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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Jadwigi Popow-Stellmaszyk,
zatytutowanej: Zastosowanie metod chemii kombinatorycznej

w charakterystyce wybranych proteinaz serynowych

Obiektem badan przedstawionych w rozprawie doktorskiej Pani mgr Jadwigi Popow-Stellmaszyk byty
enzymy proteolityczne znajdujace sie w ziarnistosciach cytoplazmatycznych komérek neutrofili: ludzka
elastaza neutrofilna (HNE), proteinaza 3 (PR3) oraz czwarta neutrofilowa proteinaza serynowa (NSP4).
Zadania jakie wyznaczyta sobie Doktorantka polegaty przede wszystkim na doktadnym scharakteryzowaniu
specyficznosci substratowych kazdego z tych enzymédw, i to zaréwno w odniesieniu do nieprimowanych,
jak i primowanych kieszeni substratowych, a nastepnie przetestowaniu najbardziej efektywnych i
selektywnych substratéw pod katem ich przydatnosci do oznaczania stezenia i aktywnosci enzymatycznej
PR3 i HNE w materiale biologicznym, w ramach nieinwazyjnych testow diagnostycznych.

Ludzkie neutrofilne proteinazy serynowe zaangazowane sg W mechanizmy zwalczajgce patogeny
oraz w regulacje odpowiedzi zapalnej. Nadmierne wydzielanie tych enzymoéw badZ tez zaburzenie
rownowagi enzym-naturalny inhibitor obserwowane jest w szeregu chordéb, m.in. przewlektej obturacyjnej
chorobie ptuc, mukowiscydozie, czy ostrej niewydolnosci oddechowej. Bardzo wazne znaczenie z punktu
widzenia diagnostyki tych chordéb miatoby opracowanie czutych metod detekcji aktywnych proteinaz
neutrofilnych z jednoczesnym przypisaniem wykrytej aktywnosci do konkretnego enzymu. Badania
zaplanowane przez mgr Jadwige Popow-Stellmaszyk sg odpowiedzig na to zapotrzebowanie. Podjety przez
Doktorantke temat zostat bardzo doktadnie przemyslany i potraktowany wielotorowo. Eksperymenty
prowadzone bylty niezwykle rzetelnie, z odpowiednio dobranymi prébami kontrolnymi. Imponujacy jest

zakres zardwno prac syntetycznych, jak i badan biochemicznych.

Realizujac cele swojej pracy Doktorantka zaprojektowata substraty fluorescencyjne wykorzystujgce zjawisko
przeniesienia energii wzbudzenia elektronowego (FRET). Stosujagc metody chemii kombinatorycznej
otrzymata cztery biblioteki zwigzkéw — substraty dla proteinazy 3, ludzkiej neutrofilnej elastazy,
oraz ludzkiej i mysiej czwartej neutrofilowej proteinazy. Dla kazdej z bibliotek wykonywata iteracyjna

dekonwolucje, przy czym wybdr reszty aminokwasowej jako optymalnej w danej pozycji byt zwykle


mailto:elzbieta.jankowska@ug.edu.pl

podyktowany kompromisem uwzgledniajgcym zaréwno efektywnos¢ trawienia danego substratu przez
enzym, jak i jego specyficzno$¢. Na poszczegdlnych etapach dekonwolucji badanych podbibliotek
charakteryzowano je tez z wykorzystaniem spektrometrii mas, wykorzystujac do analizy widm powstaty
z inicjatywy Doktorantki program komputerowy KomBi Kreator. Bardzo starannie zostaty zaplanowane
i wykonane testy enzymatyczne, w ktérych sprawdzano m.in. optimum pH dla reakcji trawienia substratow
przez badane proteinazy serynowe, poziom detekcji enzymu z wykorzystaniem otrzymanych substratéw,
konkurencyjnos¢ dziatania enzyméw wzgledem tego samego substratu. Dla wybranych substratéw
Doktorantka wyznaczyta doktadne parametry kinetyczne — statg Michaelisa-Menten, statg katalizy oraz statg
specyficznosci. Wyselekcjonowane substraty zostaty nastepnie uzyte przez Doktorantke do okreslenia
aktywnosci enzymatycznej proteinazy 3 oraz ludzkiej neutrofilnej elastazy w rdinego typu materiale
biologicznym — surowicy, osoczu, lizatach komodrkowych oraz ptynie z ptukania pecherzykowo-
oskrzelowego. Wyniki tych badann sg bardzo obiecujgce i wskazujg, iz wybrane przez mgr Popow-
Stellmaszyk substraty mogtyby by¢ wykorzystywane do selektywnej detekcji podwyzszonego poziomu
aktywnosci enzymdéw PR3 i HNE, jak rowniez do charakteryzowania poprzez oznaczenie tej aktywnosci

wariantow genetycznych naturalnego inhibitora proteinaz serynowych - alfa-1 antytrypsyny.

Rozprawa doktorska mgr Jadwigi Popow-Stellmaszyk jest bardzo obszerna, obejmuje bowiem az 214 stron.
Przeglad literatury zawarty zostat na ok. 50 stronach. Znalazty sie w nim podstawowe informacje na temat
syntezy kombinatorycznej, kinetyki reakcji enzymatycznych, substratéw chromo- i fluorogenicznych, a takze
zjawiska fluorescencji ze szczegdlnym uwzglednieniem rezonansowego przeniesienia energii wzbudzenia.
Doktorantka ujeta w tym rozdziale réwniez najwazniejsze informacje na temat wifasciwosci i budowy
neutrofilnych proteinaz serynowych, w tym m.in. specyficznosci ich kieszeni substratowych. Tekst jest
napisany jasno i klarownie, w sposéb zwiezty prezentujgc tresci niezbedne do zrozumienia dalszej czesci
rozprawy. Jedyna uwaga, jak nasuwa sie po lekturze tej czesci pracy to brak informacji na temat
dotychczasowych badan nad specyficznoscig primowanych kieszeni substratowych neutrofilnych proteinaz
serynowych. Zacytowanie kilku pozycji literaturowych i skwitowanie zagadnienia sformutowaniem , Analiza
specyficznosci substratowej [..] pozwolita wysnu¢ wnioski, ze pozycje S2, S1' i S2’ sg kluczowymi
elementami pozwalajgcymi na rozrdznienie specyficznosci” wydaje sie by¢ nadmiernie oszczedne, zwtaszcza
wobec faktu, iz optymalizacja pozycji primowanych substratdw byta jednym z gtéwnych celéw tej pracy

doktorskiej.

Znakomitg wiekszos¢ tresci rozprawy (128 stron) stanowi opis przeprowadzonych eksperymentow oraz
dyskusja wynikéow i wnioski. Wydaje sie, ze w przypadku akurat tej rozprawy niezbyt fortunne byto
oddzielenie wynikéw badan od ich omdwienia. Przy tak przyjetym schemacie cze$¢ wykresow zostata
zaprezentowana w rozdziale opisujgcym wyniki, cze$é¢ dopiero pdzniej, przy ich omawianiu. Przy lekturze
czesci pierwszej czesto rodzity sie pytania, dlaczego decydowano sie na wybdr takich a nie innych reszt przy
iteracyjnej dekonwolucji podbibliotek. Watpliwosci te byly rozwiewane dopiero podczas lektury rozdziatu
Dyskusja na temat wynikow i wnioski. Ponadto, konieczno$¢ ciggtego wertowania bardzo obszernej pracy

w poszukiwaniu wykresdw, do ktorych odwotywano sie przy omawianiu wynikdw, utrudniata troche lekture



tekstu. Niemniej jednak sposdb prezentacji wynikow — czytelnosé wykreséw, tabel, rysunkéw nie budzi

zastrzezen. Interpretacja wynikdw i wycigganie rozsgdnych i jak najbardziej uprawnionych wnioskéw na ich

podstawie to takze mocne strony tej rozprawy.

Ponizej wymieniam kilka dostrzezonych nieprawidtowosci badz brakéw:

W wykazie stosowanych skrétéw pominieto caty szereg oznaczen, ktére nastepnie byty
wielokrotnie stosowane w tekscie rozprawy (np. niemal wszystkie skréty zwigzane z syntezg
peptyddéw, takie jak DMF, DIC, HOBt, TBTU, TFA itp.). Skréty te wyjasniane byty w momencie
pojawienia sie w tekscie, ale wcale niekoniecznie przy pierwszym ich uzyciu.

Przy opisie specyficznosci substratowych proteinaz serynowych (str. 24) podano,
iz chymotrypsyna , wykazuje specyficznos¢ do hydrolizy wigzan peptydowych po karboksylowej
stronie aminokwasow z dodatnio natadowanymi tancuchami lub aminokwaséw
hydrofobowych.” Cytowane Zrddto literaturowe podaje nieco inng informacje...

Rysunek 13 miat pokazywaé réznice w polarnosci kieszeni substratowych S4-S3” enzymdw PR3
i HNE, nie zaznaczono na nim jednak ani samych kieszeni, ani wspomnianych w tekscie reszt
Asp66, Lys99 i Argl43. Nie podano tez jakie s3 odpowiedniki tych rdéznicujgcych polarnosé reszt
w HNE. Wbrew wiec zaanonsowanemu ,jak mozna zaobserwowad”, na rysunku tych rdznic
dostrzec sie nie da.

Na stronie 28 uzyto sformutowania ,superpozycja widma modelowego czasteczki NSP4
pokazata...”. Zabrakto informacji, na jaka strukture naktadano to widmo modelowe.

Czy w analizach chromatograficznych naprawde uzywano kolumn o dtugosci 25 mm? (str. 65)
Na str. 169 w rozwazaniach na temat substratu ludzkiej elastazy neutrofilnej podano,
iz substrat z resztg Thr w pozycji X2’ jest rownie wydajnie hydrolizowany przez elastaze, jak i
proteinaze 3. Rysunek 65, na ktdrym przestawione sg te dane zdecydowanie nie wskazuje na
rownie intensywng hydrolize, aczkolwiek rzeczywiscie jest ona znaczaca.

czy 2x19 =367 (str. 72, 73, 75)

Mam tez kilka pytan:

Czy znane sg doktadne dane statystyczne dotyczgce czestosci wystepowania wrodzonego
niedoboru fizjologicznego inhibitora proteaz serynowych, alfa-1 antytrypsyny? Czy podana
informacja, ze jest to jedno z najczestszych zaburzen genetycznych rasy kaukaskiej dotyczy
zaburzen genetycznych w ogdle, czy tez jedynie zaburzen powigzanych z proteinazami
neutrofilnymi?

Czy w literaturze przy analizie nieco zadziwiajgcej budowy kieszeni S1 czwartej neutrofilnej
proteazy serynowej w powigzaniu z jej preferencjami do hydrolizy wigzan po reszcie Arg, nie
podnoszono mozliwosci wystgpienia kontaktéw typu kation-rt miedzy resztg Arg a pierscieniem
aromatycznym zamykajgcej kieszen reszty Phe? Bo taki kontakt bytby silniejszy i chyba lepiej
orientujacy reszte P1 substratu niz stabe oddziatywanie typu hydrofobowego. Czy w Swietle

znanej struktury krystalicznej NSP4 mozna by takie oddziatywanie bra¢ pod uwage?



Dlaczego przy odszczepianiu od nosnika peptyddéw zawierajgcych reszte Met nie stosowano
dodatkowo odczynnikdw ograniczajgcych utlenianie tej wrazliwej reszty? Na widmie MS
przedstawionym na rys. 82 ujawniajg sie sygnaty, ktdre mogtyby pochodzi¢ od utlenionej Met.
Czy nie obserwowano podobnych na widmach innych peptydéw zawierajgcych w sekwencji
reszte Met? Czy nie utrudniato to przypisywania sygnatéw przy analizowaniu widm catych
podbibliotek?

Zdanie ,W trypsynie reszta Ser190 powoduje, ze kieszern S1 moze tworzy¢ silne wigzanie
elektrostatyczne z dodatnio natadowanymi tanicuchami bocznymi Lys i Arg” (str. 29) sugeruje,
by¢ mozie w sposdb niezamierzony, iz to reszta seryny oddziatuje elektrostatycznie z
aminokwasami zasadowymi. Czy to o taki kontakt chodzito?

Dlaczego na rysunku 47A, na ktéorym przedstawiono podobno chromatogram pojedynczego
substratu (ABZ-Met-Pro-Val-ANB-NH,), jest tak duzo pikdéw i w jaki sposdb dziatanie enzymu
HNE zmienia ten obraz w pojedynczy pik?

Z czego wynika tak duza rdznica czasu retencji substratu 11 analizowanego chromatograficznie

w tym samym gradiencie 10-90% B w 40 min (rys. 125i 127)?

Korekta jezykowa wykonana zostata dos¢ starannie, w tekscie rozprawy nie ma wiec zbyt wielu

btedéw czy usterek edycyjnych. W kilku miejscach pojawity sie drobne niedociggniecia takie jak

utrudniajgcy zrozumienie tekstu szyk wyrazow, badz tez tzw. literéwki. Zauwazytam tez kilka

niewtasciwych/niefortunnych/nieprecyzyjnych sformutowan:

najwyzsza wolna energia (str. 13)

doskonata organizacja geometrii centrum aktywnego (str. 16)
specyficznos¢ stereospecyficzna (str. 17)

sekwencja-fluofor czy tez donor-sekwencja-akceptor

specyficznosé S-substratowa proteinaz w kierunku N-konca faricucha
masy peptydéw potwierdzatam widmami mas

analiza jonu masowego biblioteki peptydowej

dtugosc fali w punkcie (podpis do rys. 123)

rozwigzanie pozycji (str. 165, 175)

Te drobne mankamenty w zaden sposdéb nie umniejszajg jednak wartosci rozprawy, w ktérej mgr Jadwiga

Popow-Stellmaszyk zaprezentowata bardzo interesujgce i wartosciowe wyniki. Do najwazniejszych

osiggnie¢ Doktorantki nalezy, moim zdaniem:

ustalenie optymalnych reszt aminokwasowych dla pozycji P1’, P2’ i P3’ substratéw proteinazy 3
oraz P2, P1, P1’, P2’ i P3’ dla substratéw ludzkiej elastazy neutrofilnej, co umozliwito otrzymanie
zwigzkéw nie tylko cechujgcych sie duzg czutoscig detekcji, ale takze selektywnych wzgledem

enzymow, dla ktérych byty dedykowane.



— doktadne scharakteryzowanie wymogodw kieszeni substratowych S4, S3, 52, S1’, S2’ i S3’ ludzkiej
i mysiej czwartej serynowej proteinazy neutrofilowej. W odniesieniu do kieszeni S4 wyniki
otrzymane przez mgr Popow-Stellmaszyk pozwolity zweryfikowaé istniejagce w literaturze
doniesienie na temat preferencji tej kieszeni do reszt lle/Leu, i wybra¢ jako najlepsza
nietestowang wczesniej reszte Met.

— wykazanie mozliwosci wykorzystania wyselekcjonowanych substratéw do selektywnego
wykrywania aktywnosci poszczegdlnych neutrofilnych proteinaz serynowych w materiale

biologicznym.

Nie mniej wazna od umiejetnosci planowania i prowadzenia badan jest tez umiejetnos¢ zdobywania
Srodkéw finansowych na ich realizacje. Pani Jadwiga Popow-Stellmaszyk udowodnita, ze takie z tym
zadaniem radzi sobie bardzo dobrze. Kierowata bowiem nie tylko czterema grantami przydzielanymi
na poziomie Wydziatu (na Badania Naukowe Stuzgce Rozwojowi Mtodych Naukowcéw oraz Uczestnikdéw
Studiow Doktoranckich), ale jest tez beneficjentkg grantu Narodowego Centrum Nauki (Preludium).
Na podkreslenie zastuguje réwniez fakt, iz mgr Popow-Stellmaszyk jest juz wspoétautorkg 3 publikacji
oryginalnych w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym, w jednej z nich jest pierwszym autorem. Pie¢
kolejnych prac opublikowata w materiatach pokonferencyjnych europejskich zjazdéw naukowych. Wyniki
swoich prac szeroko prezentowata takzie w formie plakatéw na konferencjach krajowych

i miedzynarodowych, w sumie bedac wspoétautorka az 16 tego typu doniesien.

Podsumowujac, stwierdzam, iz przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska w petni odpowiada
wymogom stawianym pracom doktorskim (Ustawa z dnia 14 marca 2003 r., Dz.U.03.65.595 wraz
z pozniejszymi zmianami (Dz. U. z 2005 r. Nr 164, poz. 1365, z 2010 r. Nr 96, poz. 620 i Nr 182, poz. 1228
oraz z 2011 r. Nr 84, poz. 455). W zwigzku z tym wnioskuje o dopuszczenie mgr Jadwigi Popow-Stellmaszyk

do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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