku linii komérkowej ludzkich podocytéw. Podobnie w wynikach ta informacja nie
zostata we wiasciwy sposdb zaprezentowana. Poprosze o wyjasnienie jak poszczegolne
warunki hodowli miaty sie odnosi¢ do standw fizjologicznych i jaki byt cel zastosowania ich w
prezentowanym badaniu.

9. W badaniach na moczu pochodzacym od oséb zdrowych i z cukrzyca, w prébce 640 (rycina 55,
str. 156) widoczna byta wysoka aktywnos$¢ proteolityczna enzymu ADAM 17 bez inhibitora
TAPI-0 i w jego obecnosci. Jak wyttumaczy¢ ten wynik? Czy zastosowanie innego substratu
mogtoby wptyngé na ten wynik?

10. W badaniach biologicznych zastosowano uktady hodowlane, ktérych zadaniem byto okreslenie
wplywu biatka Klotho na aktywnos¢ enzymu ADAM 17. Doktorantka napisata: , Wyniki te
wskazujg, ze zablokowanie ekspresji biatka Klotho w komérkach podocytéw prawdopodobnie
prowadzi do zaburzenia w przekazywaniu sygnatow w szlakach sygnalizacyjnych, zaleznych od
enzymu ADAM 17.” Czy moge prosi¢ o prébe wyjasnienia tego stwierdzenia? Prositabym, by
Doktorantka dodatkowo odniosta sie do wprowadzenia teoretycznego, w ktérym opisuje
zaleznos¢ miedzy enzymami ADAM 10 i 17 a formami biatka Klotho.
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11. Co byto pierwsze: jajko czy kura? W jaki sposéb powinno sie postrzegac role enzymu ADAM 17
w patogenezie nefropatii cukrzycowej? Czy enzym ten przyczynia sie do wytworzenia zmian
zapalnych czy raczej jest formg odpowiedzi na obecne zapalenie?

12. W pracy doktorskiej natknetam sie na kilka btedéw edytorskich, ktére mogty wptynaé¢ na ogolny
odbidr pracy. Dla przyktadu, do opisu rycin nie zastosowano zadnego wyrdznienia (innej
czcionki czy zmiany jej wielkosci), co powodowato zlewanie sie tych opisow z giownym tekstem
pracy. Nie sg one jednak na tyle istotne by poswiecac¢ im wiecej miejsca w niniejszej recenzji.

Podsumowanie:

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Sikory porusza niezwykle istotny klinicznie
temat trudnosci w diagnostyce i monitorowaniu nefropatii, z podkresleniem nefropatii cukrzycowej.
Doktorantka w swojej pracy skupita sie na syntezie selektywnych substratdéw enzymu proteolitycznego
ADAM 17, ktérego zmieniong aktywno$¢ wiaze sie z dysfunkcjg nerek. Idea diagnostyki nefropatii w
oparciu o hydrolize substratéw omawianej proteazy w moczu pacjentéw wydaje sie dos¢ nowatorska
i warta dalszych badan. Mimo szeregu pytan i uwag przedstawionych w recenzji, chciatam podkresli¢
wysoka wartos¢ naukowa niniejszej rozprawy doktorskiej. Wyniki uzyskane przez Doktorantke moga
przyczynic sig do lepszego zrozumienia patomechanizméw zmian nerkowych zwigzanych z przewlekta
hiperglikemia, oraz stanowi¢ podwaliny dla nowoczesnych metod diagnostycznych.

Whiosek koricowy

Rozprawa doktorska Pani mgr Honoraty Sikory pt. ,, Aktywno$¢ proteolityczna enzymu ADAM17
jako czynnika predykcyjnego rozwoju nefropatii cukrzycowej” spetnia warunki okreélone w art. 187
ust. 1-3 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 z pdZniejszymi zmianami.

W zwigzku z powyiszym zwracam sie do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne
Uniwersytetu Gdariskiego o dopuszczenie mgr Honoraty Sikory do dalszych etapow postepowania o
nadanie stopnia doktora w dyscyplinie nauki chemiczne.

A'“QNW

dr hab. Anna Wardowska
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