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pt. ,Analyzing the proteolytic network interactions of tissue kallikreins and

matrix metalloproteinases”

Enzymy proteolityczne od lat stanowig ciekawy obiekt badawczy ze wzgledu na ich
zaangazowanie w kontrole niemal wszystkich Sciezek metabolicznych w organizmach
zywych, jak réwniez ich udziat w rozwoju wielu choréb. Jednym z najbardziej gorgcych
tematow badawczych w ostatnich latach w proteolizie jest wzajemne oddziatywanie roznych
proteaz pomiedzy sobg w tej samej lokalizacji, a czesto rowniez czasie. W przedstawionej do
oceny pracy Doktorantka podjeta sie proby wyjadnienia szeregu takich Sciezek, a wartym
podkreslenia jest fakt, iz dominujgce obiekty badawcze w pracy, czyli kalikreiny oraz MMPs
w ostatnich latach byly uwazane za ,czarne owce” wsrdd proteaz, niemniej w ostatnim czasie
ze wzgledu na nowe odkrycia w zakresie ich funkcji staty sie ponownie wdziecznym

obiektem badan. Praca zostata wykonana na Wydziale Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii



Uniwersytetu Jagiellonskiego, a jej promotorami byli prof. dr hab. Jan Potempa oraz dr

Tomasz Kantyka posiadajgcy bardzo duze doswiadczenie w prowadzeniu tego typu badan.

Opublikowany dorobek naukowy Doktorantki stanowig cztery prace w bardzo
dobrych recenzowanych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym (Journal of Biological
Chemistry (2016), Scandinavian Journal of Reumathology (2019) oraz dwukrotnie
International Journal of Molecular Sciences (2019)). Przedstawiona do oceny rozprawa
doktorska liczy 122 strony i ma klasyczny ukifad, a takze jest napisana w jezyku angielskim.
W pierwszej czesci bedacej wstepem teoretycznym Doktorantka w sposdb wyczerpujgcy
przedstawia zagadnienia bedgce przedmiotem postawienia hipotezy badawczej. Doktadnie
opisuje budowe oraz zaleznosci w macierzy zewnatrzkomoérkowej, wszystkie badane
proteazy i mozliwe zaleznosci pomiedzy nimi, a takze ich do tej pory poznane funkcje jak
réwniez aspekty zwigzane z dysregulacjg prowadzace do réznych choréb. Wstep czyta sie
bardzo dobrze i dostarcza on wszystkich niezbednych informaciji. Cytowana literatura zostata
poprawnie dobrana, a duzg jej czes¢ stanowig oryginalne prace zrodiowe. Catkowita liczba
cytowan literaturowych oraz zrédet internetowych w pracy jest imponujgca i wynosi 191. Z
calg pewnoscig wstep jest materiatem do napisania pracy przeglgdowej, a zwazajgc na
obecnie intensywne badania w tym zakresie wielu grup badawczych, taka praca ma szanse
spotka¢ sie z duzym zainteresowaniem. Cel pracy, czyli zdolnos¢ kallikrein (KLK) do
aktywacji proteinaz MMPs i aktywacji zymogenow KLKs za posrednictwem gingipain zostat
opisany jasno i precyzyjnie na jednej stronie w drugiej czesci dysertaciji.

W kolejnych trzech rozdziatach (Materials; Rozdziat 7, Methods; Rozdziat 8 i
Results; Rozdziat 9) Doktorantka przedstawia wszystkie metody eksperymentalne uzyte w
pracy, a takze opis eksperymentow i ich analize. Analiza tej czesci dysertacji wskazuje, iz
Doktorantka opanowata w czasie studiow doktoranckich bardzo szeroki wachlarz metod z
zakresu biochemii, biologii molekularnej i biologii, a tym samym Jej badania mozna uznac¢ za
te o charakterze interdyscyplinarnym. Wykonane eksperymenty zostaty przedstawione
rzeczowo i doktadnie i bez problemu mogtyby zosta¢ powtdrzone przy wykorzystaniu opiséw
dysertacji. WartoS¢ eksperymentalna zaprezentowanych nowych metod w pracy jest duza i
oceniam jg wysoko. Przeprowadzone analizy wynikéw eksperymentalnych takze sg na
bardzo wysokim poziomie merytorycznym. Bardzo podoba mi sie tok rozumowania
prowadzacy do wyboru kolejnych eksperymentow prowadzacych do udowodnienia hipotezy
badawczej. Doktorantka w pierwszym etapie uzywa autorskiej technologii CleavEx
opracowanej w laboratorium prof. Potempy do identyfikacji miejsc hydrolizy proMMPs przez
KLKs, co prowadzi do wytonienia kandydatow do dalszych badan. W kolejnym etapie
prowadzi analize aktywacji natywnych proMMPs wykorzystujgc syntetyczne substraty i

zymografie, a ostatecznie prowadzi eksperymenty komorkowe w zakresie aktywacji



proMMP14 przez KLK14. Jest to naprawde bardzo elegancki ukifad eksperymentalny i
wskazuje na dojrzatos¢ doktorantki oraz duzg wiedze w zakresie planowania i prowadzenia
eksperymentow. Moja uwaga dotyczy tutaj stowa ,fluorescence” na stronie 41, ktére zostato
tutaj niepoprawnie uzyte. W przypadku opisu substratéw poprawny zapis to ,fluorogenic
substrate”, za$ stowo ,fluorescence” odnosi sie do samego zjawiska fluorescenciji. Z kolei na
tej samej stronie w opisie substratu butyloxycarbonyl-Val-Pro-Arg-7-amido-4, brakuje tert
przed butyloxycarbonyl. Z kolei na stronie 60 przy opisie eksperymentow Kkinetyki
enzymatycznej uzywano do$¢ wysokiego stezenia (10 pM) substratéw fluorogenicznych.
Czym to zostalo podyktowane i czy wartos¢ ta jest ponizej K, wobec badanych enzymow?
Prosze réwniez o wyjasnienie dlaczego w przypadku kinetyki enzymatycznej opisanej w
podrozdziale 8.24 na stronie 65 uzywano bardzo wysokich stezeh substratow (nawet 500
MM). Struktura substratéw wskazuje, iz majg one dos$¢ hydrofobowy charakter, a tym samym
przy tak wysokim stezeniu w buforze mozna spodziewa¢ sie ich wytrgcania. Czy
przeprowadzono testy w zakresie rozpuszczalnosci tych substratéw  przed
przeprowadzeniem eksperymentow kinetyki enzymatycznej? Prosze rowniez o komentarz
jak stezenia KLKs oraz proMMPs w bibliotece CleavEx (Figure 10), a takze w pdzniejszych
eksperymentach z wykorzystaniem tych enzymow odnoszg sie do ich endogennych stezen.
Czy w ogdle znane sg te wartosci? Z kolei w zdaniu ,Arginine-specific gingipain A, HRgpA,
successfully hydrolyzed all of the sequences containing an arginine residue at the expected
P1’ site....” powinno by¢ nie P1" a P1.
W rozdziale Dyskusja Doktorantka w sposob dojrzaty opisuje wyniki swoich badan,
a takze prowadzi dyskusje poréwnawczg w aspekcie juz opublikowanych wynikéw. Analiza
tego rodziatu pozwala z catg pewnoscig stwierdzic, iz dysertacja zawiera wiele wynikéw o
wysokiej wartosci naukowej i na bardzo dobrym poziomie merytorycznym. Wiele wynikéw ma
zdecydowanie nowatorski charakter i otwiera catkowicie nowe kierunki badawcze.
Szczegdblnie cenne w aspekcie catej pracy jest udowodnienie zdolnosci KLK14 do aktywac;i
MT1-MMP, a takze pbézniejsze ich oddzialywanie. Wazng obserwacjg jest takze ta
wskazujgca na aktywacje kalikrein przez gingipainy. Krytyczne podsumowanie swoich badan
jest dowodem na duzg dojrzato$¢ naukowg Doktorantki, a poprawna analiza otrzymanych
wynikow w odniesieniu do zatozonych celow pracy jest dowodem na duze doswiadczenie
naukowe zdobyte w czasie wykonywania zadan badawczych. Na szczegdine podkreslenie
zastugujg rysunki pokazujgce zaleznosci w badanych $ciezkach proteolitycznych. Smiato
moge powiedzie€, iz otrzymane wyniki majg znamiona waznego odkrycia naukowego, a
przedstawiony w pracy materiat badawczy z pewnoscig ma szanse na publikacie w
czasopismie o duzym wspotczynniku oddziatywania.
Przedstawiona do oceny przez magister Katherine Falkowski praca doktorska jest

napisany w sposob jasny i przejrzysty. Doktorantka nie unikneta drobnych btedow



jezykowych czy typograficznych, niemniej nie majg one negatywnego wptywu na wartos¢

merytoryczng wynikow.

Podsumowujgc, przedstawiona rozprawa doktorska magister Katherine Falkowski pod
tytutem ,Analyzing the proteolytic network interactions of tissue kallikreins and matrix
metalloproteinases” ma oryginalny oraz nowatorski charakter, a zawarte w niej wyniki badan
majg zdecydowanie cechy nowosci naukowej. Zamieszczone tutaj uwagi i zastrzezenia nie
majg wptywu na mojg bardzo wysokg ocene pracy. Po catkowitej ocenie przedstawionej
pracy z catg pewnoscig stwierdzam, iz spetnia ona wszystkie zwyczajowe iustawowe
wymagania stawiane pracom doktorskim. Podkreslajgc wysoki poziom merytoryczny pracy,
bardzo dobry dorobek naukowy oraz duzy wplyw wynikéw na rozwdj dyscypliny wnosze o
wyroznienie pracy odpowiednig nagroda.

Whnosze wiec o dopuszczenie przez Rade Dyscypliny Nauk Biologicznych Uniwersytetu

Jagielloriskiego mgr Katherine Falkowski do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z wyrazami szacunku

prof. dr hab. Marcin Drag
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