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Recenzja pracy doktorskiej mgr Jadwigi Popow-Stellmaszyk pt. Zastosowanie metod chemii
kombinatorycznej w charakterystyce wybranych proteinaz serynowych

Poszukiwanie nowych substancji chemicznych, dzigki ktorym mozliwe staje si¢ Sledzenie
aktywnosci enzymow, zarowno we wnetrzu komorki, jak i w niezwykle skomplikowanych pod
wzgledem swego sktadu plynach ustrojowych, stanowi ogromne wyzwanie wspotczesnej nauki
mieszczacej si¢ na pograniczu chemii, biologii i immunologii. Cho¢ juz ponad 13 lat temu
opublikowano wyniki projektu, ktorego celem byto poznanie genomu cztowieka, okazato sig, iz
w miejsce dlugo wyczekiwanych odpowiedzi zostaliSmy raczej pozostawieni z ogromng iloscig
nowych pytan i swoistych naukowych zagadek, na ktoérych rozwigzanie przyjdzie nam czekac
jeszcze dhugie lata. Lecz taka jest juz rola nauki — poszukiwanie odpowiedzi na wazne pytania
i stawianie nowych — co powoli, krok po kroku, przybliza nas do zrozumienia otaczajacego Swiata.

Jednym z istotnych zagadnien ery postgenomowej jest poznanie mechanizméw aktywacji
czy regulacji dziatania enzymow proteolitycznych, okreslenie biologicznej roli jaka pelnig w wielu
kluczowych procesach zyciowych jak krzepnigcie krwi, apoptoza, angiogeneza, trawienie
pokarmu, funkcjonowanie systemu dopelniacza, procesowanie antygendéw, metastaza
nowotworow czy nawet proces replikacji wirusoéw. Poznanie sposobu funkcjonowania proteaz,
poznanie ich roli w czgsto krzyzujacych si¢ skomplikowanych $ciezkach biochemicznych
zaleznos$ci otwiera mozliwosci projektowania nowych lekow, ktoére w rozny sposéb moga
oddzialywa¢ z docelowymi enzymami. Jednak badanie aktywno$ci proteaz wymaga posiadania
bardzo precyzyjnych, specyficznych i1 czutych narzedzi analitycznych, bez ktorych sukces
prowadzonych badan jest praktycznie niemozliwy, a ktérych opracowanie samo w sobie stanowi
ogromne wyzwanie. Wyzwanie, ktore postanowita podja¢ w swej pracy doktorskiej Pani Jadwiga
Popow-Stellmaszyk.
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Jednym z podej$¢ stosowanych w badaniu aktywnos$ci enzymow proteolitycznych jest
projektowanie i otrzymywanie wysoce specyficznych substratow, ktorych proteoliza pozwala na
$ledzenie aktywnos$ci enzymow zaréwno in vitro, jak i in vivo. Co wigcej, zoptymalizowane
strukturalnie substraty pozwalaja czgsto na zaprojektowanie specyficznych inhibitorow czy sond
molekularnych, co dodatkowo powigksza wachlarz narzedzi analitycznych pozwalajacych na
kompleksowe poznanie funkcji enzymow proteolitycznych.

Zagadnienie poszukiwania nowych zwigzkow biologicznie aktywnych od wielu lat nalezy
do obszaru zainteresowan Gdanskiej Szkoly Chemikow Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego, kiedy$ jeszcze pod wodza $p. Profesora Gotfryda Kupryszewskiego, obecnie
rozwijane przez Profesora Krzysztofa Rolke oraz Promotora niniejszej rozprawy, Profesora Adama
Lesnera.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska liczy 215 stron i ma uklad typowy,
powszechnie przyjety dla tego rodzaju opracowan. Rozprawa sktada si¢ z o§miu gldownych czesci
(Przeglad literaturowy, Cel pracy, Badania wlasne, Dyskusja na temat wynikéw i1 wnioski, Wykaz
rysunkéw, Wykaz tablic, Dorobek naukowy i Literatura cytowana) poprzedzonych wykazem
najczesciej stosowanych skrotow i1 krotkim wstepem. Nie mniej jednak niewielka modyfikacja
uktadu pracy, w mojej ocenie, pozwolilaby na zwigkszenie jej czytelno$ci — mam tu na mysli
przeniesienie wnioskow z wykonanych prac, ktore znajduja si¢ w czgséci zatytutowanej Dyskusja
na temat wynikéw i wnioski do czg¢sci Badania wlasne, przynajmniej dla kolejnych etapow
dekonwolucji. Umozliwitoby to niemalze natychmiastowe zorientowanie si¢, dlaczego Autorka
podjeta takie, a nie inne decyzje dotyczace wyboru dalszych etapow prowadzonych prac
(np. selekcji kolejnych reszt aminokwasowych w trakcie optymalizacji struktury najefektywniej
hydrolizowanych substratow). W obecnym uktadzie pracy odpowiedzi na wiele pytan znajdujg si¢
dopiero w koncowych rozdziatach co sprawia, ze w celu jej pelnego zrozumienia nalezy
réwnolegle analizowa¢ dane znajdujace si¢ w dwoch, czasami nawet w trzech odrgbnych
miejscach. Trochg¢ przypomina to biblioteke substratow obejmujacych pozycje X3-X3” — niby
wszystko jest, ale potrzeba troche wysitku i cierpliwos$ci, aby odnalez¢ whasciwg sekwencje. ..

Doktorantka umiescita w swojej rozprawie az 145 rysunkoéw oraz 21 tablic, natomiast spis
cytowanej literatury obejmuje 184 pozycje w wigkszosci z ostatnich dziesieciu lat. Do pracy
dotaczone zostato takze oswiadczenie Autorki o samodzielno$ci jej wykonania. Wykaz skrotow
obejmuje najwazniejsze skroty uzyte w pracy i, co warte podkreslenia, zawiera takze odno$niki
literaturowe do rekomendacji Komisji Nomenklatury Biochemicznej Migdzynarodowej Unii
Chemii Czystej 1 Stosowanej oraz Migdzynarodowej Unii Biochemicznej, a takze Europejskiego
Towarzystwa Peptydowego. Jedyne na co pragnalby zwroci¢ uwage jest niepoprawna odmiana
stowa neutrofile — dopetniacz liczby mnogiej stowa neutrofile brzmi neutrofili, nie neutrofilow.
W tym miejscu takze chcialbym zwrdci¢ uwage Autorki na, wedlug mnie, nieco btedne utworzenie
przymiotnika od rzeczownika neutrofil. Przez analogi¢ do stowa nukleofil, mowimy raczej
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0 substytucji nukleofilowej, NIE nukleofilnej — proponowatbym wigc ludzka elastaze nazywac
raczej neutrofilowa zamiast elastaza neutrofilng,

Zanim jednak przejd¢ do analizy poszczegolnych czgsci opracowania, pozwole sobie na
kilka uwag natury ogolnej. Rozprawa doktorska Pani Jadwigi Popow-Stellmaszyk zostala bardzo
starannie opracowana pod wzgledem edytorskim i graficznym, co bardzo korzystnie wptyneto na
jej estetyke, ogdlny odbior i przejrzystos¢ zawartych w niej informacji. Mam jednak kilka
drobnych uwag. Jako ze charakter prowadzonych przez Autorke badan wymagat przedstawienia
czgsci z uzyskanych wynikéw w postaci chromatograméw HPLC, i cho¢ rozumiem takze, ze
miodos¢ ma swoje prawa, to trudno mi zrozumie¢ jednak wiar¢ Autorki w to, ze wszyscy
potencjalni czytelnicy jej rozprawy maja wzrok dwudziestokilkulatkow. Niestety rozmiar czcionki
na wigkszo$ci z umieszczonych w pracy chromatogramach HPLC wymagat uzycia lupy
(przyktadowo rysunki 50, 51, 56, 57, 63...). Analogiczna sytuacja ma miejsce dla czgdci
zamieszczonych w pracy widm spektrometrii mas, posrod ktorych obecne sg takze (na szcze$cie
nieliczne) zupetnie nieczytelne, niskiej jakosci, niemozliwe do interpretacji obrazy. A szkoda, bo
przedstawione analizy HPLC 1 MS sa niezwykle interesujace i niosg w sobie ogromng wartos¢
poznawcza. Jest to jednak drobne potknigcie edytorskie i zrzucam to raczej na karb przeniesienia
pracy z wersji elektronicznej na papier i zwigzanej z tym utraty jakosci.

Przeglad literatury zawarty zostal na 45 stronach i1 sklada si¢ z czterech gtownych
rozdzialow. W pierwszym rozdziale (21 stron) Autorka omawia klasyfikacje enzymow,
podstawowe mechanizmy ich dziatania czy wptyw srodowiska na kinetyke reakcji enzymatyczne;.
W dalszej czgsci rozdzialu przedstawione zostaly podstawowe informacje dotyczace proteaz
serynowych i stosunkowo doktadny opis biologicznej roli neutrofilowych proteaz serynowych
(proteinazy 3, katepsyny G, elastazy oraz czwartej neutrofilowej proteazy serynowej)
stanowigcych przedmiot rozprawy. Rozdziat ten stanowi bardzo dobre wprowadzenie czytelnika
w dalszg lekture rozprawy, ktory znajduje tutaj petne uzasadnienie dla przeprowadzonych przez
Doktorantke badan. Cho¢ do tej czgséci pracy nie mam wigkszych uwag, z obowigzku recenzenta
pozwole sobie zwrdci¢ uwage na kilka kwestii. Tytut Rozdziatu 1 Przeglgdu literaturowego
proponowalbym zmieni¢ na jaki$ bardziej ogdlny w miejsce Neutrofilne proteinazy serynowe, tym
bardziej ze Autorka opisuje w nim ogdlne cechy i podzial enzymoéw. Ponadto Podrozdziat 1.7.
takze nosi nazwe Neutrofilne proteinazy serynowe, czyli dochodzi do sytuacji, w ktorej nazwy
rozdziatu i podrozdziatlu sg identyczne.

Rozumiem ,przywigzanie” Autorki do biatek jako gléwnych katalizatorow reakcji
chemicznych w organizmie, ale pragnatbym przypomnie¢, iz biatka nie maja monopolu na katalize.
Juz dawno odkryto czasteczki RNA o funkcji katalitycznej, a wyniki sekwencjonowania ludzkiego
genomu pokazatly, ze prawdopodobnie ich rola jest daleka od marginalnej wbrew temu, co nam si¢
Wwczesniej wydawalo.
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Dyskusyjne jest stwierdzenie Doktorantki, iz W przypadku proteinaz serynowych, reszty te
tworzq ,, triade katalityczng” i wystepujq 2awsze w zastepujgcej kolejnosci: a) reszta nukleofilowa
(Ser195), b) reszta katalityczna (Asp102) i c) reszta His57. Po pierwsze, ogdlnie przyjety zapis
klasycznego uktadu triady katalitycznej dla proteaz klanu PA (ktérego przedstawicielem jest np.
chymotrypsyna A nalezaca do rodziny S1) jest Ser/His/Asp, a nie jak Autorka podaje Ser/Asp/His.
Abstrahujac od uzytego zapisu chciatbym dodaé, iz nie zawsze reszty te wystepuja w takiej
konfiguracji — znany jest szereg proteaz serynowych o niekanonicznym ukladzie reszt
katalitycznych jak np. Asp/His/Ser (subtylizyna) czy Ser/His/His (proteaza cytomegalowirusa). Co
wiecej, nie zawsze musi to by¢ uklad triady — znane sg uktady zawierajagce w miejscu aktywnym
katalityczng diad¢ (Ser/Lys obecna w bakteryjnych peptydazach sygnatowych typu I), czy nawet
pojedyncza reszte katalityczng (Ser, prekursor acylazy penicyliny G). Majac na uwadze moje
glebokie przekonanie, ze Doktorantka begdzie rozwija¢ swoja karier¢ naukowa, polecam lekture
bardzo ciekawego artykutu autorstwa Ekici i wsp. Unconventional serine proteases: Variations on
the catalytic Ser/His/Asp triad configuration (Protein Science, 2008, 17, 2023).

Trudno mi takze w pelni zgodzi¢ si¢ z Autorka, ze Drugq cechq odréozniajgcg reakcje
enzymatyczne od zwyklej katalizy chemicznej jest stereospecyficznos¢... — przeciez nie wszystkie
substraty reakcji katalizowanych przez enzymy sg chiralne (np. ureaza — mocznik), jak i znane s3
stereospecyficzne katalizatory stosowane W zwyklej katalizie chemicznej.

Kilka drobniejszych uwag — rysunek 9 — nie rozumiem koncepcji umieszczenia stowa
inhibitor w nawiasie pod stowem enzym — by¢ moze Autorka planowata umiescic je pod stowem
substrat? Niejasne jest takze dla mnie uzycie nazwy Centrum aktywne w odniesieniu do alfa-1
antytrypsyny (rysunek 16).

Zabraklo mi takze przedstawienia w rozprawie modeli strukturalnych NSP, ktorych
struktury krystaliczne sg przeciez zdeponowane w bazie Protein Data Bank, a pojawia si¢ struktura
chymotrypsyny (rysunek 12). Utatwitoby to takze Autorce przeprowadzenie analizy strukturalnych
wymagan opisywanych proteaz wzgledem substratoéw. Warto bylo takze wspomnie¢, iz podwdjna
specyficznos$¢ ludzkiej katepsyny G (strona 27) pojawita si¢ w toku ewolucji stosunkowo p6zno
i jest pewnego rodzaju ewenementem, w przeciwienstwie do, przyktadowo, specyficznosci mysiej
katepsyny G.

Kolejny rozdziat przegladu literaturowego dotyczy mechanizmu absorpcji, fluorescencji,
fosforescencji, zjawiska transferu rezonansowego energii fluorescencji (8 stron), co jest dobrym
wstepem do kolejnych rozdzialow poswieconych substratom fluorescencyjnym czy substratom
opartym o zjawisko FRET (9 stron). Natomiast w czwartym rozdziale Autorka przedstawia rozne
strategie chemii kombinatorycznej wykorzystywane w projektowaniu i otrzymywaniu bibliotek
zwigzkoéw o aktywnosci biologicznej oraz sposoby identyfikacji optymalnych struktur (7 stron).
Ta czgs$¢ pracy zostata opracowana bardzo starannie, a zawarte w niej informacje sg spojne 1 tworza
jedna, logiczna 1, co niezwykle istotne, zrozumiatg cato$¢. Jedyne moje zastrzezenie dotyczy braku

str. 4



Politechnika Wroctawska

Wydziat Chemiczny

informacji o znanych, opisanych juz w literaturze substratach neutrofilowych proteaz serynowych
(NSPs). Mozna odnie$¢ wigc mylne wrazenie, ze do czasu rozpoczgcia prac badawczych przez
Doktorantke nie istniaty, badz prawie nie istnialy, zadne substraty dla tych enzyméw... Brak
obiektywnego przedstawienia aktualnego stanu wiedzy w tym zakresiec uwazam za istotne
niedopatrzenie Autorki.

W tym miejscu chciatbym si¢ zatrzymac na chwilg. Do tej pory nie spotkatem si¢ z sytuacja,
aby ktos, kto realizuje prace doktorska z chemii, biochemii czy nauk pokrewnych, podjat sie
wyzwania, jakim jest stworzenie od podstaw programu komputerowego, ktory, jak si¢ okazato, byt
niezwykle pomocny w analizie uzyskanych przez Panig Jadwige Popow-Stellmaszyk wynikow.
Opracowana (we wspolpracy) aplikacjia KomBi Kreator pozwala na szybka analizg
przewidywanego widma spektrometrii mas zlozonych bibliotek zwigzkow i pordéwnania go
z uzyskanymi wynikami eksperymentalnymi. Opracowanie tak uzytecznego narzedzia w mojej
ocenie znacznie wykracza poza wymagania stawiane pracom doktorskim. Jednocze$nie mam
nadziej¢, ze oprogramowanie to ,,wyjdzie” poza S$ciany laboratorium i bgdzie dostepne dla
szerszego grona odbiorcow, czy to na zasadzie open-share, czy w formie licencji.

By¢ moze ze wzgledu na zlozono$¢ pracy i szeroki zakres poruszanych we wstepie
teoretycznym zagadnien, Autorka nie ustrzegla si¢ niejednoznacznych stwierdzen, do$¢
niefortunnych sformutowan czy drobnych btgdow jezykowych. Co ciekawe, w obrgbie catej, jakze
obszernej pracy, wystepuja tylko nieliczne btedy interpunkcyjne.

Cele pracy sa jasno sprecyzowane i zgodne z tematem rozprawy (przedstawione na trzech
stronach tekstu), a obejmuja synteze i dekonwolucj¢ bibliotek fluorescencyjnych substratow dla
proteinazy 3, ludzkiej neutrofilowej elastazy oraz czwartej neutrofilowej serynowej proteazy
z organizmu czlowieka 1 myszy, identyfikacje 1 petng analiz¢ optymalnych substratow dla ww.
proteaz, a takze okreslenie przydatnosci otrzymanych substratow w analizie aktywnosci NSPs
w probkach biologicznych.

Kolejne 102 strony rozprawy stanowi rozdziat Badania wiasne, w ktérym Autorka skupia
swoja uwage na opisie przeprowadzonych syntez, kolejnych etapach dekonwolucji otrzymanych
bibliotek oraz przeprowadzonych badaniach kinetycznych. Ta czg$¢ rozprawy, w mojej ocenie, jest
najbardziej wartosciowa. Nie tylko wyraznie pokazuje swietne opanowanie przez Panig Jadwige
Popow-Stellmaszyk warsztatu chemika organika, ale takze pelne zrozumienie trudnego przeciez
tematu balansujacego na pograniczu chemii i1 biologii, konsekwencj¢ 1 duza wytrwato$¢
w prowadzeniu badan, logiczne planowanie kolejnych eksperymentdéw, czesto poprzedzonych
wykonaniem wstepnych doswiadczen. Rozdziat ten zawiera takze wyniki analiz (HPLC, HPLC
z detekcja fluorescencyjng czy MS) zaréwno otrzymanych bibliotek, jak i docelowych substratow.
Ta czes$¢ rozprawy przedstawiona jest niezwykle czytelnie i pozwala czytelnikowi bez trudu §ledzi¢
tok rozumowania 1 przeprowadzong przez Autorke analiz¢ uzyskiwanych wynikéw, szczegolnie,
ze Autorka juz na pierwszych stronach Badarn wlasnych obrazowo przedstawila calg strategie
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i koncepcje eksperymentalng. Wyniki przeprowadzonych badan pozwolity Doktorantce
wyselekcjonowaé (z otrzymanych 34 656 zwigzkoéw !) i w pelni scharakteryzowaé 22 nowe
substraty typu FRET, ktore ulegaly wydajnej hydrolizie pod wplywem docelowych proteaz.
Przedstawione w dalszej czgéci rozdziatu Badania wilasne wyniki sa niejako naturalng
konsekwencja wczesniejszych etapow obejmujacych syntezg chemiczng i badania kinetyczne
1 wskazuja na, jakze czg¢sto pomijany, praktyczny aspekt prowadzonych badan naukowych. W tym
miejscu Autorka podj¢ta probe oznaczenia aktywnosci neutrofilowych proteaz serynowych
w materiale biologicznym (surowica, osocze, lizaty komérkowe, ptyn oskrzelowo-pgcherzykowy,
BAL) oraz, stosujac otrzymane substraty, okreslenia wiasciwosci inhibitorowych roéznych
genetycznych wariantow alfa-1 antytrypsyny wobec badanych NSPs.

Cho¢ ten fragment rozprawy jest bardzo interesujacy, szczegdlnie w $§wietle uzyskanych
wynikéw, Doktorantka nie ustrzegla si¢ w nim pewnych pomytek czy niejasnych sformutowan,
ktore wymagaja komentarza czy wyjasnienia. Pierwsza z uwag dotyczy jezyka uzytego w opisie
przeprowadzonych syntez czy badan enzymatycznych. Specyfika tego rodzaju opisow wymaga
zastosowania okreslonego naukoweqo (!) jezyka, ktorego niestety nie moge odnalez¢ w rozprawie,
a zawarte w niej opisy, czasem az nazbyt doktadne, blizsze sg raczej jezykowi literackiemu...
czego konsekwencja, wedtug mnie, bylo pominigcie istotnych informacji, ktére w owych opisach
powinny byty si¢ znalez¢. Pozwolg sobie zacytowac kilka fragmentow. Przed przystgpieniem do
syntezy bibliotek peptydowych dla badanych proteinaz musiatam kazdorazowo wyliczyé ilosé
potrzebnej zZywicy... (strona 66) co chyba jest oczywiste i nie wymaga komentarza. Ostatnim
etapem bylo otworzenie strzykawek z przeptukang peptydylozywicq i pozostawienie jej do
wysuszenia (strona 72) czy ...w zakrecanym falkonie przyszykowatam roztwor enzymu (...) roztwor
delikatnie wymieszatam na worteksie, przelatam do plastikowej rynny... W podobnym duchu
opisane sa wszystkie wykonane eksperymenty. Pragnatbym takze zwroci¢ uwage, iz DIPEA czy
DMAP trudno uznaé¢ za odczynniki sprzegajace (rysunek 36 i 40). Ponadto czym jest stosowana
przez Doktorantke technologia strzykawek (strona 91)? Zamieszczanie w pracy zdje¢ tazni lodowej
(rysunek 41) oraz tazni olejowej (rysunek 42) uwazam za zbedne. Mam nadziejg, ze w przysztosci
Doktorantka nabierze wigkszej wprawy w bardziej precyzyjnym wyrazaniu mysli uzywajac jezyka
naukowego.

Analiza zawartego w cze$ci Badania wlasne materiatu sktonita mnie takze do zadania
Autorce kilku dodatkowych pytan liczagc na uzyskanie odpowiedzi. W rozprawie brakuje
jednoznacznego opisu postgpowania, ze po pierwszym etapie dekonwolucji 1 selekcji optymalnej
reszty aminokwasowej w okreslonej pozycji Autorka wykorzystata odtozong wczesniej nawazke
do dalszych, bardziej ukierunkowanych juz syntez, i1 jak je wykonano. Pojawia si¢ jedynie zdanie
(strona 54, Przeglgd literaturowy) Dlatego w nastepnych etapach powraca sie¢ do odfozonej
wczesniej porcji peptydylozywicy i do kazdej z tych porcji osobno dolgcza sig¢ zidentyfikowang
reszte aminokwasowg. Czytelnik nie zaznajomiony =z wykorzystang strategia chemii
kombinatorycznej i ideg dekonwolucji zadalby pytanie, jaki jest sens pozostawiania wspomnianych
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nawazek, tym bardziej, ze nie pojawiaja si¢ one w zadnym opisie z przeprowadzonych przez
Doktorantke syntez? Pozostajac przy zagadnieniu dekonwolucji, dlaczego na réznych jej etapach
dla konkretnego enzymu stosowane byty rdzne jego stezenia? Autorka takze stwierdza, ze proba
kontrolng stanowit roztwoér substratu w buforze (np. strona 76) — ktory substrat skoro pomiar
wykonywany byt dla catej biblioteki? Dlaczego dla dekonwolucji pozycji Xs biblioteki
substratowej dla mysiej NSP4 nie zastosowano pomiaru przyrostu absorbancji (nie absorbancji jak
btgdnie opisano na rysunku 53) tak jak dla pozycji X3? Tym bardziej, ze cztery reszty
aminokwasowe w pozycji X4 skutkowaty zblizonymi warto$ciami przyrostu fluorescencji?
Dlaczego reszt¢ His w pozycji X1’ wykluczono w dalszych pracach nad otrzymaniem optymalnego
substratu HNE? Rysunki 67 i 68 (oraz ich opisy) zawieraja tzw. czeski blgd w sekwencji
aminokwasowej bibliotek (jest Val-Pro, powinno by¢ Pro-Val). Na stronie 98 Autorka stwierdza,
ze substrat 4 nie byt hydrolizowany przez ludzka neutrofilowa elastazg, podczas gdy wyniKi
zawarte na rysunku 110 zdaja si¢ przeczy¢ temu stwierdzeniu. Rysunek 101 przedstawia raczej
zalezno$¢ intensywnosci fluorescencji od stgzenia ABZ (nie odwrotnie).

Nie jestem takze przekonany do stusznos$ci postugiwania si¢ w badaniach enzymatycznych
stezeniami substratow wyrazonymi w mg/ml (tym bardziej, ze w celu wyznaczenia parametrow
kinetycznych 1 tak musza one zosta¢ wyrazone w jednostce stezenia molowego). Ponadto
pozwolitoby to na doktadne poréwnanie uzyskanych wynikéw pomiarowych 1 ich jednoznaczng
interpretacje.

Widze tez pewna rozbiezno$¢ miedzy wyznaczonymi parametrami kinetycznymi (rysunki
102-105) a ich warto$ciami zamieszczonymi w tabeli 15. Ponadto dla wigkszosci substratow
wartosci Kea/Km wydaja si¢ by¢ o rzad nizsze niz wynikatoby z przedstawionych w tabeli 15
danych. Czy oznacza to, ze Doktorantka uzyskata znacznie lepsze substraty, niz podaje? Podobna
rozbiezno$¢ dotyczy wynikow przedstawionych na rysunku 117, cho¢ w tym przypadku sytuacja
jest nieco bardziej skomplikowana. Przedstawione dane sugeruja, ze wyselekcjonowany dla mysiej
proteazy NSP4 substrat okazal si¢ znacznie wydajniej hydrolizowany przez hNSP4, niz
wyselekcjonowany dla hNSP4 substrat. Wyniki te jednak nie znajduja potwierdzenia
w wyznaczonych dla tego substratu parametrach kinetycznych zamieszczonych na rysunku 144
(na ktorym takze sg bledy obliczeniowe). Trudno takze o przeprowadzenie ,,wlasnych” obliczen,
bo Autorka nie podaje, jakie bylo stezenie substratow uzytych w krzyzowej proteolizie substratow
dla obu analogéw NSP4. Prositbym o komentarz Doktorantki w tej kwestii.

Wrhasna ciekawo$¢ zmusza mnie do zapytania, dlaczego substraty zawierajace wigcej niz
jedna reszte argininy w sekwencji (przyktadowo substraty otrzymane dla hNSP4 czy mNSP4) maja
niska przydatnos¢ w badaniu tych enzymow?

Forma przedstawionych chromatograméw HPLC z detekcja fluorescencyjng jest w moim
odczuciu bardzo mylgca — pierwsze wrazenie moze prowadzi¢ do btednych wnioskow, ze albo co$
w syntezie biblioteki, bagdz w samym pomiarze nie wyszto, gdyz wzbudzenie obserwowane jest
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zarowno w przypadku braku, jak i w obecnosci proteazy... szkoda, ze Autorka nie ujednolicita
skali osi obrazujacej intensywnos$¢ fluorescencji. Podobna uwaga dotyczy takze wynikow
przedstawionych na rysunkach 114 i 115, szczego6lnie, ze zawarte na nich wyniki majg charakter
poroOwnawczy.

Przedstawione przez Autorke wyniki analizy HPLC otrzymanych substratoéw po inkubacji
z whasciwymi im proteazami sg bardzo interesujgce. Nie mniej jednak mam kilka uwag. Jak
stwierdza (strona 133) przeprowadzita analize dla wszystkich zebranych probek (5, 15, 60 min, 24h
1 48h), natomiast zaprezentowala wyniki jedynie dla wybranych punktéw czasowych. Dlaczego?
Ponadto brak jest w przeprowadzonych eksperymentach analizy prob kontrolnych samych
substratow w analogicznych odstepach czasowych. Takze na rysunku 112 przedstawita wyniki dla
2h czasu inkubacji, 0 czym nie wspomniata w opisie eksperymentu.

Cho¢ przeprowadzona przez Doktorantke analiza aktywnosci neutrofilowych proteaz
serynowych w materiale biologicznym znajduje pelne uzasadnienie, to przedstawione wyniki
nalezy uzna¢ jedynie za pilotazowe. Nie mniej jednak moga one stanowi¢ solidny punkt wyjscia
dla dalszych, glebszych badan. Jak stwierdza sama Autorka, przebadata kilkaset probek
biologicznych (350 probek osocza, 250 probek BAL), natomiast przedstawia wyniki jedynie dla
kilkudziesigciu. Skad taka rozbiezno$¢? Przeciez dla tak duzej liczby przebadanych prébek mozna
byto przeprowadzi¢ obiektywna analiz¢ statystyczng i faktycznie oceni¢ warto$¢ diagnostyczna
opracowanych substratow.

Trudno takze wyciaga¢ jakiekolwiek wnioski z otrzymanych wynikéw, skoro w zadnym
z przeprowadzonych eksperymentow Autorka nie uwzglednita kontroli pochodzacych od osob
zdrowych. Nie rozumiem takze, jaki jest sens stosowania jako kontroli roztworu substratu
w buforze, skoro Autorka sama udowodnita, iz nie ulegaja one spontanicznej hydrolizie w tych
warunkach? Skad bierze si¢ pewnos¢ Autorki, ze w badanych probkach nie znajdujg si¢ aktywne
proteazy, inne od badanych, ktére zdolne sg do hydrolizy opracowanych substratéw, skoro nie
przeprowadzita zadnych testow specyficznosci w tym kierunku?

By¢ moze wynika to z nieuwagi i braku doktadnego opisu, ale jak, bazujac na krzywych
zalezno$ci intensywno$ci fluorescencji, Autorka wyznaczyla st¢zenia badanych enzymow
w materiale biologicznym? Tym bardziej, ze pomiar zaleznosci intensywnosci fluorescencji od
stezenia ABZ jest pomiarem statycznym, natomiast pomiar aktywnos$ci enzymu wysoce
dynamicznym? Czy w takim razie probka biologiczna byta inkubowana z substratem, a po pewnym
czasie reakcja enzymatyczna zostata przerwana? Jesli tak, to po jakim czasie? Czy w takim
przypadku przygotowanie krzywej zalezno$ci intensywnosci fluorescencji od stezenia proteazy
przy staltym stezeniu substratu nie byto bardziej wskazane?
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Brakuje takze doktadniejszego opisu eksperymentu, ktérego wynik przedstawia rysunek
129. Brakuje na nim takze wzorca masy czgsteczkowej czy oznaczenia, czym s3 obecne na
membranie prazki?

Czym podyktowany byl wybor 3- i 10-minutowej inkubacji réoznych wariantow alfa-1
antytrypsyny z HNE i PR3? Dlaczego przedstawiono wyniki jedynie dla 3-minutowej inkubacji?
Dlaczego nie wyznaczono doktadniejszych parametrow kinetycznych dla uzytych inhibitorow (K,
k2/Ki)? Czy reakcja enzymatyczna zostata jako$ przerwana przed analiza HPLC? Po jakim czasie
wykonana zostata analiza HPLC? Mogto by to po czesci ttumaczy¢ paradoksalny wynik na rysunku
132D, gdzie dtuzszy czas inkubacji z serping skutkowat wyzszg aktywno$cig enzymu.

Dlaczego takze, dysponujac selektywnymi substratami hNSP4 nie przeanalizowano pod
tym katem dostgpnych probek biologicznych?

Chcialbym jednoznacznie podkresli¢, iz powyzsze uwagi maja jedynie charakter
polemiczny, a wystgpujace w pracy btedy czy niedociagniecia w zaden sposdb nie wptywaja na
moja wysokg oceng jej wartoSci naukowej i merytorycznej. Naktad pracy wlozonej w realizacje
postawionych celi jest godzien pochwaly, a uzyskane wyniki przyblizaja nas do petniejszego
zrozumienia biologicznej roli neutrofilowych proteaz serynowych. Cz¢$¢ z uzyskanych wynikow
zostata juz opublikowana w czasopismie Analytical Biochemistry (IF 2,219), w ktorej to pracy Pani
Jadwiga jest pierwszym Autorem. Licze takze na to, iz pozostate wyniki zostang niebawem
opublikowane, szczeg6élnie wyniki dotyczace poszukiwania optymalnych substratow ludzkiej
neutrofilowej proteazy 4 (hnNSP4), jak i jej ewolucyjnych analogow.

Kierujac swoje krytyczne uwagi dotyczace niniejszej rozprawy chcialbym zmobilizowad
Doktorantke do dalszej, intensywnej pracy naukowej 1 dalszego rozwoju. Po lekturze
przedstawionej rozprawy wyrazam glebokie przekonanie, iz Pani Jadwiga Popow-Stellmaszyk
nalezy do grona obiecujacych, energicznych i niestychanie pracowitych mtodych adeptow nauki.
Pani Jadwiga, pomimo stosunkowo krétkiego stazu naukowego, moze poszczyci¢ si¢ trzema
publikacjami z tzw. listy filadelfijskiej (Protein and Peptide Letters, Biochimie czy wspomniana
juz praca w Analytical Biochemistry). Jest takze wspotautorkg kilkunastu doniesien
konferencyjnych o zasiggu krajowym, jak i zagranicznym, a czg¢$¢ z prezentowanych wynikow
zostala opublikowana w postaci suplementow do czasopism naukowych. Na uwage zastuguje takze
zdolno$¢ pozyskiwania przez Doktorantke funduszy na prowadzenie badan naukowych (udziat
w realizacji pieciu projektow).

Chciatbym doda¢, iz po zapoznaniu si¢ z regulaminem wyrdzniania doktoratow na
Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego, wedlug wytycznych ktérego rozprawa Pani Jadwigi
Popow-Stellmaszyk nie spelnia wymogdéw formalnych ubiegania si¢ o wyrdznienie (Punkt 1b
Regulaminu), ze wzgledu na interdyscyplinarny charakter rozprawy, jej ogromng wartosé¢
poznawczg 1 ogrom pracy wlozony w jej realizacje, sktadam wniosek o wyrdznienie rozprawy.

str. 9



Politechnika Wroctawska

Wydziat Chemiczny

Chcialbym takze zwrdci¢ uwage na fakt, iz czesto, szczegdlnie w projektach lezacych na styku
wielu dziedzin nauki, w tym przypadku chemii, biologii i enzymologii, projektach o rozbudowanej
strukturze, w ktorych realizacj¢ zaangazowanych jest wiele 0sob, czesto z réznych osrodkow,
publikowanie uzyskanych wynikow moze wykracza¢ poza ramy czasowe przewidziane na
realizacj¢ pracy doktorskiej. Poza tym pierwszenstwo autorstwa w takich przypadkach czgsto
uzaleznione jest od gléwnego charakteru danej publikacji, nie pomniejszajac w zaden sposob roli
pozostatych wspotautorow.

Podsumowujac stwierdzam z catym przekonaniem, iz przedstawiona mi do recenzji
rozprawa doktorska mgr Jadwigi Popow-Stellmaszyk spetnia ustawowe i zwyczajowe wymagania
stawiane pracom doktorskim. Jednoczesnie wnioskuje o jej przyjecie 1 dopuszczenie Kandydatki
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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