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Recenzja
Rozprawy doktorskiej mgr Mateusza Kedziora pt. ,,Analiza potencjatu inhibicyjnego
pateczek Yersinia enterocolitica wobec proteaz cysteinowych z rodziny papainy” wykonanej pod

kierunkiem prof. dr hab. Jana Gutowicza

Proteazy naleza do enzymoéw stosunkowo dobrze poznanych, lecz nadal intensywnie
badanych ze wzgledu na ich duze znaczenie w biologii i praktyce. To samo dotyczy proteazowych
inhibitoréw, ktore w dalszym ciggu stanowia powazne wyzwanie dla badaczy, w wielu aspektach,
gdyz uktady enzyméw z inhibitorami i ich regulacje wystepuja we wszystkich procesach
zyciowych. Poznanie mechanizméw dziatania inhibitor6w proteaz pozwala wiec na lepsze
zrozumienie tych proceséw biochemicznych. Proporcja inhibitora do proteazy jest tez czesto
waznym wskaznikiem prawidtowosci danego zjawiska i analiza tej relacji stanowi wazny parametr
diagnostyczny. W procesach zakazenia, zapalnych, odpornosciowych rola inhibitoréw proteaz,
bakteryjnych i gospodarza, jest istotna, dlatego badania inhibitoré6w dostarczaja takze informacji
przydatnych do celéw diagnostycznych i do terapii. Badania te sa niezwykle wazne dla chemii,
biochemii, biologii i medycyny. Podjety w tej pracy problem jest kontynuacja programu
realizowanego w kierowanym przez Profesora Jana Gutowicza Zakladzie Fizykochemii
Drobnoustrojow Instytutu Genetyki i Mikrobiologii na Wydziale Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Wroctawskiego. Podjety temat badan nad inhibitorami proteaz Yersinia
enterocolitica, patogendw wzglednie wewnatrzkomdrkowych, jest uzasadniony i aktualny wobec
braku danych o wytwazaniu takich inhibitorow przez pateczki Y. enterocolitica, szczeg6lnie
wobec mozliwej roli w chorobotworczosci tych drobnoustrojéw i potencjalnego zastosowania w
biotechnologii i medycynie.

Rozprawa ma uklad powszechnie stosowany w pracach doswiadczalnych, typowy dla
rozprawy doktorskiej i zawiera 155 stron maszynopisu, w tym 31 rysunkow i 6 tabel, 253 pozycje
piSmiennictwa, ponadto wykaz stosowanych skrétow, wnioski oraz streszczenie w jezyku polskim
i angielskim.



We wstepie pracy, autor, po krotkim wprowadzeniu czytelnika w gtéwne tezy pracy,
omawia proteazy cysteinowe, ich mechanizmy katalizy, klasyfikacje, po czym opisuje strukture i
wlasciwosci proteaz cysteinowych z rodziny papainy, wystepowanie i znaczenie biologiczne oraz
ich zastosowania. Nastgpnie opisuje biatkowe inhibitory proteaz cysteinowych bakterii, ich
strukture i wiasciwosci, w szczegdlnosci jako czynniki wirulencji drobnoustrojow, by przejsé¢ do
omawiania poszczegélnych grup bakteryjnych inhibitorow biatkowych. Dalej autor przedstawia
inhibitory niskoczasteczkowe, ich strukturg i wlasciwosci, po czym omawia poszczegdlne grupy
bakteryjnych inhibitoréw niskoczasteczkowych. Ostatnia cze$¢ wstepu autor poswigcit
charakterystyce Yersinia enterocolitica, ze szczegdlnym uwzglednieniem wilasciwosci
patogennych i wytwarzanych przez te szczepy proteaz, by przej$¢ do oméwienia podstaw, na
ktérych oparto teze o wystgpowaniu inhibitoréw proteaz w tych bakteriach. Wstep pracy jest
napisany zwigzle i czytelnie, jest dobrze skonstruowany i wszystkie jego czeéci sg
przyporzadkowane przedmiotowi badan.

Oceniana praca miata na celu wykazanie obecnosci inhibitora papainy jako proteazy
cysteinowej poprzez okreslenie aktywnosci inhibitorowej w komoérce, na jej powierzchni w ptynie
hodowlanym oraz wydzielenie i scharakteryzowanie czasteczki inhibitora. Dotychczas bowiem
istniaty tylko skape dane na temat homologii genomowe;j.

Opis stosowanych materiatéw, metod badan i eksperymentéw jest poprawny, podany w
sposob wyczerpujacy, dobor metod jest trafny dla realizacji zadan. Autor zoptymalizowat
warunki kilku metod i procedur, co pozwolilo na uzyskanie bardzo dobrych wynikow. Autor
poddat analizom 20 szczepow Y. enterocolitica pochodzacych z réznych narzadéw zakazonych
swin. Poza procedurami hodowli bakterii i fibroblastow, przygotowano ich ekstrakty komérkowe.
Aktywnos¢ proteaz cysteinowych oznaczano metodami fluorymetrycznymi. Autor uzyt trzech
metod analizy oddzialywania inhibitora z proteaza, co pozwolito upewnic sie, ze nie bylo efektu
trawienia inhibitora przez proteaze¢. Inhibitory proteaz badano pod wzgledem termostabilnosci,
pH stabilnosci, po czym przeprowadzono szereg analiz biochemicznych celem
scharakteryzowania aktywnosci inhibitorowej, w tym stosujgc kilka odmian zymografii,
otrzymano takze inhibitor uzywajac immobilizowanej inaktywowanej papainy. Po rozdziale
metodg elektroforezy SDS-PAGE inhibitor analizowano przy pomocy LC-MS/MS fragmentow
trypsynowych i z wykorzystaniem metod bioinformatycznych i baz danych. Pytanie nasuwa si¢
odnosnie badania termostabilnosci, czy uwzgledniono ilo$¢ inhibitora pozostalego w osadzie po
wirowaniu.

Wyniki uzyskane przedstawiono 1 opisano jasno i rzeczowo, zostaly dobrze
udokumentowane na rycinach i w tabelach. Najpierw autor wykazal, ze ekstrakty komorowe Y.
enterocolitica hamowaly aktywnos$¢ papainy i ludzkiej katepsyny L, ale nie wolowej katepsyny
B, podczas gdy taka aktywnos$¢ oznaczano u E. coli i P. aeruginosa. Taka selektywna aktywnos¢
inhibitorowa Y. enferocolitica byta takze wydzielana do pozywki oraz obecna na powierzchni
komoérek, przy czym inhibitory powierzchniowe byly zwigzane z komorka niekowalencyjnymi



oddziatywaniami hydrofobowymi i elektrostatycznymi. Wykazano, Ze inhibitory sg termolabilne
powyzej 40 °C i aktywne w 90% w zakresie pH 5-9, ponadto aktywnos¢ inhibitorowa byla
odwracalna. W dalszej kolejnosci autor wyizolowat z ekstraktéw patogennego szczepu Y.
enterocolitica 4/03, a takze z klinicznego szczepu E. coli H64, inhibitor za pomoca
chromatografii powinowactwa z wykorzystaniem inaktywowanej papainy. Glowne biatko
inhibitorowe miato mase czasteczkowg okoto 18 kDa, przy czym chromatografia powinowactwa
z immobilizowanag papaing lecz nieinaktywowana nie pozwolita otrzyma¢ inhibitora. Trawienie
inhibitora przez papaine bylo uzaleznione od stgzenia proteazy. Inhibitor Y. enterocolitica okazat
si¢ tez inhibitorem katepsyn wystepujacych w fibroblastach skéry linii NHDF. Przy pomocy
analizy LC-MS/MS trypsynowanych fragmentow i bioinformatycznej wykazano, ze inhibitor jest
periplazmatycznym biatkiem pomocniczym (chaperonem) Skp, uczestniczacym w fatldowaniu
wirulentnych biatek blony zewnetrznej u Enferobacteriaceae.

Dyskusja eksperymentéw i wynikow jest dobrze przeprowadzona w kolejnych czesciach
pracy, gdzie metody i wyniki sa oméwione krytycznie, sa poréwnane do danych z pi§miennictwa.
Poszczegdlne etapy pracy sg rzeczowo uzasadniane, a konsekwentnie i logicznie wyciagane
wnioski z kolejnych doswiadczen shuzg calosciowej realizacji zamierzonego celu. Wyniki majg
bardzo duze znaczenie dla poznania mechanizméw lokalnego zréznicowania, swoistosci
tkankowej infekcji, gdyz inhibitory bakteryjne w sposéb wybidrczy, swoiscie hamujg rézne
proteazy. Autor pokazal, ze szczep patogenny zawieral wiecej inhibitorow na powierzchni
komorki niz niepatogenny. Konsekwentne dziatanie autora pozwolitlo od analiz aktywnosci
inhibitorowej doprowadzi¢ do wydzielenia inhibitora i okreslenia jego budowy. Nasuwa si¢
pytanie, w jakim stopniu, w wyniku swoich badan, autor méglby oszacowaé, ze swoistosé
tkankowa infekcji zalezy of specyficznosci inhibitora.

Nie mam uwag krytycznych do pracy, za$ kilka zaledwie uwag natury redakcyjnej
zaznaczono na marginesie pracy i nie majg one znaczenia merytorycznego i nie wplywaja na
0go6lng bardzo dobra oceng pracy. Jedynie termin uzyty na str. 101 i 105 podany, ze papaina jest
»zaadsorbowana” do agarozy, wydaje si¢ by¢ bledny, czy tutaj chodzi o niekowalencyjne jej
zwigzanie z zelem. Termin immobilizowane;j jest przyjety i lepiej okresla wigzanie biatka z zelem.

W podsumowaniu chce podkresli¢, ze praca jest wartosciowa, zostata prawidtowo
zaplanowana i zrealizowana, wnosi nowe elementy do wiedzy o inhibitorach proteaz
cysteinowych, mechanizach patogennosci Yersinia enterocolitica, co ma znaczenie dla
opracowania nowych terapeutykéw oraz mozliwosciach badan nad nowymi szczepionkami.
Doktorant opanowat wiele metod badan i analiz bialek, wykazal si¢ znajomoscia piSmiennictwa,
ktore jest wihasciwie wykorzystane, co dowodzi swobodnego poruszania si¢ w omawianym
zagadnieniu, interdyscyplinarnym z zakresu mikrobiologii, biologii, enzymologii i biochemii.
Uzyskane wyniki majg znaczenie podstawowe oraz potencjalnie aplikacyjne.

Uwazam, Ze rozprawa mgr Mateusza Kedziora zawiera oryginalny material doswiadczalny
i spelnia wymagania okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. (Dz. U. Nr 65, poz. 595)



z pézniejszymi zmianami, o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
naukowym w zakresie sztuki. Dlatego wnioskuj¢ do Rady Wydzialu Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Wroctawskiego o przyjecie tej pracy doktorskiej i dopuszczenie mgr Mateusza
Kedziora do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Pozwalam sobie rowniez ztozy¢ Wysokiej
Radzie wniosek o wyr6znienie tej pracy ze wzgledu na duza warto$¢ merytoryczng i bardzo dobre
wykonanie czgéci doswiadczalnej oraz napisanie calej rozprawy.
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