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mgr Moniki Lewandowskiej-Goch

nt.: ,,Projektowanie i chemiczna synteza inhibitoréw furyny”

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska zatytulowana ,,Projektowanie i chemiczna
synteza inhibitorow furyny” zostala zrealizowata pod kierunkiem Pana prof. dr hab.
Adama Prahla, Osoby o uznanej pozycji naukowej, W Katedrze Chemii Organicznej na
Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego — w jednej z najlepszych jednostek
naukowo-badawczych w Polsce. Tematyka badawcza niniejszej rozprawy wpisuje si¢
doskonale w nurt badawczy prowadzony przez grup¢ promotora pracy i obejmuje
projektowanie, automatyczng synteze chemiczng na nosniku statym z wykorzystaniem
metodologii  Fmoc/tBu, oczyszczanie 1 analizg czystosci przy wykorzystaniu
wysokosprawne;j chromatografii cieczowej oraz okreslenie typu inhibicji (parametry I1Cso
i K;) metodg spektrofluorymetryczna dla serii analogéw inhibitora furyny, o sekwencji
Ac-RARRRKKRT-NH>, modyfikowanych w pozycjach od 5 do 8 sekwencji tancucha

peptydowego kodowanymi i niekodowanymi resztami aminokwasowymi.

Przedmiot niniejszej dysertacji jest niezwykle interesujacy i miesci si¢ w jednym z
glownych $wiatowych nurtow badawczych majacych na celu poglebienie wiedzy na
temat tkankowo-swoistej regulacji i przemiany konwertaz probiatkowych (ang.
proprotein convertases, PCs), ktorych przedstawicielem jest furyna, do aktywnych

czasteczek. Nieustajace zainteresowanie konwertazami probiatkowymi wynika z faktu,
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iz nadal posiadamy wiedzg niewystarczajaca do kompleksowego zrozumienia
réznorodnych konsekwencji wynikajacych z funkcji petnionych przez te biatka i nie
potrafimy jednoznacznie zidentyfikowaé substratow tych biatek. W tej sytuacji, badania
nad projektowaniem i synteza inhibitoréw furyny pozwola osiggna¢ poziom informacji
umozliwiajacy pelniejsze opisanie mechanizméw zwiazanych ze zlozonymi funkcjami
fizjologicznymi tego peptydu w stanach chorobowych i bezchorobowych. O randze
tematyki poruszanej W dysertacji moze SwiadczyC takze fakt ogromnego
zainteresowania przemystu farmaceutycznego i medycznego opracowaniem nowych
generacji lekow i nowoczesnych terapii ukierunkowanych na te enzymy. W tym
wzgledzie, zahamowanie aktywnosci furyny poprzez wykorzystanie efektywnych
i selektywnych jej inhibitoréw jest zagadnieniem kluczowym.

Badania naukowe przedstawione w w/w rozprawie doktorskiej zostaty sfinansowane z
grantu nt.. ,Synteza i analiza potencjalnych inhibitorow furyny jako pomoc
w opracowaniu nowych strategii terapeutycznych do walki z infekcjami bakteryjnymi
i wirusowymi.” przyznanego w ramach konkursu PRELUDIUM 4 Narodowego
Centrum Nauki (nr 2012/07/N/ST5/01998) oraz ze érodkéw Europejskiego Funduszu
Spotecznego (jakkolwiek, w tym miejscu zostala pominigta .metryka” $rodkéw, tj. nr

grantu, umowa, itp.).

Dorobek naukowy Pani mgr Moniki Lewandowskiej-Goch jest udokumentowany jedna
publikacja (A. Kwiatkowska, M. Lewandowska, L. Borovickova, J. Slaninova, B.
Lammek. A. Prahl, Design, Synthesis and Structure-Activity Relationship of New
Arginine Vasopressin Analogues Containing Proline Derivatives in Position 2. Chem.
Biol. Drug Des. 2013, 81, 420-428), ktora ukazala si¢ drukiem w czasopismie
specjalistycznym, znajdujacym si¢ na liscie Thomson Reuters Journal Citation Reports,
o IF = 2.396 (dane z 2016/2017 r.). Dyskusje wynikow otrzymanych Doktorantka nie
podpiera swoimi pracami, cO sugeruje, iz wyniki dysertacji wkrétce zostang

opublikowane.
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Rozprawa doktorska Pani mgr Moniki Lewandowskiej-Goch zostala przygotowana
zgodnie z wymaganiami ustawowymi, jak i zwyczajowymi stawianymi pracom
doktorskim. Obejmuje ona 121 stron maszynopisu podzielonych na 10 rozdzialéw (a nie
9 rozdzialéow, co wynika z pominigcia rozdzialu 4 oraz z podwdjnej numeracji
rozdzialow: WYKAZ RYSUNKOW i WYKAZ TABEL (Roz. VII) oraz WYKAZ
WYKRESOW i WYKAZ HISTOGRAMOW (Roz. VIII)) poprzedzonych spisem tresci
(3 str.) i wykazem skrétow stosowanych w pracy (3 str.), w ktorym niestety zostaly
pominigte niektore objasnienia, jak np. s, S, p czy P (wprowadzone w Tabeli 11 na str.
95). Praca zostala napisana W j. polskim zachowujac klasyczny uktad: PRZEGLAD
LITERATUROWY, CEL PRACY, BADANIA WLASNE i PODSUMOWANIE
WYNIKOW. Rozprawa zostala  opatrzona WYKAZAMI SCHEMATOW,
RYSUNKOW, WYKRESOW, HISTOGRAMOW i TABEL oraz 218 pozycjami
literaturowymi obejmujacymi lata 1963 — 2015 oraz dwiema pozycjami z lat 1913 i
1925. Bibliografia zostala adekwatnie wybrana i uwzglednia duza liczbe cytowan prac,
ktore ukazaly si¢ w ostatnich kilku latach (zacytowano 12 prac z roku 2011, 5 prac z
roku 2012, 4 prace z roku 2013, 3 prace z roku 2014 i 1 prace z roku 2015).

Rozdzial pierwszy dysertacji, PRZEGLAD LITERATUROWY, stanowi okoto 36%
objetosci pracy (tj. 44 strony). Zostal on poswiecony szerokiemu i umiejetnie
przedstawionemu obecnemu stanowi wiedzy na temat konwertaz probiatkowych, ich
pochodzenia, podziatu, struktury, specyficznosci substratowej, roli biologicznej i
zaangazowania W powstawanie i rozwoj stanow patologicznych. Rozdzial ten
wprowadza recenzenta W obszar zagadnien realizowanych w ramach rozprawy
doktorskiej. Pomimo, iz zostal on przygotowany starannie czyta si¢ go z pewna
trudnoscia, co jest podyktowane zaréwno tematem badan, jak rowniez zapisem tresci za
pomoca zdan wielokrotnie ztozonych podrzednie i wspolrzednie oraz nadmiernym
stosowaniem zaimkéw dzierzawczych w miejsce podmiotu. Zamieszczona W tej czgscl
opracowania bogata i estetyczna szata graficzna w postaci schematéw (W liczbie 4).
rysunkow (w liczbie 8) i tabel (w liczbie 2) wpltywa nie tylko na pozytywny odbior

estetyczny, ale takze utatwia zrozumienie tresci.
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Rozdziat drugi, CEL PRACY (4 str.) to jasno i precyzyjnie zdefiniowane zadania, jakie
Doktorantka stawia przed sobg. Zwraca uwage zadanie badawcze: ,.przekazanie
przygotowanych peptydow do oérodka wspolpracujacego w celu wyznaczenia statych
inhibicji wobec furyny”, ktory jest niefortunnie sformutowany. Jest oczywistym, iz

chodzi o badania kinetyczne zaplanowane do wykonania w kolejnym zadaniu.

Rozdziat trzeci, BADANIA WLASNE (45 str.), to najistotniejszy rozdziat dysertacji,
ktory zostal poswigcony opisowi wykonanych badan eksperymentalnych oraz analizie i
dyskusji wynikow. Rozdziat ten w sposob logiczny i szczegolowy opisuje rozwaznie
zaplanowane i przeprowadzone eksperymenty, a sposob ich opisania pozwoli na ich
powtérzenie przez innych badaczy. W moim odczuciu zbedne w tej czgsci pracy jest
powielanie opisu preparatyki i pomiaréw poniewaz procedury opisane, odpowiednio, w
podrozdziatach: 1.1., 1.10. i 2.2. (synteza chemiczna, odszczepienie peptydow od
noénika i ich przygotowanie do oczyszczania), 1.2. 1 2.3. (analiza otrzymanych
peptydéw), 1.3. i 2.3. (oczyszczanie surowych peptydow), 1.4, 1.11. i 2.4. (analiza
oczyszczonych peptydow) oraz 1.6., 1.12. i 2.5 (badania kinetyczne) s3 takie same.

Wyniki badan zostaly zaprezentowane w formie przyktadowych chromatografow (w
liczbie 2), histograméw (w liczbie 6) i tabel (w liczbie 11) podajacych charakterystyke
fizykochemiczng zsyntezowanych analogow inhibitora Ac-RARRRKKRT-NH: furyny
lub wyznaczone wartosci stalej inhibicji furyny. Szkoda, ze w tabelach 4, 7, 10 i 13 nie
zostata wprowadzona dodatkowo warto$¢ parametru ICso, z ktorej biolodzy i biochemicy
czesto korzystajg. Na stronach 61 — 71 dysertacji zostala zamieszczona obszerna Tabela
3 przedstawiajgca charakterystyke fizykochemiczng zsyntezowanych —analogow
inhibitora Ac-RARRRKKRT-NH: furyny wraz 2z ich oznaczeniem i wzorami
sumarycznymi. Tabela ta swiera rowniez czterokrotnie powielong strukture inhibitora
Ac-RARRRKKRT-NH: furyny z zaznaczonym kazdorazowo innym miejscem
modyfikacji. Tabela ta bytaby bardziej przejrzysta w formie czterech mniejszych Tabel z
jedng strukturg inhibitora przedstawiajaca wszystkie  miejsca modyfikacji.
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Przeprowadzona rzeczowa analiza wynikow eksperymentalnych zastuguje na

podkreslenie.

Mam jedynie drobne uwagi/zapytania, ktére pojawily si¢ w trakcie czytania dysertacji.

1. Czy obecnie nie jest zalecane uzywanie terminu ,,protonowana czasteczka” lub
zdeprotonowana czasteczka™ w miejsce okreslenia ,,jon pseudomolekularny™?

2. Czy w Tabeli 3 nie powinna pojawi¢ si¢ jednostka m/z zamiast M?

3. Brak jest podanej jednostki statej Ki w Tabeli 4.

4. W podrozdziale 2.7., Projektowanie analogow, Doktorantka zaprojektowata
cztery analogi inhibitora Ac-RARRRKKRT-NH? furyny zawierajace w pozycji 5
sekwencji aminokwasowej lancucha niekodowana reszte kwasu L-2-
aminomastowego, a w pozycji 8 enancjomery seryny lub proliny. W celu
okre$lenia tych analogéw zostaly uzyte te same oznaczenia uniemozliwiajace
rozréznienie analogow zawierajacych izomery L— i D-— seryny lub proliny
(Tabela 11 na str. 95), co utrudnia analiz¢ wynikéw podanych w Tabelach 12 i
13 oraz na histogramach 4 i 5.

5. Jaka jest czysto$¢ odczynnikéw uzytych do syntezy, oczyszczania i analizy
tytutowych analogow?

Rozdziat PODSUMOWANIE WYNIKOW (2 str.) pelni pozyteczna i porzadkujgcg role.

Podsumowujac, rozprawa doktorska Pani mgr Moniki Lewandowskiej-Goch
reprezentuje wysoki poziom naukowy i zawiera elementy nowo$ci naukowej, a
réwnoczesnie $wiadezy o zdobytych przez Doktorantke umiejetnosciach i wiedzy,
ktérymi powinien charakteryzowaé si¢ doktor nauk chemicznych. Rozprawa niniejsza

stanowi wartosciowy wklad do chemii i biologii konwertaz probiatkowych.

W $wietle powyzszego uwazam, ze praca doktorska Pani mgr Moniki
Lewandowskiej-Goch spelnia wszystkie wymagania ustawowe okreslone w art. 13
Ustawy o Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym oraz o Stopniach i Tytule w
Zakresie Sztuki z dnia 14 marca 2003 wraz z p6Zzniejszymi poprawkami z 2014 r.
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(Dz. U. Poz. 1852) i tym samym stanowi podstawe nadania Jej stopnia naukowego
doktora. Jednoczeénie, zwracam si¢ do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu

Gdanskiego z wnioskiem o dopuszczenie mgr Moniki Lewandowskiej-Goch do dalszych

Mﬁ@w NP

etapoéw przewodu doktorskiego.
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