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Ocena pracy doktorskiej mgr Anny Wojtysiak zatytulowane;j ,,Substraty i niskoczasteczkowe
inhibitory wybranych enzymow proteolitycznych z rodziny kalikrein.

Synteza chemiczna i badania enzymatyczne”

Kalikreiny tkankowe sa grupa 15 proteaz serynowych obecnych w licznych tkankach,
o postulowanych funkcjach dotyczacych zaréwno fizjologii, jak i patologii czlowieka.
Przypuszczenia te oparte s3 na wiedzy o ekspresji kalikrein w licznych tkankach i organach oraz
o ich potencjalnych biatkowych substratach i inhibitorach. Tkankowa kalikreina 14 jest stosunkowo
stabo zbadana, jezeli chodzi o jej specyficzno$¢ substratowa. Oprocz funkcji w zluszczaniu
naskoérka czy uplynnianiu nasienia sugeruje si¢ jej istotng role w powstawaniu nowotworéw
prostaty, sutka czy jader. Ustalenie optymalnych sekwencji aminokwasowych substratow tej
proteazy, a takze opracowanie inhibitorow i sond molekularnych wydaje si¢ wigc atrakcyjnym
i aktualnym celem badawczym, a uzyskane wyniki moga mie¢ implikacje dla opracowania
kandydatow na lek przeciwnowotworowy lub postuzy¢ celom diagnostycznym. Doktorat mgr Anny
Wojtysiak zostal zrealizowany pod opieka prof. dr. hab. Adama Lesnera i dr hab. Magdaleny
Wysockiej, ktérzy posiadaja znakomite doswiadczenie w badaniu proteaz oraz ustalaniu ich
preferencji  substratowej metodami kombinatorycznymi z  wykorzystaniem substratow

fluorescencyjnych.

Rozprawa doktorska mgr Wojtysiak jest bardzo obszerna, gdyz liczy 240 stron, jest napisana
poprawng polszczyzng i podzielona jest na szes¢ glownych rozdzialow: Przeglgd literaturowy
(odpowiednik Wstepu), Cel pracy, Badania wilasne (odpowiednik rozdziatu Materialy i metody),
Wyniki i dyskusja i Literatura cytowana. Podzial rozprawy na rozdzialy jest wiec nieco odmienny
od typowego. Istotnym rozdzialem sa tez Wnioski, ktéore na dwoch stronach zestawiajg
najwazniejsze wyniki uzyskane w trakcie realizacji doktoratu. Niestety, rozprawa nie zawiera

streszczenia w jezyku angielskim. Praca jest napisana i zilustrowana starannie. Daje si¢ zauwazy¢
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dbalo$¢ doktorantki o unikanie bledéw stylistycznych czy jezykowych, jednak w czasie lektury
dostrzeglem pewna niewielka liczbg bledéw interpunkcyjnych.

W bardzo dtugim, bo liczacym 91 stron, Przeglgdzie literaturowym autorka przedstawia wlasciwie
wszystko, co osobie nie zaznajomionej z tematyka rozprawy umozliwi jej zrozumienie. Sg wigc
podstawowe informacje o proteolizie i jej udziale w przekazywaniu sygnatu komoérkowego,
enzymach proteolitycznych i ich inhibitorach, a nastgpnie, juz bezposrednio zwigzane z doktoratem,
rozdzialy o kalikreinach, metodach tworzenia bibliotek peptydowych, a na koncu o technikach
oznaczania aktywnosci proteaz, w tym o sondach molekularnych, spektroskopii impedancyjne;
i woltamperometrii, stosowanych w rozprawie. Ogolnie, caly rozdzial wydaje si¢ stanowczo zbyt
diugi, jednak trudno wini¢ doktorantke¢, ze dolozyla wszelkiej starannosci, aby przyblizy¢
czytelnikowi wiedzg o réznych zagadnieniach prezentowanych w rozprawie. Liczna literatura (az

340 pozycji) cytowana jest w sposob jednolity i prawidlowy.

W rozdziale Wyniki i Dyskusja mgr Wojtysiak przedstawila na 55 stronach uzyskane wyniki
i obszernie je omowita. Do najciekawszych osiagni¢¢ doktorantki zaliczam:

1. Ustalenie sekwencji aminokwasowej w rejonie od P4 do P3’ selektywnych lub najszybciej
hydrolizowanych substratow kalikreiny 14. Substraty zostaty ustalone dzigki analizie dwoch
bibliotek peptydowych, tetra- i heptapeptydowej, stosujac takg optymalizacj¢ sekwencji, aby
zroznicowaé je wobec kalikreiny 13. Do monitorowania hydrolizy substratu doktorantka
zastosowala grupe ABZ (donor) i ANB-NH; (akceptor), odpowiednio na koncach N i C
peptydu. Jest to wartosciowy wynik, ktory dostarcza informacji o optymalnej sekwencji
rozpoznawanej przez kalikreing 14. Sekwencja selektywna byta tylko w niewielkim stopniu
hydrolizowana przez kalikreing 2, nie byla zas hydrolizowana przez 11 innych testowanych
kalikrein lub katepsyn.

2. Znalezienie analogdéw fosfonowych, bedacych inhibitorami kalikreiny 14. W tej czgsci pracy
mgr Wojtysiak wspotpracowata z dr. hab. Marcinem Sienczykiem.

3. Opracowanie biotynylowanej sondy molekularnej, bedacej selektywnym inhibitorem
kalikreiny 14.

4. Opracowanie koniugatu kropki kwantowej z selektywnym substratem kalikreiny 14, ktory
moze by¢ wykorzystany do oznaczania aktywnosci tego enzymu.

5. Zastosowanie metod elektrochemicznych do monitorowania aktywnosci kalikreiny 14 . We
wspOlpracy z dr. Pawlem Niedzialkowskim doktorantka pokazala, ze techniki

woltamperometrii cyklicznej (CV) i spektroskopii impedancyjnej (EIS) mozna stosowac do



oznaczania aktywnosci kalikreiny 14, stosujac peptydy wrazliwe na dziatanie tego enzymu
zakotwiczone na elektrodzie zlotej. Co wazne, techniki elektrochemiczne umozliwiaja
monitorowanie aktywnosci kalikreiny 14 na poziomie niezwykle niskich stezen, rzedu
10" M (CV) i 10™'® M (EIS).

6. Pokazanie, ze otrzymane substraty kalikreiny 14 moga by¢ wykorzystane do oznaczania
aktywnosci enzymu w probkach sliny i réznicujg sling pochodzaca od osoéb zdrowych
1 cierpigcych na nowotwor slinianek. Mozna je takze wykorzysta¢ do oznaczania aktywnosci
kalikreiny 14 w komorkach fibroblastow i keratynocytow. To wazne wyniki, gdyz pokazuja

praktyczne mozliwosci zastosowania otrzymanych substratow.

Podsumowujac, skomentowane powyzej najwazniejsze osiagni¢cia doktoratu uwazam za wysoce
oryginalne i bardzo wartosciowe, gdyz dotycza stosunkowo stabo poznanego enzymu, ktéry moze
mie¢ istotne znaczenie w procesach nowotworowych. Pewnym mankamentem, natomiast, jest
stosunkowo staba dyskusja uzyskanych wynikdéw, w sensie odniesienia do literatury. By¢ moze

jednak, dane literaturowe, do ktorych w dyskusji moglaby sie odnies¢ doktorantka sa nieliczne.

Moje uwagi do doktoratu sg nieliczne i majg charakter komentarza:

1. Str. 26. Podziatl inhibitor6w proteinaz na rodziny zaproponowany przez Laskowskiego i Kato
(1980) nie opieral si¢ na tym, jaki enzym jest hamowany, ale raczej na podobienstwie
strukturalnym, w tym sekwencji aminokwasowych i topologii mostkéw disiarczkowych. W tej
waznej pracy przegladowej (cytowanej 2000 razy!) znajduja si¢ takze obszerne fragmenty
dyskutujace czy poszczegdlne rodziny inhibitorow obejmuje podobny mechanizm dziatania. To,
co nastgpito pdézniej (podzial Barretta i wspotpracownikow) jest tylko rozszerzeniem
oryginalnego pomystu Laskowskiego i Kato, wynikajacym z ogromnego przyrostu danych
strukturalnych i biochemicznych, a nie nowym podzialem.

2. Str. 31. ,,...zaprezentowane w 1991 roku przez J. Oleksyszyna i jego wspdtpracownikow [103].”
J. Oleksyszyn pracowal w tym czasie w laboratorium prof. J. C. Powersa.

3.Str. 33. ,,...inhibitory ...s3 obiecujaca podstawa do opracowania nowych $rodkéw hamujacych

nadmierne wydzielanie proteaz serynowych w przebiegu licznych choréb”. Zapewne chodzi

doktorantce o hamowanie proteaz serynowych, a nie hamowanie ich wydzielania.

4, Str. 34.”.. krystalograficzne struktury rentgenowskie pokazaty...”. Struktury krystaliczne, a nie

krystalograficzne.

5. str. 44. ,,...pozycja S,...”. Prawidlowo: kieszen S

6. Str. 46. W Tabeli 5 nie podano odpowiednich odnosnikéw literaturowych.



7. Str. 48. Inhibitor typu Kazala, a nie typu Kazal.

8. Str. 48. Tabela 8. Brak nazw podanych stalych oraz w jakich jednostkach zostaly podane. Do
czego odnosi si¢ przypis pod tabelg?

9. Str. 51. Tabela 8 i Rys. 17 prezentuja podobne dane, ale nie s one zgodne. W Tabeli 8 nie
podano odpowiednich odnosnikéw literaturowych.

10. Str. 63. Tabela 10. Kca/Km powinno by¢ napisane: kea/Kwm.

11. Str. 64 i 65. Brak odno$nikow literaturowych w Tabelach 111 12.

12. Str. 130. ,,Szybko$¢ katalizy enzymu V zmienia si¢ wprost proporcjonalnie do st¢zenia substratu
[S].” Niefortunne zdanie, ktére jest niezgodne z nastgpnym zdaniem (,dzieje si¢ tak przede
wszystkim w sytuacji, kiedy [S] jest mate.” Rys. 61 przedstawia nieprawidlowy przebieg zaleznosci
V od [S]. Przyktadowo, przy [S] =4 Kum, V=0,8 Viax, a nie 1,0 Vina, jak na Rys.61

13. Str. 166 oraz na wielu innych stronach. Nieprawidlowe jednostki szybkosci reakcji
enzymatycznej: Vpoc, podano w mol/s.

14. Str 166. Jak bylo wyznaczane stezenie kalikreiny 14? Aby prawidlowo wyznaczy¢ ke nalezy
wyznaczy¢ [Eo], czyli stezenie aktywnego enzymu, gdyz preparat moze zawiera¢ znaczng frakcje
enzymu nieaktywnego.

15. Str. 174. Na Rys.98 brak jednostek na osi x i przy wartosciach ICs.

Chcialbym zauwazyé, ze podczas realizacji doktoratu mgr Wojtysiak umiejetnie postugiwala sig
licznymi technikami chemicznymi, analitycznymi, enzymatycznymi, a hydroliz¢ peptydow
weryfikowata poprzez spektrometrie mas. Lista zastosowanych metod jest wigc dluga
i zroznicowana, co bardzo dobrze $wiadczy o opanowaniu warsztatu laboratoryjnego, tak waznego

na tym etapie rozwoju.

Podsumowujac, moja ocena przedlozonej do recenzji pracy doktorskiej mgr Anny Wojtysiak
zatytulowanej: ,,Substraty i niskoczasteczkowe inhibitory wybranych enzyméw proteolitycznych
z rodziny kalikrein. Synteza chemiczna i badania enzymatyczne” jest bardzo pozytywna, a
rozprawa spelnia warunki ujete stosownymi przepisami. Wnosz¢ o dopuszczenie przez Wysoka
Rade Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego mgr Wojtysiak do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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