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Enzymy, jako kluczowe komponenty organizmu zywego warunkujace prawidtowy
przebieg reakcji metabolicznych, stanowig istotne zagadnienie badawcze. Zwigkszenie
interdyscyplinarnosci badan naukowych otwartlo nowe mozliwosci analiz reakcji
enzymatycznych, a tym samym biologicznych konsekwencji tych proceséw. Odkrycia te
przyczyniaja si¢ do aplikacji klinicznych, w tym wprowadzania nowych lekow, czy zmian
schematow terapeutycznych. W nurt tych nowoczesnych badan doskonale wpisuje si¢
rozprawa doktorska pani Sonii Kott, ktéra koncentruje si¢ na proteazach, a konkretnie
granzymach. Enzymy te zostaly odkryte pod koniec ubiegltego stulecia i wowczas
zdefiniowano ich lokalizacj¢ okreslajac ja jako specyficzng dla komorek cytotoksycznych.
Tym samym przypisano im rol¢ biologiczng polegajaca na uszkadzaniu komorek
zainfekowanych lub zmienionych nowotworowo. Najnowsze dane naukowe wskazuja, ze
granzymy moga petlni¢ znacznie szersza niz pierwotnie szacowano role, w tym
immunomodulacyjng, regulujac liczne szlaki proceséw $mierci komorkowej, wplywajac na
przekaz sygnatu komorkowego, czy przebudowe tkanek, a tym samym ogrywaja role w wielu
chorobach o podlozu zapalnym. Przedstawiona do oceny praca doktorska prezentuje nowe
mozliwosci identyfikacji granzymow, a zwlaszcza precyzyjnej oceny ich aktywno$ci oraz
lokalizacji subkomoérkowej, co z pewnoscia znajdzie niebawem zastosowanie w badaniach

nad rolg tych enzyméw w fizjologii organizmu ludzkiego.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma 151 stron i zawiera wszystkie
elementy wymagane dla tego typu prac. Zostata ona podzielona na dziewi¢¢ rozdziatow. Poza
wstepem, celem pracy, opisem badan wiasnych oraz opisem czesci eksperymentalnej, praca
zawiera podsumowanie i wnioski koncowe, rozdziat przedstawiajacy struktury uzytych w

badaniach aminokwaséw, opis dorobku naukowego Doktorantki, informacje o nagrodach i
ul. Gronostajowa 7

30-387 Krakow

tel. +48 (12) 664 6377

email: joanna.koziel@uj.edu.pl



projektach oraz spis literatury, ktory obejmuje 217 pozyc;ji literaturowych.

Obszerny wstep szczegdtowo wprowadza czytelnika w tematyke pracy badawczej.
Doktorantka zadbala o interdyscyplinarny charakter tego rozdziatu opisujac wszystkie
zagadnienia konieczne do dalszej lektury pracy. Na uwage zastluguje bardzo dobra
konstrukcja tego rozdziatu oraz przystgpna forma okraszona rysunkami i tabelami, ktore
utatwiaja zrozumienie tekstu i systematyzuja przyswajane informacje. Opracowanie tego
rozdzialu nie byto wigc latwym zadaniem, bowiem wymagato od Doktorantki glebokiej
wiedzy z roznych dziedzin. Wigkszo$¢ wstepu poswigcona zostala zilustrowaniu klasyfikacji,
budowy, mechanizmowi dziatania i funkcji granzymow, w tym granzymu A (GrA), na tle
innych enzymow, ale spora jego cze$¢ prezentuje przeglad metod, w tym takich, ktore stosuje

si¢ do poszukiwan substratow specyficznych dla reakcji enzymatycznych.

Gléwnym celem pracy doktorskiej byta identyfikacja specyficznych dla GrA
sekwencji peptydowych, ktore moglyby znalez¢ zastosowanie, jako markery aktywnosci tego
enzymu w uktadach biologicznych. Zalozenie to zostato zrealizowane w kilku etapach prac
polegajacych na ekspresji rekombinowanego enzymu GrA, precyzyjnym zdefiniowaniu
specyficznosci substratowej tego enzymu z zastosowaniem m.in. biblioteki substratow
fluorogenicznych, zaprojektowaniu substratu i inhibitora dla GrA oraz weryfikacj¢ dziatania

tych narzedzi w systemach biologicznych.

W rozdziale ,,Badania wlasne” pani Kott przedstawita wyniki swoich badan, ktore sa
bardzo warto$ciowe i1 znalazly uznanie specjalistycznych recenzentéw, czego dowodem jest
ich opublikowanie w prestizowym czasopi$mie Journal of Medicinal Chemistry. Kolejno$¢
przedstawiania wynikow przeprowadzanych do$wiadczeh w ocenianej rozprawie jest
logiczna. Czytelnik swobodnie podaza tokiem realizacji prac badawczych. Uzyskane wyniki
zostaly bardzo dobrze opisane, wilasciwie zinterpretowane, a miejscami dodatkowo
przedyskutowano je w oparciu o dane literaturowe. Nalezy podkresli¢, ze w swojej pracy
Doktorantka bazowata nie tylko na doskonale jej bliskim warsztacie metod chemicznych, ale
réwniez biologicznych, stosujac modele badawcze z zakresu m.in. biologii molekularnej,
biochemii i1 biologii komorki. Zastosowanie tak szerokiego wachlarza metod dowodzi nie
tylko dobrej wiedzy teoretycznej Doktorantki, ale takze jej bogatych umiejetnosciach
praktycznych. Znajduje to odzwierciedlenie w czgsci eksperymentalnej, w ktorej
zamieszczono szczegdlowy opis metodyki prowadzonych badan. Bardzo cennym rozdziatem
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ocenianej rozprawy jest ,,Podsumowanie i wnioski koncowe”, w ktorym Doktorantka
przedstawila syntetycznie najistotniejsze osiagni¢cia swojej rozprawy doktorskiej. Rozdziat

ten rekompensuje czytelnikowi brak streszczenia pracy.

Podsumowujac, recenzowana praca doktorska przedstawita proces identyfikacji
specyficznych dla granzymu A sekwencji peptydowych, ktore zostalty z powodzeniem
wykorzystane jako podstawa do syntezy substratow, inhibitorow a ostatecznie markerow
GrA. Badania pani Kolt dowiodly rowniez, ze narzedzia te sg skuteczne w prostych,
komorkowych uktadach biologicznych, co dobrze rokuje na dalsze mozliwosci ich

wykorzystania w warunkach in vivo.

Lektura niniejszej pracy nasuwa kilka pytan i uwag do Autorki a Recenzent prosi o

dodatkowe ustosunkowanie si¢ do nich:

- We wstepie (str. 15) opisane zostaly mechanizmy sterujace aktywno$cig proteaz z
zaznaczeniem, ze regulacja ta odbywa si¢ juz na etapie ekspresji biatka. Biorgc pod uwage
specyficznos¢ komorkowa ekspresji badanych enzyméw ciekawym byloby wspomnie¢ na
temat mechanizmow regulacji poziomu transkryptéw dla tych proteaz. Czy w przypadku
granzymoOw znane s3 mechanizmy specyficznie regulujace poziom odpowiadajacego im

mRNA?

- Doktorantka opisuje we wstepie (str. 17), ze w arsenale odpowiedzi komoérkowej, gldéwna
role petnig cytotoksyczne limfocyty T i komorki NK, podczas gdy dominujaca role odgrywaja

fagocyty, w tym: neutrofile, makrofagi i monocyty.

- Rysunek 21 przedstawia selektywnos¢ substratu SKI15 wobec wybranych proteaz
serynowych. Dlaczego w przypadku granzymu K zastosowano inny sposob przedstawienia
wynikow w porownaniu do pozostatych enzymow, dla ktorych aktywno$¢ mierzong z
wykorzystaniem odpowiadajacych im substratow przyjeto za rowng 100%? Przy tej okazji
chciatam spyta¢ o wybdr stgzen enzymoéw. Celem tego badania byla weryfikacja
specyficznosci wypracowanego dla GrA substratu 1 wykluczenie mozliwosci jego
modyfikacji przez inne proteazy neutrofilowe. Stezenia enzymdéw stosowane W
przedstawionym tes$cie nie odzwierciedlajg proporcji st¢zenia enzymow realnie obecnych w
neutrofilach. Zatem, czy uzyskane wyniki eliminujg potencjalng proteoliz¢ zaprojektowanego
dla GrA substratu we wnetrzu komoérek?
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- Na Rysunku 32 zaprezentowano skutecznos$¢ dziatania markera SK15.5 wskazujac obecno$é¢
GrA w trzech badanych liniach komérkowych. Czy potwierdzono ten wynik stosujac inng
metode celem ilo$ciowego poréwnania poziomu i/lub aktywnosci GrA w tych liniach

komorkowych?

- Jak mozna zinterpretowaé obserwacj¢ na Rysunku 33, ktora sugeruje, ze pojawienie si¢
dimerycznej formy GrA rozpoznawanej przez przeciwciala pojawia si¢ po zastosowaniu

markera SK15.5 1 wzrasta wraz z jego stezeniem?

- Na stronie 79 pracy autorka opisuje, ze do wykonania lizatow wykorzystywata komorki

bedace w fazie wzrostu logarytmicznego. W jaki sposob oceniano ten wzrost?

- Wyniki testu LDH zastosowanego do oceny zywotnos$ci neutrofili po ich ekspozycji na
SK15I/SK15.5 wskazuja na wysoki poziom spontanicznie uwalnianej dehydrogenazy, co
moze by¢ zwigzane z osobniczo zalezng, nadmierng aktywacja i perforacja btony komorkowe;
neutrofili izolowanych od badanego dawcy krwi. Czy oceniano catkowity poziom LDH w

lizacie komorkowym?

- Strona 95 - Czy badany inhibitor GrA hamuje proces NETozy? Rysunek 42 - Czy wykonane
obrazowanie konfokalne uwidocznito ,,dekoracje” widkien chromatyny przez GrA podobnie
jak ma to miejsce w przypadku elastazy neutrofilowej, histonéw, czy peptydow

antybakteryjnych?

- Czy na potwierdzenie przebiegu procesu pyroptozy (stona 98, Rysunek 43) oceniony zostat

poziom uwolnionej z komoérek IL-18 w pozywce hodowlanej?

- Moje watpliwosci budzi interpretacja wyniku zamieszczonego na Rysunku 44.
Przedstawione w pracy reprezentatywne zdjecia wskazuja na najwicksza ko-lokalizacje GrA z
MMP9 (intensywnos¢ i1 rozmieszczenie zottego sygnatu), podczas gdy wspotczynnik korelacji

Pearson’a wskazuje na elastaze neutrofilowa.

- W pracy pojawiaja si¢ drobne niescistosci jezykowe, nieliczne bledy literowe i redakcyjne.
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Podsumowujac, bardzo wysoko oceniam warto$¢ naukowa przeprowadzonych badan
oraz staranno$¢ opracowania ich wynikow. Bezsprzecznie stanowia one ogromny wklad w
metodologie badan granzymow, ktéra moze znalez¢ kliniczne zastosowanie. Ponadto,
poglebiaja one nasza, wcigz bardzo daleka od ideatu, wiedze na temat funkcji biologicznych
granzymoOw. Pragne rowniez podkreslic ogromny wktad pracy Doktorantki w realizacj¢ tego
tematu, co uwazam za tym cenniejsze, ze praca ma charakter interdyscyplinarny. Niniejsza
rozprawa pod wzgledem naukowym catkowicie spelnia wszelkie wymogi stawiane
rozprawom doktorskim okreslone w artykule 13 Ustawy o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r., z pdZniejszymi
zmianami. Przedstawione dane do$wiadczalne, sposob realizacji badan, ale takze dogl¢bna
analiza wynikow plasuja t¢ rozprawe¢ na bardzo wysokim poziomie, stad wnosze¢ do Komisji
ds. Stopni Naukowych w Dyscyplinie Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej o

dopuszczenie mgr Sonii Kott do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na wysokg warto$¢ naukowa prezentowanych wynikow z pelnym przekonaniem

wnioskuj¢ o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr inz. Sonii Kolt stosowng nagroda.

Joanna Koziet
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