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Recenzja
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Magister Honorata Sikora swoja pracg¢ doktorskg zatytutowana , Aktywnosé
proteolityczna enzymu ADAM 17 jako czynnika predykcyjnego rozwoju nefropatii
cukrzycowe]” wykonata na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego w Katedrze Chemii
Biomedycznej pod opieka dr hab. Magdaleny Wysockiej, prof. Uniwersytetu Gdanskiego oraz
dr Natalii Gruby, jako promotora pomocniczego.

Enzymy z rodziny ADAM (A Disintegrin and Metalloproteinase) to biatka
transbfonowe lub wydzielnicze, ktére petnig réznorodne funkcje w koméree. Odgrywaja one
ztozong 1 czgsto kluczowa role w rozwoju wielu choréb poprzez swoje dziatanie
proteolityczne i adhezyjne. Ich zdolno$¢ do odcinania zewnatrzkomérkowych domen réznych
biatek (shedding) wptywa na sygnalizacje komérkowa, adhezje, migracje i inne procesy, ktére
sg czgsto zaburzone w stanach patologicznych. ADAMI10 jest uwazany za enzym ochronny,
poniewaz bierze udzial w nieamyloidogennej $ciezce przetwarzania prekursora biatka
amyloidowego (APP), zapobiegajac powstawaniu beta-amyloidéw. Obnizona aktywnos¢
ADAMI0 moze zwigksza¢ ryzyko rozwoju choroby Alzheimera. Wiele enzyméw ADAM, w
tym ADAMI7, ADAMY9 i ADAMI5, bierze udzial w odcinaniu czynnikéw wzrostu,
receptoréw i czgsteczek adhezyjnych, co moze promowaé wzrost nowotworéw, angiogeneze,
inwazj¢ i przerzuty. Nadmierna ekspresja i aktywnos$¢ tych enzyméw czesto korelujg ze
zwigkszong ztosliwoscig nowotworéw. Uwaza, si¢, ze ADAM10 i ADAM17 moga odgrywac
role w miazdzycy indukowanej przewlekla choroba nerek poprzez wplyw na procesy zapalne
i dysfunkcje naczyn. ADAMI17 (TACE) jest kluczowym enzymem odpowiedzialnym za
uwalnianie TNF-alfa, prozapalnej cytokiny, kt6ra odgrywa kluczowsa role w wielu chorobach
zapalnych, w tym reumatoidalnym zapaleniu stawéw i nieswoistych zapaleniach jelit.
ADAMS jest zaangazowany w procesy zapalne i moze przyczyniaé sie do patogenezy chordb
zapalnych, takich jak reumatoidalne zapalenie stawéw i zapalenie tchawicy. ADAMIO i
ADAMI17 reguluja migracj¢ komérek endometriozy poprzez skoordynowane odcinanie

ligand6w i receptoréw, wptywajac na szlaki sygnatowe kinaz. Ich aktywnog$é jest zaburzona



w przebiegu tej choroby. Zaburzenia w funkcji enzyméw ADAM, zaréwno ich nadmierna, jak
i niedostateczna aktywnosé, moga przyczyniaé sie do rozwoju i progresji réznych choréb.
Zrozumienie roli poszczegélnych enzyméw ADAM w specyficznych kontekstach
chorobowych otwiera mozliwosci terapeutyczne poprzez modulowanie ich aktywnosci.
Nieprawidtowe dziatanie enzyméw ADAM powigzano z réznymi stanami patologicznymi, w
tym z rakiem, chorobami sercowo-naczyniowymi, astma i chorobg Alzheimera, co podkresla
ich znaczenie w prawidtowej fizjologii i chorobach.

Inhibitory ADAM s3 badane jako potencjalne leki przeciwnowotworowe 1
przeciwzapalne, natomiast strategie majace na celu zwiekszenie aktywnosci nicktérych
ADAM, na przyklad ADAMI10 w chorobie Alzheimera, g rowniez intensywnie badane.

Podjete badania nad poznaniem aktywnosci proteolityczne; enzymu ADAM 17 jako
czynnika predykcyjnego rozwoju nefropatii cukrzycowej bez watpienia wpisuje sie w
aktualnie prowadzone badania nad zrozumieniem zlozonych funkcji tych enzymow,
identyfikacji ich roli w rozwoju choréb oraz opracowaniu strategii terapeutycznych
modulujgcych ich aktywnosé. Badania koncentrujg si¢ na patogenezie wielu chordb,
mechanizmach dzialania i szlakach sygnatowych, inhibitorach i aktywatorach ADAM jako
potencjalnych lekach, wykorzystaniu ADAM jako biomarkeréw.

Recenzowana praca liczy 191 stron. Uklad pracy jest klasyczny i obejmuje
streszczenie, wykaz skrétéw, wprowadzenie teoretyczne, metody, cel pracy, badania wiasne,
wyniki i dyskusj¢ podsumowanie i wnioski, dorobek naukowy, wykaz rycin tabel oraz
bibliografie.

Rozdziat pierwszy ,.Streszczenie” przedstawia w zwiezly sposéb wprowadzenie do
pracy oraz zakres zrealizowanych prac badawczych. Rozdziat ,,Wykaz stosowanych skrétéw”
jest bardzo zwigzly i liczy tylko 9 wyjasnionych skr6téw. Nasuwa sig pytanie, czy
rzeczywiscie bylto konieczne jego wydzielanie.

Rozdziat ,,Wprowadzenie teoretyczne” obejmuje podrozdziaty dotyczace: rodziny
biatek dezintegryny i metaloproteazy, w tym budowy, funkcji i wptywu na tych bialek na
rozwdj choréb, budowy enzymu ADAM 17, substratéw ADAM 17, choré6b wywotanych
zmianami aktywno$ci ADAM 17, inhibitoréw ADAM 17 oraz nefropatii cukrzycowej.
Rozdziat ten liczy 49 stron i zawiera [78 odno$nikéw literaturowych. Pomimo duzego
zréznicowania tematéw poszczegdlnych fragmentéw przegladu literaturowego, utrzymana
jest spdjnos¢ dzigki starannemu doborowi referowanych publikacji, co pozwala na

wystawienie wysokiej oceny tej czgsci rozprawy.



Rozdzial ,,Metody” opisany jest na 16 stronach. W rozdziale tym opisane zostaty
podstawowe zagadnienia dotyczace chemii kombinatorycznej (metoda split and mix), syntezy
peptydéw, w tym stosowanych noénikéw polimerowych, odczynnikéw kondensujacych,
metod analizy aktywno$ci proteolitycznej enzyméw z wykorzystaniem  substratow
chromogenicznych, fluorogenicznych, w tym metody FRET, oraz opisu substratéw enzymdw
(notacja Schechtera i Bergera). W moim przekonaniu tytut Metody wskazuje, ze bedzie to
czg$¢ eksperymentalna, natomiast rozdziat ten jest pofgczeniem metod eksperymentalnych
oraz standardowych metod chemii kombinatotycznej. Wydaje mi sie, Ze lepszym
rozwigzaniem bytby krétki rozdzial dotyczacy chemii kombinatorycznej dofgczony do
glownego rozdziatu 1 ,Wprowadzenie teoretyczne”. W tym miejscu chciatabym prosié
Doktorantkg o oméwienie metod stosowanych w chemii kombinatorycznej, ktére pozwalajg
na badanie aktywnosci enzymatycznej biatek ze sktadowymi bibliotek w oparciu 0 podejscie
jedno ziarno — test analityczny (ocena aktywnosci enzymatycznej). Prosze réwniez o
oméwienie standardowych metod dekonwolucji stosowanych w chemii kombinatorycznej.

Kolejny rozdzial pracy to cel pracy. Gtéwnym celem pracy byto otrzymanie metodami
chemii kombinatorycznej selektywnego substratu fluorogenicznego dla enzymu ADAM 17.
Osiggnigcie celu gléwnego wymagato osiggniecia wielu celéw szczegotowych obejmujacych:
dekonwolucj¢ biblioteki tetrapeptydowych substratéw chromogenicznych wobec o wzorze
ogélnym ABZ-X4-X3-X2-X1-ANB-NH;, dekonwolucj¢ biblioteki heptapeptydowych
substratéw fluorescencyjnych dla enzymu ADAM 17, o0 wzorze ogblnym ABZ-Asn-Tyr-Met-
Ala-X1"-X2’-X3"-Tyr(3-NO2)-NHz,  okreslenie  wplywu  modyfikaciji C-konicowego
ugrupowania na szybko$¢ hydrolizy, wyznaczenie parametréw kinetycznych: stalej
Michaelisa, szybkosci maksymalnej, statej katalitycznej oraz stalej specyficznosci dla
najlepszych substratéw, zbadanie zmian aktywnosci enzymu ADAM 17 w lizacie
komérkowym, medium zewnatrzkomérkowym oraz badania nad wyznaczeniem zaleznosci
migdzy aktywnoscig enzymu w moczu a cukrzyca i jej powiktaniami. W opisie celu pracy
pomigdzy celem ogélnym, a celami szczegStowymi, w moim przekonaniu jest zbyt duzy skrét
mySlowy. Giéwnym celem jest bowiem znalezienie selektywnego substratu fluorogenicznego
dla enzymu ADAM 17, za$ cele szczegGlowe zaczynaja sig od dekonwolucji, a nie syntezy
bibliotek. Prosz¢ o precyzyjne przedstawienie celu gléwnego i celéw szczegétowych w
trakcie publicznej obrony pracy doktorskiej. Kolejna uwaga dotyczy struktur ogdlnych
obydwu bibliotek, skad Doktorantka je znata i dlaczego podjeta badania nad nimi. Tu réwniez

prosze o informacje nad wyborem tych dwéch pochodnych peptydowych.



Rozdziat IV Badania wlasne jest czescia eksperymentalng. Rozdzial ten liczy 36 stron.
Napisany zostal poprawnie. Przedstawione procedury pozwalajg na odtworzenie, co
gwarantuje powtarzalnosé procedur oraz uzyskanych wynikéw. W trakcie obrony rozprawy
doktorskiej prositabym Doktorantke o dokladne przedstawienia na przykladzie jednej
biblioteki i wybranej sktadowej biblioteki o oméwienie kolejnych etapéw syntezy,
dekonwolucji i przeprowadzonych badaf. Pozwoli to na zobrazowanie procesu poszukiwania
zwigzku aktywnego z bibliotek zwiazkéw chemicznych,

Ostatni giéwny rozdziat ,,Wyniki i dyskusja” opisany jest na 34 stronach. Zawiera 20
rysunkéw oraz 4 tabele. Wykorzystujac metody chemii kombinatorycznej Doktorantka
zsyntezowata  biblioteke tetrapeptydéw, ktéra poddata dekonwolucji. W wyniku
przeprowadzonych badan wyselekcjonowata pochodng ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-ANB-NHa,
ktéra byta dobrym substratem dla enzymu ADAM 17. Kolejny etap badan obejmowat
projektowanie biblioteki heptapeptydéw. Finalne Doktorantka wyselekcjonowata substrat dla
enzymu ADAM 17, o sekwencji ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Tyr(3-NO2)-NH; (1).

W wyniku optymalizacji struktury znalezionego substratu w C-koficowym fragmencie
Doktorantka znalazla jeszcze dwie pochodne, wydajnie hydrolizowane przez enzym ADAM
17: ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-Lys(DNP)-NH, (5) oraz ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-
Leu-Arg-Arg-Dap(DNP)-NH, (9). Wykazata tez, ze ABZ-Asn-Tyr-Met-Ala-Leu-Arg-Arg-
Lys(DNP)-NH; jest selektywnie hydrolizowany przez enzym ADAM 17.

W ramach pracy badawczej Doktorantka zbadata aktywnos$é enzymu ADAM 17 w
prébkach lizatéw oraz medium zewnatrzkomérkowego —podocytéw. Podocyty to
wyspecjalizowane komérki nabtonkowe, kidre stanowig trzewng warstwe torebki Bowmana
w kigbuszku nerkowym nerki. Odgrywaja kluczowa rolg w procesie filtracji krwi i tworzeniu
moczu pierwotnego. W warunkach wysokiego stezenia glukozy (warunki uszkadzajace
podocyty) Doktorantka stwierdzita obnizenie wewnatrzkomérkowej aktywnosci ADAM 17.
Zwigkszong aktywno$¢ tego enzymu obserwowana byta na zewnatrz komérki. Dodatkowo
Doktorantka wykazala, Ze obecno$¢ biatka Klotho istotnie zwieksza aktywnosé
wewngtrzkomérkows enzymu w warunkach podwyzszonego stezeniu glukozy. Doktorantka
wykazata tez ze w prébkach moczu szczuréw z cukrzycy obserwuje sig statystycznic wyzsza
aktywno$¢ ADAM 17 w poréwnaniu do osobnikéw zdrowych, Réwniez badania moczu
pacjentéw chorych na cukrzyce wskazuja na wyzszg aktywno$é ADAM 17 w poréwnaniu do
moczu 0s6b zdrowych. Uzyskane przez Doktorantke pochodne peptydowe mogg byé
rozwazane jako uzyteczne w diagnostyce cukrzycy i zwigzanych z nig choréb nerek.

Ostatni rozdziat gtéwny ,,Podsumowanie i wnioski” napisany jest spéjnie.



Praca przygotowana zostata starannie od strony edytorskiej. Jedyne niedociagnigcie to
Tabela 1, gdzie legenda jest w jezyku angielskim.

Podsumowujac, wysoko oceniam wybdr ambitnego tematu badan, w petni zgodnego
ze wspolczesnymi kierunkami prac o charakterze podstawowym jak i potencjale
aplikacyjnym. Pozytywnie oceniam tez zastosowanie zréznicowanych i nowoczesnych metod
badawczych, oraz trudny i interdyscyplinarny  charakter wykonanych  prac
eksperymentalnych. Na  szczegblne uznanie zastuguje biegto$¢  wykorzystywania
roznorodnych metod syntetycznych oraz sprawnos¢ w postugiwaniu si¢ zlozonymi,
wspotczesnymi technikami analitycznymi, ktére to Doktorantka potrafita zaimplementowac w
badaniach. Dodatkowym atutem recenzowanej pracy jest bezposredni udziat Doktorantki w
badaniach biologicznych. Umiejetnodci te wystawiaja najlepsze swiadectwo gruntowne;j
wiedzy oraz dojrzatosci naukowej Doktorantki.

Na dorobek publikacyjny mgr Honoraty Sikory sktada si¢ 4 publikacje, z czego 3 w
czasopismach z listy JCR. Dwie publikacje bezposrednio zwigzane sa z rozprawa doktorska.
W publikacji w Analytical Biochemistry Doktorantka jest pierwszym wspotautorem, i to
wlasnie ta praca stanowi podstawowa cze$¢ recenzowanej rozprawy. Pani mgr Honorata
Sikora jest réwniez wspdtautorem szesciu komunikatéw prezentowanych na konferencjach
naukowych. Doktorantka byta réwniez kierownikiem trzech projektéw badawczych stuzacych
rozwojowi miodych naukowcéw oraz doktorantéw na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego. Byta réwniez wykonawca (doktorant stypendysta) w projekcie OPUS 15 ,,Rola
biafek klotho i NPPl w regulacji funkcji komérki podocytarnej”, nr UMO-
2018/29/B/NZ4/02074 (NCN).

Podsumowujac, pozytywnie oceniam rozprawe doktorska mgr Honoraty Sikory.
Wyniki badan sg warto$ciowe i wnosza znaczacy wklad w rozwéj nauki.

Uwazam, ze przedstawiona rozprawa spetnia wymagania stawiane ZWYCZajOWO
pracom doktorskim oraz obowigzujgce wymagania ustawowe. W zwiazku z tym wnioskuje o

dopuszczenie mgr Honoraty Sikory do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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