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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr inz. Mateusza Kedziora pt. ,,Analiza potencjalu inhibicyjnego

paleczek Yersinia enterocolititica wobec proteaz cysteinowych z rodziny papainy”

wykonanej w Zaktadzie Fizykochemii Drobnoustrojéw Instytutu Genetyki i Mikrobiologii,
Wydziatu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego, pod kierunkiem prof. dr hab. Jana

Gutowicza.

Dobor i znaczenie tematu

Proteazy cysteinowe cechujg si¢ duza r6znorodnoscig strukturalng i funkcjonalng. Biorg
udzial w wielu procesach fizjologicznych oraz patologicznych. Ich gtéwnym zadaniem jest
nieselektywna  degradacja  bialek. = Aktywuja wiele proenzymoéw, prohormonow
i neuroprzekaznikéw. Uczestniczag w procesach zapltodnienia, rozwoju ptodu, proliferacji oraz
réznicowaniu si¢ komoérek. Przyczyniajg si¢ tez do powstawania charakterystycznych zmian w
komorce takich, jak np. reorganizacja cytoplazmy i chromatyny jadrowej. Posrednicza w procesie
apoptozy, degradacji lizosomalnej czy prezentacji antygenu. Moga by¢ takze zaangazowane
w wirulencj¢ niektorych patogenow.

Sposréd 11 klanow proteaz cysteinowych, wykazanych w bazie MEROPS the Peptidase

Database (wydanie 11.0; http://merops.sanger.ac.uk/) najlepiej poznany i scharakteryzowany

zostal klan CA, do ktérego nalezg sg papainy i kalpainy, w tym katepsyny lizosomalne, zaliczane

do proteinaz o najwigkszym znaczeniu dla organizmu ludzkiego.
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Wiele przeprowadzonych badan potwierdzito istotny udzial proteaz cysteinowych
w rozwoju réznych stanéw patologicznych, migdzy innymi osteoporozy, zapalenia kosci,
reumatoidalnego zapalenia stawow, miazdzycy, dystrofii migsniowej, cukrzycy oraz w procesach
nowotworzenia i przerzutowania. Enzymy proteolityczne wspotdziatajg ze sobg, prowadzac do
degradacji struktur macierzy pozakomorkowej i blony podstawnej otaczajacej nowotwor,
ulatwiajac w ten sposob komdérkom nowotworowym proliferacje i rozsiewanie.

Aktywnos¢ wewnatrzustrojowych proteaz cysteinowych czesto podlega kontroli przez ich
endogenne inhibitory, ktore zapewniaja optymalny przebieg proteolizy, tym samym chronigc
organizm przed rozwojem stanéw patologicznych. Z tego wzgledu obserwuje si¢ wzrost
zainteresowania inhibitorami odpowiednich proteaz cysteinowych, w tym réwniez pochodzenia
mikrobiologicznego, ktore mozna wykorzystaé do celdw terapeutycznych. Podjete wigc przez mgr
inz. Mateusza Kedziora badania zmierzajace do okreslenia potencjatu inhibicyjnego bakterii
Yersinia enterocolitica wobec proteaz cysteinowych z rodziny papainy sa w petni uzasadnione,
tym bardziej, ze dotychczas nie wykazano by bakterie te produkowaty jakiekolwiek inhibitory
proteaz cysteinowych. Praca ta ma wigc duze znaczenie poznawcze, a potencjalny aspekt
aplikacyjny inhibitoréw proteaz cysteinowych w medycynie i biotechnologii stanowi dodatkowy
atut podjetych badan.

Ocena formalnej strony pracy

Praca doktorska mgr inz. Mateusza Kedziora zostala przediozona do recenzji w formie
maszynopisu liczacego 155 stron wraz ze spisem literatury i stanowi typowe opracowanie
o charakterze eksperymentalnym.

Uklad pracy, poza wykazem stosowanych w pracy skrotéw, streszczeniem w jezyku
polskim i angielskim oraz spisem literatury, obejmuje dodatkowo sze$¢ rozdziatow: Wstep, Cel
pracy, Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja i Wnioski. W pracy zamieszczono 5 tabel i 31
rysunkow, z czego 22 rysunki stanowig dokumentacje wynikowa. Cytowania wtasnych
dokumentéw i pozycji bibliograficznych w tekscie pracy sg prawidtowe. Szata graficzna pracy jest

bardzo staranna i przejrzysta.
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Wykaz literatury obejmuje 253 pozycje, ktore zostaly zacytowane we wszystkich
rozdzialach pracy. Z reguly dobrze ilustruja one podj¢te zagadnienia badawcze, chociaz
odnoszenie si¢ do publikacji innych autoréw w czesci wynikowej jest raczej niespotykane
w pracach badawczych, w ktérych odrebny rozdzial stanowi dyskusja wynikéw. W tym miejscu
chciatabym podkre$li¢ bardzo staranne przygotowanie pracy pod wzgledem poprawnosci

jezykowe;j.

Ocena merytoryczna pracy

W obejmujgcym 35 stron Wstepie Autor przedstawil klasyfikacje oraz mechanizmy
dziatania proteaz cysteinowych, a takze ich charakterystyke, ze szczegdlnym uwzglgdnieniem
proteaz z rodziny papainy. Znaczna czg¢$¢ tego rozdzialu poswigcona zostala biatkowym
i niskoczasteczkowym inhibitorom proteaz cysteinowych pochodzenia bakteryjnego, w tym ich
strukturze oraz wlasciwosciom. Ostatnia cze$¢ wstepu dotyczaca charakterystyki bakterii Yersinia
enterocolitica, ich wlasciwosci patogennych oraz wytwarzanych przez nie proteaz cysteinowych.
Wskazanie czynnikdw, przemawiajgcych za mozliwoscia produkcji przez te bakterie inhibitoréw
proteaz cysteinowych w sposob przekonywujacy uzasadnia celowo$¢ podjetych badan. Bez
watpienia, czes$¢ teoretyczna rozprawy prezentuje bardzo dobry poziom merytoryczny i §wiadczy
o znakomitej znajomosci zagadnien zwigzanych z tematem rozprawy. Warto réwniez zaznaczy¢,
ze Doktorant jest pierwszym autorem i jednoczes$nie autorem korespondencyjnym bardzo dobrej
pracy przegladowej pt. Microbial inhibitors of cysteine proteases opublikowanej w czasopi$mie
Medical Microbiology and Immunology, ktérej zakres m.in. obejmuje zagadnienia bedace
przedmiotem dysertacji.

Zamieszczony w kolejnym rozdziale cel pracy zostal sformulowany prawidtowo,
a przedstawiona koncepcja rozwigzania problemu badawczego jest klarowna i nie budzi zastrzezen
recenzenta. Autorowi nalezy si¢ uznanie za szeroki zakres badan, ktére zostaly opisane w czesci
metodycznej rozprawy i $wiadcza o bardzo dobrym przygotowaniu warsztatowym Doktoranta.
Zamieszczony w tym rozdziale opis przeprowadzonych eksperymentow jest bardzo precyzyjny

i z calg pewnoscig pozwala na ich odtworzenie.
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Kolejny rozdziat rozprawy zatytulowany Wyniki zostal podzielony na szesé
podrozdziatow. Czgs¢ wynikowa pracy jest napisana z dbatoscia o jasno$¢ i precyzje
poszczegblnych etapow i kolejno uzyskiwanych wynikéw. W pierwszej czesci tego rozdziatu
przedstawiono wyniki skriningu 20 szczepoéw bakterii Y. enterocolitica pod katem zdolnosci do
inhibicji proteaz cysteinowych: papainy i katepsyny B. Nastepnie oceniano aktywnos$¢ inhibicyjna
ekstraktow bakteryjnych i ptynéw pohodowlanych uzyskanych z 4 wybranych szczepow bakterii
wzgledem papiny, karepsyny B i katepsyny L z uwzglednieniem wplyw rodzaju podloza,
temperatury i czasu hodowli bakterii na aktywnos¢ inhibicyjna uzyskanych preparatow. W dalszej
czeSci rozprawy opisano wyniki dotyczace wpltywu réznego pH i temperatury na stabilnos¢
inhibicyjng ekstraktow bakteryjnych wzgledem papainy i katepsyny L, wykazujac ich
termolabilno$¢ (tracily aktywnos¢ w temperaturze powyzej 40°C) i stabilno$¢ na poziomie 90%
w zakresie pH 5-9 i na poziomie 60-80% w catym badanym zakresie odczynu srodowiska 3-12.
Ten podrozdziat pracy Autor zatytutowal ,,Stabilno$¢ inhibitoréw proteaz cysteinowych”.
Zdaniem recenzenta, w sytuacji kiedy badaniu poddaje si¢ cale ekstrakty komoérkowe, a nie
oczyszczone enzymy bezpiecznie] byloby zastosowaé tytul ,,Stabilno$¢ surowych preparatéw
inhibitoréw proteaz cysteinowych”. Taka nomenklatura czg¢sto stosowana jest w tematycznym
anglojezycznym pismiennictwie jako ,,crude enzymes”.

W kolejnych etapach recenzowanej pracy omowiono wyniki dotyczace oszacowania
wielkosci czastek inhibitoréw proteaz cysteinowych, ich oddzialywanie z powierzchnig oraz
odwracalno$¢ inhibicji proteaz cysteinowych przez ekstrakt z Y. enterocolitica. Wykazano, ze
kazdy z badanych szczepow Y. enterocolitica produkowal przynajmniej cztery inhibitory
o réznych masach czasteczkowych mieszczacych si¢ w zakresie od 34 do powyzej 120 kDa.
W oparciu o szczep nr 19 Y. enterocolitica z bioserotypu 4/0:3 dowiedziono, ze obecne na po-
wierzchni komoérek inhibitory papainy i katepsyny L byly biatkami peryferyjnymi, a powodowana
mini inhibicja proteaz cysteinowych byla procesem odwracalnym, co potwierdzono w trzech
niezaleznych eksperymentach (metoda wzrastajacego stgzenia inhibitora, metoda rozcienczen
wedtug protokotu Holt'a oraz metoda zymografii).

Koncowymi etapami pracy byly izolacja, identyfikacja i charakterystyka potencjalnych

inhibitoréw proteaz cysteinowych wytwarzanych przez pateczki z rodziny Enterobacteriaceae:
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patogenny szczep Srodowiskowy Y. enterocolitica 19 (4/0:3) i kliniczny szczep E. coli H64.
Zastosowanie chromatografii powinowactwa z wykorzystaniem inaktywowanej (S-
karboksymetylowanej) papainy zaadsorbowanej do agarozowego ztoza pozwolitlo na izolacje
biatek o masie czasteczkowej ponizej 20 kDa, ktére, zidentyfikowano metodg LC-MS/MS jako
homologi peryplazmatycznego chaperonu Skp. Pozwolito to Autorowi z wysokim praw-
dopodobienstwem zatozy¢, ze chaperon ten jest potencjalnym inhibitorem proteaz cysteinowych.
Ponadto, wykazal on, ze eluat z biatkiem Skp, hamuje aktywnos$¢ katepsyn cysteinowych
wytwarzanych przez ludzkie fibroblasty z linii NHDF.

Podsumowujac tg cze$é pracy chee podkresli¢, ze mgr inz. Mateusz Kedzior wykonat
obszerne badania, ktére opisat w sposéb klarowny i zrozumialy. Na pochwale zastuguje bardzo
czytelna i staranna dokumentacja wynikéw ulatwiajaca ich interpretacje. W tym miejscu chce
zauwazy¢, ze punkt 4.6.1 zatytutlowany ,,Bialkowy inhibitor proteaz cysteinowych z ekstraktow Y.
enterocolitica 1 E. coli” sugeruje, ze dopiero eksperymenty opisane w tej czesci pracy pozwolilty
na okreslenie bialkowego charakteru inhibitoréw proteaz, a przeciez zostat on dowiedziony juz
wczesniej, gdy zastosowano metode zymografii odwrdcone;.

W obejmujacym 15 stron rozdziale zatytulowanym Dyskusja Doktorant przeprowadzit
analize uzyskanych wynikéw w odniesieniu do rezultatow opisanych w tematycznej literaturze.
Dyskusja zostala przeprowadzona w sposob dojrzaty, a Autor odnosit si¢ do wszystkich etapdéw
zamieszczonych w pracy badan.

W rozdziale Wnioski, zamieszczono 6 dobrze sformutowanych punktow, ktére w petni

odpowiadaja na postawiony cel badan.

Zadaniem recenzenta jest wskazanie mtodemu adeptowi nauki ewentualnych uchybien
1 niescistosci zawartych w pracy. Przedstawiona do recenzji praca mgr. inz. Mateusza Kedziora

nie pozwolila jednak na duza aktywnos¢ w tym wzgledzie.

Whiosek koncowy

W podsumowaniu recenzji stwierdzam, ze Doktorant wykazatl si¢ bardzo dobrym

opanowaniem warsztatu badawczego. Poshugujac si¢ dobrze dobranymi, nowoczesnymi
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technikami eksperymentalnymi zebral obszerne dane, ktore przedstawit w klarownej formie,
stanowigcej cenne opracowanie. Jestem przekonana, ze praca doktorska mgr. inz. Mateusza
Kedziora pt. ,,Analiza potencjatu inhibicyjnego pateczek Yersinia enterocolitica” spelnia wymogi
stawiane rozprawom doktorskim zawarte w art. 13 ustawy o stopniach i tytule naukowym z dnia
14 marca 2003 r. (Dz. U. nr 65 poz. 595 z p6ézn. zm.) i wnosz¢ do Rady Wydzialu Nauk
Biologicznych o dopuszczenie Pana mgr. inz. Mateusza Kedziora do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Biorac pod uwagg zaréwno zakres wykonanych badan, duza wartos¢ naukows
uzyskanych wynikow oraz ponadprzeci¢tng forme opracowania dysertacji wnoszg¢ o wyrdznienie

pracy w sposob zwyczajowo przez Wysoka Rade przyjety.
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