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Recenzja pracy habilitacyjnej dr inz. Wioletty Rut
pt. ,Obrazowanie aktywnosci proteaz wirusowych za pomoca selektywnych narzedzi chemicznych”

Wstep

Recenzja pracy habilitacyjnej dr inz. Wioletty Rut pt. ,,Obrazowanie aktywnosci proteaz wirusowych za
pomocy selektywnych narzedzi chemicznych” jest wykonywana w oparciu o przepisy zawarte w rozdziale 3
ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz 742). Wedtug
przedstawionego przez habilitanta autoreferatu, kandydatka nie ubiegat sie wczesniej o nadanie stopnia
doktora habilitowego.

Przebieg pracy naukowo-zawodowej

Pani dr inz. Wioletta Rut od poczatku kariery jest zwigzany z Wydziatem Chemicznym Politechniki
Wroctawskiej, gdzie ukonczyt studia inzynierskie (01.2012), magisterskie (06.2013) jak i doktoranckie
(01.2018). Promotorem jej pracy magisterskiej oraz doktorskiej byt prof. Marcin Drag. Od maja 2016 roku pani
dr Rut byta zatrudniona na Wydziale Chemicznym PW, poczatkowo na stanowisku asystentki w Zakfadzie
Chemii Bioorganicznej, a nastepnie w Katerze Chemii Biologicznej i Bioobrazowania. Od 10.2021 pracuje na
stanowisku adiunkta badawczo-dydaktycznego.

W lipcu 2022 pani dr inz. Wioletta Rut odbyta staz w Pracowni Neurobiologii Instytut Biologii Doswiadczalnej
im. M. Nenckiego PAN w Warszawie o blizej nieokreslonej dtugosci. W dokumentacji habilitantki brak
informacji o jakichkolwiek innych wyjazdach naukowych.

Informacje o osiaggnieciu i dorobku habilitantki

Przedstawiona mi do recenzji praca habilitacyjna jest monotematycznym cyklem 6 publikacji, z czego 5
artykutéw opublikowano w czasopismach z listy JCR za$ jeden jest rozdziatem ksigzkowym typu protokot
badawczy zamieszczonym w ksigzce z serii ,Methods in Molecular Biology” (Springer Protocols).

Cykl opublikowany zostat w czasopismach chemicznych z najwyzszej potki reprezentujacych pierwszy kwartyl
wg Web of Knowledge w dyscyplinach chemicznych. Sumaryczny IF cyklu wynidst 50,4 pkt. zas catkowita liczba
niezaleznych cytowan cyklu bez autoryzowan wynosi az 443. Na szczegdlng uwage zastuguje opublikowanie
wynikéw osiggniecia habilitantki w takich czasopismach jak Science Advances czy Nature Chemical Biology.

Na caty dorobek habilitantki sktada sie 30 publikacji cytowanych 740 razy przy wspoétczynniku H na poziomie
16. Na uwage zastuguje bardzo wysoki sumaryczny wspdtczynnik IF catosci dorobku (235,6) wskazujgcy na fakt,
ze habilitantka stara sie publikowaé w czasopismach o wysokich standardach i wymagajgcych zespotach
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redakcyjnych. Na koniec nalezy wspomnie¢, ze dorobek pani doktor opublikowany przez doktoratem sktada

sie 9 prac o sumarycznym IF 67.6 oraz cynowaniach na poziomie 143.

Cykl opisujgcy osiaggniecie sktadajgca sie z prac wieloautorskich, gdzie liczba autoréw waha sie pomiedzy 3
(praca H6) a 11 (praca H4 w Science Advances) co jest naturalng konsekwencjg prowadzenia badan na styku
dyscyplin chemii, enzymologii i biologii komérki. W pracach przedstawionych do oceny habilitantka ma
zdecydowanie wiodacg role, bedac we wszystkich pracach pierwszym autorem, a w 5 z nich ko-
korespondencyjnym (zazwyczaj wraz z prof. M. Dragiem, chociaz w pracy H4 na liscie autoréw byto az 5
autordéw korespondencyjnych). W dokumentacji habilitacyjnej doktorantka szczegétowo opisuje swéj wktad w
badania przedstawione w ramach cyklu. Na podkreslenie zastuguje samodzielne , opracowanie koncepcji
badan” lub , koncepcji syntezy” oraz ,,zaplanowanie eksperymentédw” w pracy H1-5. Réwniez w wiekszosci prac
doktorantka samodzielnie przeprowadzita wigkszo$é syntez substratow/markeréw oddziatywujgcych z
badanymi proteazami jak i byta autorem pierwszej wersji tekstu publikacji (w co najmniej 70%). Nalezy jednak
zauwazy¢, ze analiza wynikéw uzyskanych w ramach prowadzonych badan byta prowadzona wspdlnie z prof.
Marcinem Dragiem. Réwniez wg. przedstawionych przez wspdtautoréw oswiadczen autorem koncepcji
wykorzystania nienaturalnych aminokwaséw do okreslania specyficznosci substratowej proteaz w pracach
oryginalnych (H1-5) byt prof. Marcin Drag, za$ pozostali autorzy odpowiadali za ekspresje i biochemiczng
charakterystyke badanych proteaz, analize ich aktywnosci z wykorzystaniem opracowanych przez habilitantke
narzedzi, w szczegdlnosci w prébkach komérkowych z zastosowaniem mikroskopii konfokalnej oraz w
probkach rzeczywistych pobranych od pacjentéw. W mojej ocenie wymagatoby doprecyzowania, w jakim
zakresie ,samodzielne opracowanie koncepcji badan” czy ,koncepcji syntezy markeréw/substratéw
fluorogenicznych” wykracza poza opracowanie ,koncepcji wykorzystania nienaturalnych aminokwaséw do
kreslenia specyficznosci substratowej proteaz” HyCoSul — co jest niewatpliwym osiggnieciem prof. Marcina
Draga. W mojej ocenie osiggniecie habilitantki jest niewatpliwie przyktadem bardzo efektywnego
zastosowania metody HyCoSul, ale nie jest dla mnie jasne, na podstawie przedstawionej dokumentacji, w
jakim zakresie pani dr Rut rozwineta koncepcje swojego bytego promotora prowadzac badania w jego grupie.

Habilitantka w autoreferacie bardzo pobieznie i krétko (jeden akapit) opisata ,istotng aktywnos¢ naukowa
realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegdlnosci
zagraniczne]”. Wg. przedstawionych informacji pani doktor prowadzita badania w Instytucie Biologii
Doswiadczalnej PAN w Warszawie nad obrazowaniem aktywnosci metaloproteinazy macierzowej 9 w
hodowlach pierwotnych neurondéw hipokampalnych szczuréw z zastosowaniem opracowanego przez nig
wewnetrzne wygaszonego markera chemicznego. Aby uznaé¢ te dziatalnos¢ za istotng, nalezatoby
skonfrontowac jej opis z owocami tej wspotpracy. W zataczniku 4 pt. ,Wykaz osiggnieé¢ naukowych” trudno
jednak doszukad sie sladéw tej wspotpracy poza jedng publikacjg (Poreba M., Szalek A., Rut W., Kasperkiewicz
P., Rutkowska-Wtodarczyk I., Snipas S. J., Itoh Y. Turk D., Turk B., Overall Ch., Kaczmarek L., Salvesen G. S., Drag
M.,, Highly sensitive and adaptable fluorescence-quenched pair discloses the substrate specificity profiles in
diverse protease families” Scientific Reports, 2017, 7, 1-13), gdzie na liscie autoréow znajdujg sie zaréwno
habilitantka jak i prof. Leszek Kaczmarek. Jest to jednak publikacja z czasow doktoranckich habilitantki i
poprzedza jej staz w Instytucie Neckiego. Nie znalaztem réwnie sladéw wynikéw tej wspotpracy w
doniesieniach konferencyjnych. Z drugiej strony prace habilitantki zostaty wykonane w ramach bardzo
szerokiej wspotpracy miedzynarodowej, z grupami badajgcymi proteazy wirusowe zaréwno na poziomie
molekularnym, komérkowym jak i w preparatach pobranych od pacjentéw. Odnosze wiec wrazenie, ze
dziatalnos$¢ habilitantki w rzeczywistosci znacznie bardziej wykracza poza jednostke macierzystg niz opisano to
w dokumentacji. Poniewaz spetnienie tego kryterium jest wymagane przez ustawe, wnioskuje o zaproszenie
habilitantki do wyjasnienia tej kwestii, tak aby mozliwa byta ocenia ,istotnosci” owej dziatalnosci poza
Politechnika Wroctawska.
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Informacje o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych i popularyzatorskich kandydatki.

Habilitantka dopiero od pazdziernika 2021 zatrudniona zostata na stanowisku badawczo-dydaktycznym.
Prowadzi zajecia dydaktyczne z podstaw chemii organicznej oraz chemii organicznej, chemii produktéw
naturalnych oraz metod analitycznych dla biotechnologii (gtéwnie zajecia laboratoria i ¢wiczenia). Prowadzi
rowniez zajecia ze spektroskopii fluoresencyjnej i bioobrazowania oraz dziata w komisjach do przeprowadzania
egzamindw dyplomowych na | i Il stopniu studiow.

Pani doktor petnita role promotora pomocniczego w przewodzie doktorskim, promotora dwdch prac
magisterskich oraz opiekuna 4 prac magisterskich i dwdch inzynierskich.

Pani Wioletta wykazywata sie duzg aktywnoscig popularyzatorska w trakcie pandemii COVID-19, bedac
bezposrednio zaangazowang w badania nad koronawirusem SAR-CoV-2. Moze rdwniez poszczyci¢ sie
wspodtpracy z otoczeniem gospodarczym, w szczegdlnosci sprzedazg licencji japonskiej firmie Peptide Institute
Inc. dotyczacej sekwencji fluorogenicznych substratow i inhibitora do badan proteazy MP™ SAR-CoV-2, jak
rowniez miedzynarodowym (PCT) zgtoszeniem patentowym pt. ,,Compounds for the treatment or diagnosis
of COVID-19”. Zdziwienie budzi niewielka aktywnos¢ habilitantki w zakresie uczestnictwa w konferencjach
(zaledwie 8 wystgpien w latach 2018-2023) pomimo uczestnictwa i kierowania licznymi projektami
grantowymi oraz uzyskiwania wynikéw na najwyzszym poziomie.

Informacje powyzsze nie wptywajg jednak na mojg ocene osiggniecia, ktdra oparta jest wytgcznie o autoreferat
oraz tresc szesciu prac cyklu habilitacyjnego.

Ocena jednotematycznego cyklu publikacyjnego zgtoszonego przez habilitantke do postepowania
habilitacyjnego

Jak wskazuje tytut pracy habilitacyjnej dr inz. Wioletty Rut (,Obrazowanie aktywnosci proteaz wirusowych za
pomocg selektywnych narzedzi chemicznych”) watkiem przewodnim osiggniecia pani Wioletty Rut byto
opracowanie markeréw chemicznych proteaz wirusowych, ktore pozwalajg sledzi¢ aktywnos¢ enzymatyczng
lub przeprowadzac¢ detekcje obecnosci proteaz nawet w obecnosci innych enzymoéw tej klasy (markery oparte
o selektywne inhibitory). W ramach swojej pracy habilitantka opracowywata peptydy selektywnie wigzane
przez badana przez nig proteazy wykorzystujgc kombinatoryczng metodologie ,Hybrid combinatorial
substrate library”, HyCoSulL opublikowana w roku 2014 przez promotora jej pracy doktorskiej, prof. Marcina
Draga. Metodologia ta bazuje na syntezie réznych peptydéw z biblioteki naturalnych i nienaturalnych
aminokwasow i selekcji tych, ktére wykazujg najbardziej specyficzne wigzanie do badanego enzymu. Badania
prowadzone przez habilitantke okazaty sie niezwykle aktualne i istotne wraz z wybuchem pandemii COVID-19
z poczatkiem 2020 roku. W efekcie adekwatnej specjalizacji habilitantki (doktorat z opracowania markeréw
proteaz cysteinowych i treoninowych) oraz doswiadczenie kierownika grupy, prof. M. Draga w badaniu proteaz
wirusa SAR-CoV mozliwe stato sie przeprowadzenie badan de facto na pierwszej linii walki z pandemis.
Habilitantka podzielita cykl na publikacje zorientowane na monitorowanie aktywnosci ludzkich i wirusowych
proteaz deubikwitynujgych (chociaz temat osiggniecia zaweza oceniany zakres jedynie do enzyméw
wirusowych) oraz prace poswiecone proteazie MP™ i PLP™ pochodzacej z wirusa SARS-CoV-2. | to wiasnie
opracowanie zwigzkdéw wigzgcych sie do tymi proteazami habilitantka wyrdznita, jako nadrzedny cel swoich
badan. Takie postawienie akcentéw nie moze dziwi¢, chocby ze wzgledu na wysoki poziom oddziatywania
prowadzonych przez habilitantke badan nie tylko na uprawiang przez nig dyscypline naukowa, ale réwniez na
gospodarke i spoteczenstwo (w szczegdlnosci mam tu na mysli przemyst farmaceutyczny i rozwéj lekéw
przeciwwirusowych).
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W pracy H3 habilitantka zmierzyta sie z problemem opracowania substratéow fluorescencyjnych dla ludzkiej

deubikwitynazy UCH-L3 oraz wirusowej proteazy MERS-CoV PLP™. Pomimo opracowania specyficznych
tetrapeptyddéw dla obu biatek habilitantka nie byta w stanie zaobserwowadé aktywnosci biologicznej ze wzgledu
na koniecznosé oddziatywania proteaz z ubikwityng (i wynikajace z tego oddziatywania zmiany konformacyjne
proteaz). Problem ten habilitantka rozwigzata metodg chemiczng, a nie biotechnologiczng, tzn. przeprowadzita
petna synteze fragmentdéw peptyddw budujacych ubikwityne, nastepnie potaczyta je i wyznakowata c-koniec
biatka nieproteogenicznymi aminokwasami oraz fluorescencyjnym ACC (7-amino-4-
karbamoilmetylocoumaring). W efekcie udato sie uzyska¢ nowe substraty, ktdre wykazywaty sie wieksza
selektywnoscig niz referencyjny Ub-ACC ktdry byt hydrolizowany przez oba enzymy. Uzyskany Ub-UCHL3-2-
ACC nie byt rozpoznawany przez MERS PLP™ przy jednoczesnym zachowaniu tego samego poziomy wigzania i
podobne] szybkosci konwersji jak w przypadku substrat referencyjnego. Z kolei substrat Ub-MERS27-ACC
wykazywat o dwa rzedy nizszg statg specyficznosci (keat/Km) W reakcji z UCH-L3 w poréwnaniu do Ub-ACC. W
tym miejscu, niejako na marginesie, nalezy zwrdci¢ uwage habilitantki na niescistos¢ w autoreferacie.
Uzyskane substraty byly w rzeczywistosci rozpoznawane ,gorzej” od substratu referencyjnego (wyisze
wartosci Kn) natomiast efektem pracy byto znaczacy wzrost selektywnosci otrzymanych zwigzkow (wigzaty sie
preferencyjnie z jedng z dwdch badanych proteaz). Na koniec habilitantka zamienita znacznik ACC na
winylometyloestr na C-koncu oraz wprowadzita na N-koniec biatka biotyne. Takie zmiany umozliwity
selektywne kowalencyjne wigzane inhibitora w centrum aktywnym i detekcje enzyméw w ekstraktach
komodrkowych. Co wiecej, dzieki wyznakowaniu kowalencyjnego markera za pomocg biotyny mozliwa byta
selektywna izolacja proteaz z ekstraktéw komodrkowych. Czes¢ cyklu zamyka praca H6, ktéra jest bardzo
szczegdtowym i przejrzyscie napisanym protokotem, dostarczajgcym cennych uwag na temat syntezy
substratéw/markeréw jak i przeprowadzania testow kinetycznych. S3 to informacje praktyczne, ktérych
zazwyczaj nie sposob znalez¢ nawet w suplementach publikacji (np. dotyczacych doboru buforu czy czasu
inkubacji proteazy z substratem). Dlatego bardzo wysoko oceniam wysitek jaki habilitantka wtozyta w
przygotowanie takiego protokotu, w szczegdlnosci wobec mizernego wynagrodzenia (w sensie punktowym)
jaki naukowiec dostaje za opublikowanie takiej pracy. Tymczasem poziom szczegétowosci przedstawionych
tam protokotéw eksperymentalnych jest nie do przecenienia dla kazdego naukowca, czy to w dziatajgcego w
akademii czy w przemysle, ktory chciatby prowadzi¢ podobne badania nad proteazami.

Druga czes$¢ cyklu skupia sie juz stricte na proteazach wirusowych. Te czes¢ cyklu otwiera praca H1 poswiecona
detekcji proteazy NS2B-NS3 wirusa Zika. Zasadniczo postepowanie badawcze w tym przypadku nie odbiega od
opracowanego przez habilitantke schematu, a wiec w pierwszym kroku optymalizacja specyficznosci
znakowanych  kumaryng  substratow  tetrapeptydowych, nastepnie analiza kinetyczna dla
wyselekcjonowanego substratu, zamiana fluorogenicznego znacznika na grupe wigzacg (tutaj fosfonian
difenylowy) i pomiar nieodwracalnej inhibicji zakonczony detekcjg znakowanych enzymoéw na membranie za
pomocg specyficznego odczynnika wykrywajgcego biotyne (IRDye® 800CW Streptavidin). Po
zoptymalizowaniu sekwencji selektywnie rozpoznawanej przez proteaze NS2B-NS3 w wirusie Zika habilitantka
podjeta badania majgce wykazaé, czy otrzymany zwigzek umozliwia réznicowanie pomiedzy protezami
pochodzgcymi z réinych wiruséw (wirusa zachodniego Nilu i Dengi — praca H2). Badania wykazaty, ze
podobienstwo strukturalne proteazy NS2B-NS3 w tych wirusach uniemozliwia catkowitg selektywnos¢
zwigzkdéw otrzymanych nawet z wykorzystaniem niebiatkowych aminokwaséw, chociaz udato sie uzyskac
specyficznosé¢ wobec proteazy DENV2. Nalezy podkreslié, ze opracowana przez habilitantke metodologia
poréwnawczej oceny selektywnosci wigzania markerow ma duze znacznie dla potencjalnego zastosowania
opracowywanych przez nig markerdw, ze wzgledu na przetestowanie specyficznosci zwigzkéw nie tylko w
wigzaniu sie do proteaz wirusa ale réwniez do licznych proteaz wystepujacych w komdrce zakazonego
gospodarza (i to zaréwno w przypadku zastosowan diagnostycznych jak i terapeutycznych).
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Ostatnie dwie prace H5 i H4 koncentrujg sie na rozwigzaniu bardzo aktualnych probleméw zwigzanych z
globalna infekcjg koronawirusa SARS-CoV-2. Obie prace zostaty wydane bardzo szybko po wybuchu pandemii,
bo juz w 2020 i 2021 roku co $wiadczy o duzej intensywnosci badan, ktére habilitantka musiata prowadzi¢ w
sytuacji powszechnych obostrzen i lockdowndéw. Praca H5, ktéra ukazata sie w Nature Chemical Biology,
opisuje zastosowanie wypracowanej przez habilitantke metodologii do opracowania selektywnych
inhibitoréw oraz fluorescencyjnych markeréw wzgledem proteazy MP™. Ponownie strategia byta analogiczna
do opisanej powyzej - a wiec optymalizacja charakterystycznego tetrapeptydu i ocena parametrow
kinetycznych dla 3 najlepszych zwigzkéw wybranych w doswiadczeniu przesiewowym, nastepnie zamiana
grupy fluoroforowej na C-koncowa grupe wigzaca sie z enzymem (tj. winylowo-sulfonowa gtowice) w celu
wytworzenia inhibitora proteazy, oraz w N-koficowa grupe umozliwiajgcg detekcje — w tym przypadku w
biotyne lub barwnik. Przy okazji habilitantka pracujgc z miedzynarodowym zespotem udowodnita, ze gtdéwna
proteaza koronowirusa nie rézni sie specyficznoscig od proteazy pochodzacej z wirusa SARS-CoV, a wiec
opracowane wczesniej, m.in. w grupie prof. Draga, inhibitory, nadajg sie do ponownego zastosowania. Dzieki
kooperacji z grupa prof. Hilgenfelda udato sie uzyskaé strukture proteazy MP® w kompleksie z jednym z
inhibitoréw, potwierdzajgc tym samym mechanizm jego dziatania jako inhibitora kowalencyjnego. Mianowicie
zaobserwowano kowalencyjne wigzanie katalitycznej cysteiny oraz zajecie dziury oksoanionowej przez
inhibitor. Réwniez dzieki miedzynarodowej wspédtpracy z prof. Johanem Neytsem z KU Leuven w Belgii oraz
prof. Wojciecha Mtynarskiego z Uniwersytetu Medycznego w todzi, przetestowano opracowane przez
habilitantke zwigzki w warunkach klinicznych, wykorzystujgc Bodipy-QS5-VS do detekcji obecnosci wirusa w
komérkach nabtonka nosogardta pobranych od pacjentéow zakazonych koronawirusem. Przeprowadzono tez
charakterystyke inhibitoréw typu dose-response na uktadach komdérkowych watroby linii komdérkowej Huh7
wyznaczajac ich efektywnos¢ (ECso) oraz cytotoksycznosc (CCso). Praca ta w najlepszy sposéb udowadnia, ze
habilitantka osiggneta tytutowe selektywne obrazowanie — albowiem nie obserwowano niespecyficznego
wybarwienia komdrek pobranych od pacjentdw z grupy kontrolnej. Wynik ten jest o tyle istotny, ze ze
wzgleddw praktycznych nie sposdb przetestowaé selektywnosci inhibitorow wzgledem wszystkich proteaz,
jakie sg produkowane przez ludzkie komorki. A wiec potencjalnie nawet najlepsza optymalizacja specyficznosci
wzgledem proteazy wirusowej nie wyklucza aktywnosci krzyzowej. Eksperymenty na rzeczywistych
preparatach od pacjentdw wykazaty, ze opracowane narzedzia chemiczne s3 faktycznie selektywne a jezeli
jakas aktywnos¢ krzyzowa ma miejsce, to jest ona ponizej poziomu detekcji w mikroskopii konfokalnej.

Z kolei praca H4 poswiecona jest drugiej kluczowej proteazie koronawirusa, PLP™, ktéra nie tylko odpowiada
za rozcinanie poliproteiny wirusowej, ale rowniez wspomaga infekcje wirusowg dzieki swojej aktywnosci
deubikwytynujgcej i delSGujacej, co wptywa na zdolno$¢ zakazonej komarki do produkcji cytokin i chemokin
mobilizujgcych odpowiedZ na zakazenie wirusowe. Podobnie jak w poprzednich pracach habilitantka
przeprowadzita badania przesiewowe, ktdre doprowadzity do wyselekcjonowania preferencyjnie wigzanej
sekwencji. Habilitantka prowadzita badania poréwnawcze dla PLpro-CoV-2 z PLpro-CoV-1, wykazujgc duze
podobienstwo w specyficznosci obu wiruséw. Podobnie jak i w poprzedniej pracy udato sie
miedzynarodowemu zespotowi, w ktorym pracowata pani Wioletta Rut, uzyska¢ struktury kowalencyjnie
zinhibowanej proteazy (tym razem z dwoma réznymi zwigzkami). Nastepnie habilitantka wykorzystata swoje
doswiadczenie z proteazami deubikwytynujgcymi do charakterystyki dodatkowe aktywacji enzymow przez
obecnosé ubikwityny w substracie. Wyniki te sg bardzo wazne, gdyz wykazaty wptyw zmian mutacyjnych w
rejonie interakcji z ubikwityng na aktywnos¢ PLP™.

Jak nalezy oczekiwaé po tego typu badaniach, ktére na gorgco ukazujg sie w czasie globalnego kryzysu, obie
prace (H4 i H5) spotkaty sie z bardzo szerokim odbiorem naukowym i s3 wysoko cytowane w literaturze.
Jestem jednak przekonany, iz nawet bez ,koronawirusowej gorgczki” prace te zostatyby bardzo dobrze
odebrane przez srodowisko, ze wzgledu na wysoki poziom przedstawionych w nich wynikéw. Obie prace s3
rowniez dowodem, iz pani dr inz. Rut potrafi prowadzi¢ badania znacznie wychodzgce poza jej klasyczny
warsztat naukowy, kooperujgc z naukowcami z Polski i z zagranicy i majacych komplementarne umiejetnosci
do jej specjalizacji.
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Na koniec mojej recenzji, ktéra ma zdecydowanie pozytywny wydiwiek, chciatbym zataczyé drobng uwage
krytyczng. Analizujgc wyniki przedstawionego mi do oceny cyklu zapoznawatem sie nie tylko z samymi
publikacjami, ale i z dostepnymi w sieci materiatami uzupetniajgcymi, ktére sg w dzisiejszych czasach
nieodtgczng czescig publikacji w naukach przyrodniczych. Powodem tych poszukiwan byfa cheé dowiedzenia
sie czego$s wiecej na temat stosowanego przez habilitantke i jej wspdtautordw formalizmu opisu
nieodwracalnej inhibicji. Referencja cytowana przez habilitantke przy okazji wyznaczania kebs/[I] (Proc. Natl.
Acad. Sci. U. S. A. 111 (7), 2518e2523.) zasadniczo nie zawiera petnego opisu stosowanej metodologii,
aczkolwiek dostarcza wiecej informacji na temat sposobu prowadzenia eksperymentu. W cytowanej pracy
znalez¢ mozna jedynie kolejne odniesienie do trudnodostepnej pozycji ksigzkowej (Proteolytic Enzymes: A
Practical Approach). Tymczasem analiza kinetyczna prowadzona w obecnosci nieodwracalnych inhibitoréw
powinna skutkowac, przynajmniej na podstawie znanych mi podrecznikdw enzymologii, wyznaczeniem tzw.
Kinact Oraz Kiapp (czyli statej szybkosci inaktywacji enzymu oraz obserwowanej statej rownowagi tworzenia
kowalencyjnego kompleksu El) lub tzw. drugorzedowej statej kinetycznej tworzenia nieodwracalnego
kompleksu El kinact/Ki. Przyznam sie, ze nie jest mi znany formalizm prowadzacy do ,drugorzedowe;j statej
inhibicji kobs/[1]”, chyba, ze habilitantka postugiwata sie réwnaniem kinetycznym reakcji dwuczasteczkowej
Vinac=K[E][I] w warunkach stezenia inhibitora znaczgco wyzszych niz stezenie enzymu. Wydaje mi sie, ze
omoéwienie cyklu habilitacyjnego bytoby znacznie bardziej czytelne, gdyby zostaty w nim omodwione
zastosowane w pracach wzory kinetyczne. Zwrdcitem rowniez uwage na fakt, ze przebiegi kinetyczne (zaréwno
dla substratéw jak i dla inhibowanych enzymdéw) nie zostaty nigdzie udostepnione. Ze wzgledu na niezwykle
kluczowaq range prowadzonych przez habilitantke badan uwazam, ze otwarcie dostepu do surowych wynikéw,
zarowno screeningdw specyficznosci jak i badan kinetycznych z substratami proteaz, ma bardzo duze
znaczenie, nie tylko ze wzgledu na zasad FAIR, ale réwniez aspekty etyczne.

Podsumowanie

Reasumujac, uwazam, ze catoksztatt przedstawionego mi do oceny cyklu habilitacyjnego ma istotny wptyw na
rozwaj dyscypliny nauk chemicznych. W mojej ocenie prace pani dr inz. Rut w istotny sposéb poszerzyty naszg
wiedze o proteolitycznych enzymach petnigcych kluczowa role w reprodukcji wirusow. Wypracowana przez
habilitantke metodologia, stosowana systematycznie do kolejnych uktadow, wykazata sie wysoka
powtarzalnoscig — mozna wiec oczekiwa¢, iz w analogiczny sposéb mozliwe bedzie opracowanie selektywnych
substratéw oraz inhibitoréw dla bardzo szerokiego spektrum enzymoéw proteolitycznych. Nie mam
najmniejszych watpliwosci co do istotnosci i doniostosci naukowych dokonan habilitantki. Wysoko oceniam
rowniez zauwazalne poszerzenie spektrum metod, jakie byly stosowane w publikacjach, ktérych gtéwnym
autorem byta pani dr inz. Rut. Mam nadzieje, ze jest to zapowiedZ jeszcze wiekszego otwarcia sie na
roznorodne metody badania enzymdw proteolitycznych przez habilitantke i wyjscie poza ewidentng strefe
komfortu jakg jest metodologia, ktérg wspdlnie wypracowata z prof. Marcinem Dragiem. W zwigzku z moj3
pozytywng oceng osiggniecia przedstawionego w cyklu habilitacyjnym wnosze do Rady Naukowg Dyscypliny
Nauk Chemicznych Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie dr inz. Wioletty Rut do dalszych etapdéw
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego.
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