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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

pt. ,Substraty i niskoczgsteczkowe inhibitory wybranych enzymow proteolitycznych z rodziny

kalikrein. Synteza chemiczna i badania enzymatyczne.”,

wykonanej przez Panig magister Anne Wojtysiak.

Niewatpliwie, istotnym elementem organizmdéw zywych sg peptydy i biatka, ktére petnig
wiele funkcji m.in. strukturalne, transportowe, enzymatyczne, receptorowe, regulacyjne i ochronne.
Tematem przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej byto poszukiwanie selektywnych
substratéw oraz inhibitorow kalikreiny 14 oraz mozliwosci ich wykorzystania w réznych uktadach
biologicznych. Kalikreina 14 jest proteazg serynowg, ktérej aktywnos$¢ wigzana jest z nowotworami
m.in. prostaty, jajnikow i sutka. Postuluje sie, ze bierze ona udziat w rozwoju nowotworu. W zwigzku
z tym jest ona potencjalnym celem molekularnym w terapii przeciwnowotworowej, a takze
biomarkerem choréb nowotworowych, co moze zosta¢ wykorzystane w diagnostyce. Nowotwory
sg bardzo czestg przyczyng zgondw, zas liczba zachorowarn rosnie z roku na rok. Skuteczno$c¢ terapii
jak i wczesna diagnostyka sg wecigz niezadowalajgce, pomimo ogromnych wysitkdw sSrodowiska
medycznego i naukowcoéw. W zwigzku z tym zasadne jest poszukiwanie nowych i skutecznych
rozwigzan w tym zakresie. Niewatpliwie praca doktorska Pani magister Anny Wojtysiak wpisuje sie

w jakze wazny nurt badan nad nowymi celami molekularnymi.
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Uktad pracy doktorskiej jest typowy dla tego typu opracowan. Liczy ona az 240 stron
i podzielona zostata na dziewie¢ gtéwnych rozdziatéw: przeglad literaturowy, cel pracy, badania
wtasne, wyniki i dyskusja, wnioski, dorobek naukowy, wykaz rysunkéw, wykaz tablic, oraz cytowana
literatura. W opinii recenzenta mozna by zawarty materiat skroci¢, moze nawet o potowe. W czesci
teoretycznej szeroko i szczegdtowo opisano kalikreiny, a takze zjawisko proteolizy, enzymy
proteolityczne, inhibitory enzymow proteolitycznych ze szczegdlnym uwzglednieniem proteaz
serynowych, chemie kombinatoryczng, a takze dokonano przeglagdu technik stosowanych
do oznaczania aktywnosci proteaz. Opisano w niej najwazniejsze informacje, ktére podkreslajg sens
prowadzonych badan oraz pozwalajg lepiej zrozumie¢ cze$¢ dotyczacg badan wtasnych. Przeglad
literaturowy zostat przeprowadzony skrupulatnie co znajduje swoje odzwierciedlenie w ilosci
cytowanych zrédet (340). Warto nadmieni¢, ze literatura cytowana jest w sposdb jednolity.
Wyznaczone zostaty trzy gtéwne cele pracy, ktére mozna opisac jako poszukiwanie selektywnych
substratow i selektywnych niskoczasteczkowych inhibitoréow kalikreiny 14 oraz probe wykorzystania
otrzymanych zwigzkow do identyfikowania aktywnosci hK14 w uktadach biologicznych. Metodyka
badan zostata opisana bardzo doktadnie a jej zrozumienie utatwiajg przygotowane rysunki, ktorych
w catej pracy znajdziemy 126. Ponadto w rozprawie zamieszczono 38 tablic. Praca napisana jest

w sposob poprawny i z pewnoscig przykuwajgca uwage jest jej estetyka.

Tematyka badawcza, ktérg Recenzent zajmuje sie na co dzien jest synteza peptyddw, dlatego
tez szczegolna uwaga w recenzji zostata poswiecona tym czesciom pracy, ktére sie do niej odnoszg.
Rolg Recenzenta jest nie tylko podkreslenie zalet pracy, lecz takze wskazanie uchybien, niedociggniec

i bteddw. Przyktady takich niedociggnie¢ stanowig:
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- Na stronie 116 dowiadujemy sie, ze podczas przytgczania C-koncowej reszty
aminokwasowej do 17,1 g zywicy substrat rozpuszczano w 170,1 ml pirydyny, za$ na 1 gram zywicy

przypadato 10 ml pirydyny (powinno by¢ 171 ml pirydyny).

- Na stronie 109 podczas rozwinigcia nazwy dla DIPEA zapisano ,N,N’-diizopropyloamina”

zamiast ,N,N-diizopropyloamina”, szczegot, ale warto zapisywac poprawnie.

- Na stronie 109 podano wymiary kolumny stosujagc dwie jednostki — dtugosc
w centymetrach, za$ $rednice w milimetrach; ogdlnie przyjeta normg jest podawanie obu wymiarow

w milimetrach.

- Na stronie 112 zapisano ,naczynka Marrfielda zakoriczonego szklanym spiekiem” zamiast
,naczynia Merrifielda”; Ponadto na stronie 115 mozna przeczyta¢ o ,naczynku Merffielda” (jeszcze

inny zapis).

- Na stronie 114 opisano szczegétowo procedure przygotowania zywicy. Podczas jednego
z etapdw pecznienia zywicy wykorzystano izopropanol. Jego wykorzystanie nie jest jasne ze wzgledu
na stabe pecznienie zywicy w tym alkoholu. Najlepszym rozwigzaniem jest wykorzystanie DMF, DCM

lub NMP.

- Na stronie 115 dowiadujemy sie o metodach sprzegania i odczynnikach wykorzystanych
do tego celu. Interesujgcym jest fakt wykorzystania az trzech réznych odczynnikéw sprzegajgcych.
Czy zastosowanie wigkszego nadmiaru i wybranie jednego odczynnika nie dawato zadowalajgcych

rezultatow?

- Na stronie 117 mozemy przeczyta¢ o negatywnym tescie chloranilowym. W pracach
o charakterze naukowym powinno unika¢ sie wszelkich skrotéw myslowych. Zwrot ,negatywny wynik

testu chloranilowego” jest bardziej trafnym sformutowaniem.
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- Na stronie 119 podrozdziat 3.2.4. zostat zatytutowany — ,usunigcie peptydow z nosnika
statego”. Nie jest to poprawne okreslenie. Wtasciwym bytoby nazwanie tegoz podrozdziatu —
odszczepianie peptydéw od nosnika statego”. Ponadto odszczepianie peptydow prowadzono przez
trzy godziny. W mojej ocenie czas ten mozna skroci¢ bez uszczerbku dla wydajnosci czy jakosci

otrzymanego produktu syntezy.

- Osobnego komentarza wymaga prowadzenie analiz HPLC przy dtugosci fali rownej 226 nm.

Peptydy powinny by¢ analizowane przy dtugosci fali 214nm. Recenzent pracy przez wiele lat robit ten

sam btad.

Nie wszystkie uwagi wymieniam w recenzji. S3 bowiem one na tyle mato istotne, ze nie wazg
na bardzo wysokiej wartosci pracy. Doktorantka bez watpienia wiozyta duzo wysitku zaréwno

w laboratorium jak i podczas pisania dysertacji.

W pracy doktorskiej znajduje sig¢ rozdziat — WNIOSKI. Zamieszczone tam stwierdzenia nie
zawsze s3 wnioskami, a czesto przypominajg streszczenie dokonan. Na przyktad na str. 209,
w pkt. 11 mozemy przeczyta¢ — ,Przedstawitam mozliwoséci zastosowania réznorodnych technik
do badania proceséw proteolizy, a w tym metody fluorescencyjne i elektrochemiczne”. Zdanie to nie
wnosi istotnych informacji, nie wyfania si¢ z niego konkretny wniosek, a takze nie mowi wiele
o wyniku pracy. Mimo dysonansu, ktérego mozna doéwiadczyé, jest to bardzo przydatny rozdziat,

gdyz zwiezle podsumowuje prace.

Tematyka poruszona przez Panig magister Anng Wojtysiak jest aktualna ze wzgledu na wage
problemu jakim sa choroby nowotworowe. Wszelkie préby, ktérych rezultaty mogg przyczynic sig
do opracowania nowych rozwigzan, zaréwno terapeutycznych jak i diagnostycznych, zastuguja

na szczeg6lng uwage i uznanie. Za najbardziej donioste osiagnigcia uznajg:
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- Otrzymanie bibliotek tetra- i heptapeptydowej, ktére doprowadzito do zsyntezowania
substratéw fluorescencyjnych bedacych selektywnie hydrolizowanymi przez hK14 (ABZ-YGPR-ANB-

NH, oraz ABZ-YGPRVLPY(3-NO,)-NH;);

- Otrzymanie serii analogéw fosfonowych przy wspdtpracy z grupa badawczg dr. hab. inz.
Marcina Siericzyka (Politechnika Wroctawska) oraz sondy Biotyna-YGPR-CMK bedacych inhibitorami

hK14;

- Znalezienie zastosowania dla otrzymanych zwigzkéw i wstgpne badania wykazujgce réznice

w aktywnosci enzymatycznej hK14 w prébkach éliny od oséb zdrowych i pacjentéw z nowotworem

slinianek.

Podsumowujac ocene rozprawy doktorskiej Pani magister Anny Wojtysiak nalezy uznac,
7e jest ona praca nowatorskg i niewatpliwie przedstawia interesujgce rezultaty. Wyniki pracy
stanowia dobra podstawe do podjecia dalszych dziatan majacych na celu potwierdzenie wstgpnych
obserwacji wynikajacych z badarn wstepnych dotyczacych analizy aktywnosci enzymatycznej hK14
u 0séb z nowotworem S$linianek. W celu realizacji niniejszej pracy Pani magister Anna Wojtysiak
umiejetnie zaplanowata wszystkie eksperymenty i wykazata sie znajomoscia wielu technik
laboratoryjnych. W ramach pracy otrzymano biblioteki peptydéw oraz przeprowadzono badania
enzymatyczne (kinetyka, inhibicja). Wykonano takze badania aktywnosci hK14 przy wykorzystaniu
wczeéniej otrzymanych koniugatéw peptydéw z kropkami kwantowymi oraz przy zastosowaniu
modyfikowanych elektrod ztotych, dzigki ktérym potwierdzono mozliwo$¢ ich wykorzystania do tego
typu pomiaréw. Ponadto podjeto probe zastosowania otrzymanych zwigzkéw w ukfadach

biologicznych. Niniejszg rozprawe doktorska oceniam jako bardzo wartosciowq prace.

Stwierdzam, ze przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone

w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych itytule naukowym oraz o stopniach
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i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6zn. zm.). Na tej podstawie wnosze
do Wysokiej Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego prosbe o przyjgcie wniosku

o dopuszczenie Pani Magister Anny Wojtysiak do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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