Lublin, dnia 12 listopada 2018 roku

Oty
OCENA
dysertacji doktorskiej mgr Izabeli Szczuki pod tytulem
, Wplyw 3-bromopirogronianu na wlasciwosci katepsyny B w aspekcie potencjatu
metastatycznego komérek raka jelita grubego”

Badania naukowe prowadzone w Katedrze i Zakladzie Biochemii Lekarskiej,
Wydzialu Lekarskiego, Uniwersytetu Medycznego imienia Piastow Slaskich we Wroclawiu,
pod kierownictwem promotora pracy doktorskiej dr hab. Grzegorza Terleckiego, prof. nadzw.
UM ukierunkowane sa, migdzy innymi, na analizy biochemii i funkcji katepsyny B oraz
wplyw takich zwiazkéw jak bromopirogronian czy triterpenoidy na stany patologiczne.
Dodatkowa opieke od strony merytorycznej oraz metod aparaturowych koordynowat
promotor pomocniczy dr Jerzy Wisniewski. Praca doktorska pani magister Izabeli Szczuki
powstata dla Wydziatu Lekarskiego, pod nadzorem obu promotorow.

Gléwnym i oryginalnym zalozeniem pracy doktorskiej mgr Izabeli Szczuki bylo
poznanie efektow dziatania 3-bromopirogronianu na wlasciwosci komoérek nowotworowych
wybranych linii raka jelita grubego, ktére decyduja o potencjale metastatycznym tych
komorek. Istotny element tego mechanizmu stanowi katepsyna B. Osiagnela to doktorantka
poprzez oceng¢ potencjatu migracyjnego i inwazyjnosci ludzkich komérek nowotworowych
jelita grubego linii Caco-2 i HCT 116 poddanych dzialaniu 3-bromopirogronianu, oraz
okreslenie wplywu 3-bromopirogronianu na poziom sekrecji i na aktywno$¢ enzymatyczng
katepsyny B w komérkach linii Caco-2 i HCT 116, a takze w plynach pohodowlanych.
Obserwowala réwniez wplyw 3-bromopirogronianu na wystgpowanie zmian w pojawianiu sig
(ekspozycji?) katepsyny B na zewnetrznej powierzchni blony komérkowej badanych komoérek
nowotworowych. Ponadto doktorantka zbadata skutki bezposredniego dzialania 3-
bromopirogronianu na czasteczke katepsyny B w warunkach in vitro. Osiagnela to poprzez
analize wplywu 3-bromopirogronianu na aktywno$¢ enzymatyczna oczyszczonej ludzkie]
katepsyny B oraz okreslenie charakteru inhibicji i prob¢ identyfikacji ewentualnych
modyfikacji czasteczki tego bialka. Z tych wzgledéw temat i zakres badan dysertacji
doktorskiej uwazam za trafiony i interesujacy, gdyz uzupelnia nasza wiedz¢ o biochemii i
funkcji katepsyny B, w tym rol¢ w metastazie nowotworow.



Oceniana rozprawa doktorska mgr Izabeli Szczuki obejmuje 107 stron standardowych
tekstu, w tym 27 ilustracji (rysunkéw, schematow, wykreséw i fotografii) oraz 8 tabel we
wszystkich czesciach pracy. Jest podzielona na typowe dla rozpraw doktorskich czgsci, czyli
wstep i cel pracy, oraz czesé doswiadczalng podzielona na materialy i metody, wyniki,

dyskusje, wnioski, streszczenie po polsku i po angielsku oraz spis literatury.

Doktorantka rozpoczyna swoja rozprawe doktorska od 20-stronicowego przegladu
literatury na temat katepsyny B. Omawia sama katepsyn¢ B (w tym jej miejsce w
klasyfikacji enzyméw proteolitycznych, zaréwno EC, jak i MEROPS; jej strukture
przestrzenna i mechanizm katalityczny; synteze, lokalizacj¢ i1 funkcje w  stanach
fizjologicznych; funkcje w stanach patologicznych) jak i inhibitory (z naciskiem na 3-
bromopirogronian, jego strukturg i wiladciwosci chemiczne, jego transport do wnegtrza
komorki, jego wplyw na enzymy szlakow metabolicznych oraz wplyw na organizmy
pasozytnicze, grzyby i bakterie). Omawia takze relacje katepsyny B i 3-bromopirogronianu z
nowotworami, potencjalng rol¢ katepsyny B w chorobach nowotworowych, jej lokalizacje
oraz kierowanie i sekrecje¢ na zewnatrz komérki, w tym asocjacj¢ z blong komoérkows).
Dodatkowo skupia si¢ na roli katepsyny B w nowotworach jelita grubego, oraz 3-
bromopirogronianie jako zwiazku o potencjalnych wiasciwosciach przeciwnowotworowych.
Cenne jest doprowadzenie cytowanych publikacji do roku biezacego, co dowodzi dobrego
podejscia do doboru literatury oraz umiej¢tnego wykorzystywania zrodet..

Zagadka jest dla mnie okreslenie ,,Propeptyd, wiazacy si¢ z enzymem podobnie jak
substrat, ale w przeciwnym do niego kierunku...” (cho¢ domyslam si¢ o co chodzi). Tutaj
mozna by réwniez podyskutowaé o okresleniach typu — widok czasteczki biatka ,,0od frontu”
lub ,,0d gory”, czy subdomena (nie domena) ,,lewa” lub ,,prawa”, ktére to okreslenia nawet w
oryginalnych publikacjach sa brane w cudzystéw. Definiowanie powinno si¢ odbywa¢ w
oparciu o koniec N i koniec C polipeptydu. Podobnie okreslanie inhibitoréw kompetycyjnych
jako konkurencyjne, podczas gdy lcpsze tlumaczenie stlowa angielskiego to rywalizujace.
Albo zgodnie z podrecznikami biochemii pozostawienie okreslenia oryginalnego (cho¢ to
anglicyzm, ale czyz biochemia nie posluguje si¢ w wigkszosci terminami angielskimi).
Jednak to historia na osobng dyskusj¢, podobnie jak, w innym obszarze biochemii, nazywanie
chaperonéw biatkami opiekuficzymi (opieka ciagla) a nie biatkami-przyzwoitkami (opieka

okresowa). Ponownie lepsze bylby termin oryginalny.




Brakuje mi réwniez wigkszej ilosci informacji o petli zamykajacej, kluczowej dla
przelacznika aktywnosci ,.endo-” — ,egzo-” oraz precyzyjniejszego okreslenia sposobu
asocjacji enzymu z blong komdrkowa (czy tylko histydyna?).

Co do celu pracy, to jest on przedstawiony w sposob zwiczly i klarowny, oraz
podkreslajacy oryginalnos¢ pracy. Ulatwia takze $ledzenie przez czytajacego nastgpujacej po

nim cz¢sci badawceze;j.

Materialy i metody sa czytelne oraz przedstawione w sposéb umozliwiajacy
powtérzenie i dokladniejsza analiz¢ badan w przysztosci. Odczynniki oraz aparatura
badawcza zostaly przedstawione w klarowny sposob w tabelach (w sumie 6 tabel). Test
migracji i test inwazyjnosci dla ulatwienia zostaly zilustrowane schematami na rysunkach.
Dwie rzeczy pobudzaja mnie do dyskursu. Pierwsza to ekspresja katepsyny B na powierzchni
komérek — chyba raczej ,,pojawienie si¢” na powierzchni komoérek, gdyz ekspresja
zarezerwowana jest dla genéw. A ekspresja w cudzystowie pojawia si¢ dopiero na stronie 55.
Druga to analizy spektrometryczne - czym jest niecate 0,2 kDa przy 25 kDa? Urozmaicone
metody badawcze $wiadczg o wszechstronnym i krytycznym podej$ciu mgr Izabeli Szczuki
do podjetego problemu badawczego. A ich uzycie dowodzi znajomosci trafnego dobierania

Wyniki opisane sa bardzo dobrze, a ich opracowanie graficzne jest poprawne i
czytelne. Dla osoby zajmujacej si¢ enzymologia niejako ,moéwiag same za siebie”.
Sumarycznie rozdzial ten czyta si¢ plynnie i poza jedna uwaga (racze) o charakterze
dyskusyjnym) nalezy uznaé go za bardzo dobra cz¢s¢ rozprawy doktorskiej mgr Izabeli
Szczuki, bedaca rownoczesnie pelna realizacja zatozonych celow pracy. Moja uwaga dotyczy
zymografii, czyli ryciny 25. Rzeczywiscie prazki po dzialaniu 3BrPA nie wydaja si¢ stabsze,
co jest ewidentne dla 2B3NAP, ale wykazuja tak zwane ,.dolne rozmycie”, co jest jednak
dowodem na jaka$ interakcje¢ z inhibitorem. Sadzg¢, ze nalezalo popracowaé jeszcze nad
zymografig (substrat i jego stezenie, stezenie Zelu, czasy inkubacji) i jej densytometria, ktéra

czesto ujednoznacznia interpretacije.

Dyskusja wynikow jest wnikliwa i do§é obszema, daje tez ,,rzut” wynik6w doktorantki
na wyniki i dyskusje innych badaczy tematu. Dowodzi to zapoznania si¢ doktorantki z
optymalnym doborem technik i narzedzi badawczych do analizy zagadnienia. Poza paroma

rzeczami do polemiki, nalezy uznaé, ze jest ona prowadzona w sposob rzeczowy i krytyczny,



$wiadczacy o satysfakcjonujacej znajomosci zagadnienia, czyli enzymologii i funkcji

katepsyny B oraz jej inhibitora 3BrPA.

Polemizowaé mozna z takimi rzeczami w dyskusji jak:

rozklad biatek (obejmujacy ich aktywacje i wytwarzanie izoform — tzw. nicking) to tez
szlak metaboliczny, cho¢ posredni a nie podstawowy czy wtémy (z kolei bardziej
typowy do réznicowania tkanka normalna — nowotwor);

poréwnanie miejsc katalitycznych enzyméw metabolizmu podstawowego (np.
heksokinazy) i triady katalitycznej katepsyny B daje odpowiedZ na ko-inhibicj¢ in
vitro (byé moze i in vivo)— i tu, i tu mamy Asn; dzialanie na Cys jest dodatkowym (?)
oddziatywaniem inhibitora;

poréwnywanie katepsyny B ze zdrowej watroby z enzymem z nowotworow tez jest
obarczone pewnym przyblizeniem, ze wzgledu choéby na nie rozpoznane izoenzymy i
izoformy;

w dyskusji z Hulkover’em i wsp. przychylam si¢ do zdania doktorantki, ze decyduje
nie ilo§¢ komérek, a sposéb hodowli (jak w pracy!); cho¢ mozna by si¢ pokusi¢ o
zbadanie enzymu w subfrakcjach komérkowych;

dowody na wnioski idace dalej niz wynikajace z czg¢sci do§wiadczalnej pracy, co do
biosyntezy, dystrybucji i sekrecji katepsyny B, sa chyba jeszcze za stabe;

chyba nie bada si¢ inhibicji biatek rozfaldowanych i zdenaturowanych; pojawiajaca si¢
wtedy wielokrotnos¢ wiazania inhibitora jest wynikiem dostgpnosci aminokwasow
spoza centrum aktywnego;

no i odwieczna dyskusja co do substratéw syntetycznych; analizy kliniczne — ,,tak!”,

ale enzymologia (w tym mechanizm inhibicji i sposoby oddziatywania) - ,,nie!”.

Rozprawe koncza zwigzle Wnioski, ktore sa chyba $mielsze co do braku alkilacji niz

dyskusja wynikéw i za malo $miale co do metastazy w stosunku do dyskusji wynikow.

Streszczenie w jezyku polskim i angielskim stanowi klarowny bryk do zawartosci dysertacji
doktorskiej.

Drobne pomylki i literéwki oraz pare zjawisk typu ,jest — nie ma”, ze wzgl¢gdu na

obszerno$é poruszanych zagadnien oraz duza ilo$¢ cytowan praktycznie nie majg znaczenia.

Powinny by¢ wylapane, w miar¢ mozliwosci do konca, przed opublikowaniem pracy lub jej

fragmentow. Istotnych bledéw redakcyjnych, jezykowych czy nomenklaturowych nie



zauwazylem. Poprawno$é formalno-j¢zykowa, stylistyczna i interpunkcyjna nie budzi

istotnych zastrzezen.

Powyzsze uwagi i polemiki nie maja wptywu na dobra merytoryczng wartos¢ pracy
doktorskiej i jej ogélng wysoka pozytywna oceng. Dla doktorantki powinny za$ stanowi¢
bodziec do dalszego treningu precyzyjnego myslenia czy wyrazania w pelni swoich, jaki i
innych autoréw, hipotez i przemyslen otrzymywanych rezultatéw badan. Cala dysertacj¢
czyta si¢ plynnie i, mimo pewnych wyhamowan, z duza przyjemnoscia. Jest jedna z licznych
prac o katepsynie B, ale reprezentuje nieco $wiezsze podejscie do zagadnienia (i przez to

moze by¢ uwazana za oryginalng).

Reasumujac, stwierdzam, ze praca doktorska Izabeli Szczuki pod tytulem ,,Wplyw 3-
bromopirogronianu na wlasciwosci katepsyny B w aspekcie potencjalu metastatycznego
komoérek raka jelita grubego” spelnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. Nr 65, poz.595, z p6zn. zm.). W pelni odpowiada wymogom stawianym
rozprawom doktorskim, jest dobrze zaplanowana, starannie wykonana i poprawnie napisana.
Jest takze przykladem rozwiazywania problemu naukowego z wykorzystaniem r6znych
metod badawczych, zawiera elementy nowosci naukowej i dowodzi osiagni¢cia zamierzonego
celu. Otwiera rowniez perspektywe dalszego rozwoju naukowego mgr Izabeli Szczuki w
wyznaczonym przez jej prac¢ kierunku, a takze mozliwo$¢ praktycznego zastosowania
rezultatow przedstawionych badan w praktyce klinicznej.

Uwzgledniajagc warto$¢ poznawcza rozprawy doktorskiej i wykazang przez
doktorantke dobra znajomo$é problematyki przedkladam Radzie Naukowej Wydziatu
Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu wniosek o dopuszczeni mgr Izabeli

Szczuki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. prof. dr hab. Kizyszlof Grayiriowicz
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