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RECENZJA PRACY DOKTORSKIEJ
mgr Malgorzaty Katarzyny Sobocinskiej
zatytulowane]
wSynteza i badanie biologiczne endogennych inhibitorow enkefalinaz i ich
analogow jako potencjalnych substancji leczniczych w terapii nieswoistych chorob

zapalnych jelit i bolu trzewnego”

Poszukiwanie nowych substancji chemicznych posiadajacych wysoki potencjat terapeutyczny w
terapii poszczegolnych typoéw chordb jest celem naukowym o istotnym znaczeniu spotecznym. Nowe
metody diagnostyki medycznej, poszukiwanie nowych substancji leczniczych, tworzenie nowych lub
implementacja znanych metod syntezy prowadzace do uzyskiwania zwigzkow o wysokiej aktywnos$ci
biologicznej, staje si¢ celem wielu projektow naukowych. I w tym nurcie badan znajduje si¢ przestana do
recenzji praca doktorska mgr Matgorzaty Katarzyny Sobocinskie;j.

Jako cel swojej pracy mgr Sobocinska stawia synteze nowych peptydowych inhibitoréw
enkefalinaz jako analogdéw naturalnych inhibitorow aminopeptydazy N oraz neutralnej endopeptydazy. Jej
badania maja obejmowac takze synteze dwoch pochodnych enkefalin; synteze sialorfiny, opiorfiny i
spinorfiny. Stabilno$¢ tych peptydow miata by¢ sprawdzona w warunkach in vitro wraz z oceng ich
przydatnosci jako inhibitor6w enzymow degradujacych enkefaliny. Synteza nowych inhibitorow
enkefalinaz miata by¢ wspomagana metodami modelowania molekularnego. Ponadto mgr Sobocinska
postanowita wytypowa¢ zwigzki o najlepszym profilu farmakologicznym do badan na modelach
zwierzecych w celu oceny mozliwos$ci ich zastosowania jako nowej strategii terapeutycznej w leczeniu
nieswoistych choréb zapalnych oraz bolu otrzewnego. Badania zamierzala takze wzbogaci¢ o
scharakteryzowanie poziomu ekspresji enkefalinaz u pacjentéow z choroba Lesniowskiego-Crohna oraz
wrzodzejacym zapaleniem jelita grubego. Tak postawiony cel jest logiczng kontynuacjg i rozwinigciem
tematyki badawczej realizowanej w zespole dr hab. Elzbiety Kamysz, ktora jest promotorem wymienionej
dysertacji.

Dysertacja jest opracowaniem, podzielonym formalnie na nast¢pujace rozdzialy: trzystronicowy
»Wykaz stosowanych skrotow” po ktorym znajdujemy liczacy 44 strony ,,Przeglad literaturowy”,
dwustronicowy ,,Cel pracy”, po ktorym nastepuje czes$¢ ,,Badania whasne - metodologia” liczaca 19 stron.
Nastepnie znajdujemy rozdzial ,,Badania wilasne - wyniki” liczacy az 105 stron i  rozdziat
,Podsumowanie” liczacy 5 stron. Po tej czeSci nastepuje rozdziat ,,Bibliografia” liczacy 32 strony i
wymieniajacy az 432 pozycje literaturowe. Praca jest bardzo obszerna i zawiera az strony tekstu. Catos¢
pracy zostata przygotowana starannie, poszczegolne schematy oraz rysunki podane sa czytelnie.

Czes¢ ,,Przeglad literaturowy” rozpoczyna opis charakterystyki oraz funkcji receptorow
opioidowych. Polaczony jest z opisem endogennych peptydow opioidowych, ktorych sekwencje oraz
powinowactwo do receptoréw zostato zestawione w Tabeli 1. Nastepny rozdziat 1.2.1 zatytutowany
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,Enkefaliny” opisuje prekursory tych peptydow, miejsca ich formowania w organizmie, obecno$¢ w
poszczegolnych tkankach, funkcje oraz ich efekty fizjologiczne i funkcje w organizmach. Ponadto
przedstawia wyniki badan klinicznych oraz wybranych badan medycznych. Szkoda, ze autorka dysertacji
nie zamie$cita definicji tych peptydéw co znacznie utatwito by czytanie tego rozdziatu. Kolejny rozdziat
zatytutowany ,,Enzymy rozktadajagce enkefaliny” opisuje enzymy degradujgce te pentapeptydy w
komorkach. Szkoda tylko, ze pokazana na Rysunku 3 struktura Met-enkefaliny narysowana jest
niepoprawnie. Rozdziat 1.4 zatytulowany “Endogenne inhibitory enzyméw rozktadajacych enkefaliny”
opisuje trzy wybrane peptydowe inhibitory: sialorfing, opiorfing, oraz spinorfing, ktére zostaly po6zniej
wykorzystane do realizacji celu pracy. Kolejny rozdziat zatytutowany ,,Nieswoiste choroby zapalne jelit”
opisuje epidemiologi¢, patogeneze, wpltyw czynnikow Srodowiskowych czynnikéw genetycznych,
czynnikow immunologicznych na t¢ grupe choréb.

Z duzym zainteresowaniem przeczytalem kolejny rozdziat zatytulowany ,,Objawy i1 przebieg
nieswoistych choréb zapalnych jelit”, ktory przedstawia opis wrzodziejacego zapalenia jelita grubego,
chorobe Lesniewskiego-Crohna oraz strategi¢ leczenia tych chordb. Opis ten wyraznie wzbogacit wiedzg
recenzenta o tej grupie chorob chociaz opis aminosalicylandw, ktore stosowane sa w leczeniu, a takze
antybiotykow, kortykosteroidow, lekow immunosupresyjnych i lekow biologicznych wiaze si¢ dosy¢ luzno
z tematem dysertacji. Doktorantka postanowita takze opisa¢ fenomen bolu, jego funkcje, podziat i
fizjologi¢. Lektura tej czesci dysertacji dotyczy wiedzy czysto medycznej pozostawiajagc pewien niedosyt
w obszarze tematyki pracy doktorskiej.

Kolejnym rozdziatem, ktéry okreslit obszar badan ujety w dysertacji jest rozdzial zatytutowany
,Cel pracy”. Doktorantka postanawia zaja¢ si¢ nieswoistymi chorobami zapalenia jelit (NChZJ), a
szczegolnie ich leczeniem oraz ztagodzeniem ich objawow klinicznych takich jak bol brzucha. W zwigzku
z tym celem syntetycznym badan mialo by¢ wykonanie syntezy szeregu nowych analogdéw inhibitorow
enkefalinaz o réznej dtugosci 1 sekwencji. Nastgpnie okreslenie ich wptyw na degradacje enkefalin oraz
stabilno$¢ w ludzkim osoczu i wobec neutralnej endopeptydazy w warunkach in vitro. Celem tego etapu
badan miato by¢ wytypowanie zwigzkéw o najlepszym profilu farmakologicznym do badan na modelach
zwierzecych. Realizacja tak obszernego projektu wymagata niewatpliwie wsparcia ze strony specjalistow z
innych dziedzin wiedzy, co Doktorantka wyraznie definiuje w tym rozdziale. Aby wykonane badania
bardziej uwiarygodni¢ postanawia Scharakteryzowanie poziomu ekspresji enkefalinaz u wybranych
chorych pacjentow. Podany cel pracy jest niewatpliwie bardzo obszerny i stanowi bardzo niestandardowe
podejscie do realizacji pracy doktorskiej z dziedziny chemii.

Kolejny rozdziat dysertacji zatytulowany jest ,,Badania wlasne — metodologia”. Doktorantka podaje
tu wykaz aparatury jakg wykorzystywata podczas wykonywania badan, opisuje zastosowang metodologi¢
syntezy peptydow oraz sposob ich oczyszczania. Zgodnie z wymaganiami dotyczacymi syntezy tej klasy
zwigzkow opisuje sposob ich analizy wykorzystujacy wysokosprawng chromatografie cieczowa (HPLC)
oraz jedna z technik spektrometrii mas MALDI-TOF, ktora stosowata do potwierdzania ich struktury.
Nastepnie podaje metodg badan in vitro zastosowang dla zsyntetyzowanych peptydéw, 0znaczania ich
aktywnosci wzgledem APN i NEP oraz inne metody niezbedne do uzyskania zatozonego celu badan.
Warto zauwazy¢, ze wiele z zastosowanych metod badawczych takich jak np. oznaczenie poziomu mRNA
w APN i NEP w tkankach (rozdzial 3.4.2.7) czy tez detekcja bialek przy uzyciu techniki western blot czy
tez ELISA (rozdziat 3.4.2.8 i 3.4.2.9) wykracza znaczenie poza obszar nawet szeroko rozumianej chemii
organicznej. Budzi to duzy szacunek recenzenta, poniewaz wykonanie takich badan wymagato wykonania
tytanicznej pracy znacznie przekraczajacej standardowe wymagania jakie stawiane sg w doktoratach z
chemii organicznej.

Po opisaniu metodologii wykonanych badan, Doktorantka opisuje uzyskane wyniki w rozdziale 4
zatytulowanym ,,Badania wtasne — wyniki”. Rozpoczyna badania wykonaniem syntezy pigciu peptydoéw
referencyjnych, ktorych dane fizykochemiczne umieszczone sa3 w Tabeli 4. Dodatkowo zamieszcza
chromatogramy HPLC oraz widma MS trzech z zsyntezowanych peptydow: sialorfiny opiorfiny i
spinorfiny, ktéore dokumentujg ich wysoka czysto$¢ oraz potwierdzajg strukture. Te wlasnie peptydy
poddaje badaniom pod katem okreslenia ich aktywnosci inhibitorowej wzgledem aminopeptydazy N
(APN) oraz neutralnej endopeptydazy (NEP), okreslajac wzrost aktywnosci inhibitorowej. Nastgpnie
wykonuje badania nad okresleniem ich trwalosci w ludzkim osoczu co dokumentuje odpowiednimi
widmami MS pokazanymi na rysunkach od 16 do 20. Badania te pozostawiajg pewien niedosyt poniewaz
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nie pokazujg zachowania samych probek bez tych peptyddéw, co znacznie by utatwilo 1 uwiarygodnito
uzyskane wyniki. Nast¢pnie te same peptydy bada pod katem dziatania przeciwzapalnego na myszach.
Ten watek badan wykonany jest niezwykle starannie i pokazuje duzg sprawnos$¢ Doktorantki w pracy na
modelach zwierzgcych wybranych chorob. Badania dodatkowo poszerza o oznaczenie poziomu APN i
NEP u pacjentow z nieswoistym zapaleniem jelit. ~ Aby oznaczy¢ dzialanie przeciwbolowe
zsyntezowanych peptydow ktorymi byta: Leu-enkefalina, Met-enkefalina, sialorfina, opiorfina i spinorfina,
wykonuje badania na mysim modelu boélu trzewnego wywotanym przez rozciaggnigcie Sciany jelita
grubego, ktorych wyniki zostat opisane w rozdziale 4.1.7. Umiej¢tnie interpretuje uzyskane wyniki badan
odnoszac je do danych literaturowych. Poniewaz inhibitory enkefalinaz nie s odporne na degradacje
enzymatyczng projektuje 11 analogéw tych peptydow o sekwencjach pokazanych w Tabeli 8, aby
oznaczy¢ ich wlasciwosci jako inhibitorowa wzgledem APN i NEP. Okazalo si¢ jednak, ze acylowanie N-
konca peptydu kwasem palmitynowym daje zwigzki stabo rozpuszczalne w wodzie a ich obecnos¢
zmniejsza czas pottrwania enkefalin czyli obniza aktywno$¢ inhibitorowa. Podwdjna modyfikacja
struktury peptydéw polegajaca na acetylawaniu N-koncowej grupy aminowej i amidowaniu C-koncowe;j
grupy karboksylowej sialorfiny, opiorfiny, spinorfiny zmniejszyta znacznie ich aktywnos$¢ inhibitorowa
wzgledem NEP i APN.

Aby uzyska¢ peptydy lepiej rozpuszczalne w wodzie Doktorantka zaprojektowata i wykonata
syntez¢ kolejnych siedmiu peptydow w ktorych na N-koncu znalazty si¢ dwie lizyny N-acylowane kwasem
palmitynowym. Umieszczone w Tabeli 11 dane potwierdzaja ich strukture, ale nalezy traktowaé je z
pewna ostroznoscig. Chodzi mianowicie o dane uzyskane metoda spektrometrii mas, w ktorych masy
protonowanych jonéw molekularnych peptydéow [M+H]" réznig sie od jonéw molekularnych od 0.6 dla
peptydu 12 do 1.4 jednostek masy dla peptydu 17. Tak duza rozbiezno$¢ nie powinna mie¢ miejsca i
nalezalo si¢ jej doktadnie przyjrze¢. Oczekuje od Doktorantki doktadniejszego wyjasnienia tego fenomenu.

Peptydy byly podane badaniom nad okresleniem ich wptywu na degradacje enkefalin wzgledem
APN i NEP. Peptydy oznaczone numerami 12, 14 i 18 okazaty si¢ by¢ silnymi inhibitorami co prowadzito
do znacznego wzrostu trwalo$ci enkefalin. Do kolejnych badan Doktorantka wybrala sialorfine 1 peptyd 12
0 sekwencji Palm-Lys-Lys-GIn-His-Asn-Pro-Arg dla ktérych oznaczyta zmiang ich stezenia w funkcji
czasu w czasie inkubacji z i bez neutralnej endopeptydazy.

Aby lepiej zinterpretowac uzyskane wyniki 1 wyjasni¢ rd6zng aktywnos$¢ inhibitorowa uzyskanych
peptydow Doktorantka wykonata modelowanie molekularne oddziatywan aminopeptydazy N i neutralnej
endopeptydazy z peptydem 18 (Lys-Lys-GlIn-Arg-Phe-Ser-Arg). Wyniki tego modelowania
udokumentowaly odziatywanie mostkiem solnym pomig¢dzy peptydem 18 z aminopeptydaza N. Tym
samym modyfikacja grupy karboksylowej C-konca peptydu na grupe amidows, powodujgca zmiang
mostka solnego na wigzanie wodorowe, bedzie prowadzita do obnizenia aktywno$¢ co dobrze
udokumentowaty uzyskane wyniki.

Dwa z uzyskanych i zbadanych peptydow; a mianowicie peptyd 12 (Palm-Lys-Lys-GIn-His-Asn-
Pro-Arg) oraz peptyd 14 (Palm-Lys-Lys-GIn-Arg-Phe-Ser-Arg) zostaty przekazane do badan in vivo w
mysim ostrym modelu choroby Le$niowskiego-Crohna. W badaniu zaobserwowano, ze peptyd 12
Znaczaco hamuje rozwdj stanu zapalnego po podaniu dootrzewnowym, podczas gdy peptyd 14 nie ma
takiego wptywu. Korzystny profil farmakologiczny tej pochodnej sialorfiny oceniony na podstawie badan
in vitro i1 in vivo daje nadzieje, ze peptyd 12 moze staC si¢ substancja leczniczg oraz wzorcem do
projektowania nowych skutecznych terapeutykow w terapii NCHZJ.

Aby doktadniej okresli¢, ktére fragmenty tego peptydu sa kluczowe dla jego aktywnosci
biologicznej Doktorantka wykonata syntez¢ analogdéw sialorfiny w ktorych strukturze zmieniata
poszczegolne aminokwasy na alaning (Skan alaninowy). Sekwencje pigciu zaprojektowanych analogéw
znajdujemy w Tabeli 14. Wyniki badan nad okre$leniem wplyw kazdego z tych peptydow na degradacje
Met-enkefaliny wzgledem NEP zestawiono w Tabeli 16. Okazato si¢, ze zamiana reszty asparaginy na
reszte alaniny w pozycji P3 (peptyd 21) czasteczki sialorfiny spowodowata 1,4-krotny wzrost aktywnosci
inhibitorowej otrzymanego zwigzku w stosunku do NEP, poréwnujac do struktury macierzystej. Zamiany
pozostatych aminokwaséw nie mialy tak zasadniczego znaczenia. Ten fragment badan w ktérym
Doktorantka pokazata, ze umie projektowa¢, wykonywaé oznaczenia enzymatyczne 1 poprawnie
interpretowac ich wyniki pokazuje jej duza dojrzato$¢ naukows.



Kontynuujac badania nad okresleniem zaleznosci pomiedzy strukturg a aktywnos$cig biologiczng, w
kolejnym etapie pracy doktorskiej Doktorantka zaprojektowata struktur¢ siedmiu analogow sialorfiny,
opiorfiny i spinorfiny o ,,odwroconej” sekwencji, o pokazuje Tabela 17 dysertacji. Wykonata synteze¢ tych
zwigzkow 1 okresla ich wptyw a degradacje enkefalin wzgledem neutralnej endopeptydazy (NEP). Wyniki
tych badan, zestawione w Tabeli 19, pokazaly, ze najwigksza aktywnos$¢ posiadat peptyd 30 o budowie
GIn-Arg-Phe-Pro-Arg.

Kolejne modelowanie molekularne, wykonane przez Doktorantke, oddziatywan kompleksow biatka
NEP z uzyskanymi peptydami pokazato kluczowa role bocznych reszt aminokwasowych sialorfiny na ich
zdolnos¢ do inhibicji NEP.

W kolejnym etapie badan doktorantka postanowita okresli¢ role reszty kwasu glutaminowego w
czasteczce sialorfiny W jej aktywnosci biologicznej poprzez usunigcie glutaminy lub jej wymianie na inne
aminokwasy. Aby to wykona¢ zaprojektowata strukture 14 peptydow, ktorych syntez¢ wykonata, a
uzyskane zwiazki po oczyszczeniu poddata kolejnym badaniom. Dane fizykochemiczne tychze peptydow
umiescita w Tabeli 21.

Zgodnie z opracowang metodologia oznaczyta degradacje Met-enkefaliny wzgledem NEP stosujac
chromatografi¢ HPLC 1 wyznaczajac czas pottrwania oraz szybkos¢ reakcji w obecnosci poszczegdlnych
peptydow. Sposrod otrzymanych peptydow najlepszym inhibitorem okazat si¢ zwigzek 39, 0 strukturze
lle-His-Asn-Pro-Arg, zawierajacy w swojej strukturze reszt¢ izoleucyny, ktorg z pos$réd pozostatych
aminokwasow hydrofobowych oraz zasadowych wyrdznia fakt posiadania dodatkowego centrum
stereogenicznego na atomie wegla.

Poniewaz uzyskane wyniki wskazywaty na kluczowa rolg aminokwasu znajdujacego si¢ w pozycji
P1 na badang aktywno$¢ biologiczng badanych pentapeptydow, doktorantka postanowila dokladniej
przejrze¢ si¢ doktadniej temu zagadnieniu. Zaprojektowata i wykonata synteze 6 pentapeptydow w ktorych
strukturze zmienita tylko pierwszy aminokwas na izoleucyng, leucyng, waling, lizyne 1 argining O
konfiguracjach D. Kolejne badania nad degradacj¢ Met-enkefaliny wzglegdem NEP stosujac
chromatografi¢ HPLC 1 wyznaczajac czas pottrwania oraz szybkos¢ reakcji w obecnosci poszczegdlnych
pentapeptydoéw pokazaty, ze tylko peptyd 49 wykazywat aktywnos$¢ inhibitorowg wobec NEP.

Modyfikacja struktury sialorfiny na C-koncu oraz na N- i C-koncu resztg argininy o konfiguracji D
opisana w kolejnym rozdziale data peptydy 51 — 52 o praktycznie takiej samej aktywnosci jak wyj$ciowy
pentapeptyd ( Tabela 28) .

Trwato$§¢ dwoch z uzyskanych peptydow, oznaczonych numerami 39 i 49, posiadajacych
najwyzsza aktywno$¢ biologiczng, zostata sprawdzona przez Doktorantke w ludzkim osoczu. Uzyskane
wyniki pokazaly, ze oba peptydy wykazuja duzo wigksza trwalos¢ w osoczu od sialorfiny. Ste¢zenie
peptydu 49 w ludzkim osoczu zmienito si¢ tylko o 55% w ciggu 48 godzin. W tym czasie peptyd 39 i
sialorfina ulegly catkowitemu rozpadowi. Widma spektrometrii mas odpowiednich mieszanin pokazane na
rysunkach 53, 54, 55 dobrze dokumentujg ten fenomen.

W kolejnym etapie pracy Doktorantka zaprojektowata strukture endogennych inhibitorow
enkefalinaz modyfikowane na N-koncu cysteing. Tabela 29 pokazuje strukturg 6 nowych heksapeptydow,
ich sze$ciu homo- dimerdéw oraz strukture czterech heterodimerow. Proste heksapeptydy 53 — 68 byly
syntezowane na statym nos$niku metodg Fmoc/tBu. Synteza homo- i heterodimeréw byta o wiele bardziej
wymagajaca ale jej opis zawarty w czgsci eksperymentalnej jest niezwykle lakoniczny.  Synteza
heterodimeréw tiopeptydow jest niezwykle wymagajaca od eksperymentatora i, zdaniem recenzenta,
powinna by¢ o wiele doktadnej opisana aby byto mozliwe jej powtdrzenie lub odtworzenie.

Uzyskane peptydy byly poddane badaniom nad hamowania aktywnos$ci enzymatycznej wzgledem
NEP, zgodnie z przyjeta przez doktorantke procedurg. Modyfikacja opiorfiny resztg cysteiny w peptydzie
55 data 2-krotny wzrost aktywnosci inhibitorowej. Dimeryzacja peptydow 53, 55 1 57 bedacych analogami
sialorfiny, opiorfiny oraz spinorfiny doprowadzita do uzyskania bardzo silnych inhibitorow (peptydy 59,
61, 65 1 67) NEP. Jeden z uzyskanych heterodimeréw powstaly z polaczenia analogu sialorfiny i
spinorfiny (peptyd 65) Doktorantka zbadata pod katem stabilno$ci metabolicznej w ludzkim osoczu.
Wykazata metodami chromatografii HPLC i spektrometrii mass MALDI-TOF, ze taki heterodimer jest
bardzo stabilny metabolicznie. Zwigzek ten zostat uzyty w badaniu przeciwzapalnym in vivo w modelu
zwierzecym. Wykazal porownywalng do peptydu 12 aktywnos¢ przeciwzapalng w mysim ostrym modelu
choroby Lesniowskiego-Crohna odnos$nie oceny makroskopowej oraz aktywno$ci mieloperoksydazowej.
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Duza motywacja Doktorantki do uzyskania peptydu o wysokiej aktywnosci biologicznej dobrze
udokumentowana jest w rozdziale 4.6 dysertacji w ktorym postanowita sprawdzi¢ jak ilo$¢ reszt lizyny
oraz rodzaj kwasu thuszczowego przytaczonych do N-konca czgsteczki sialorfiny wptynie na jej zdolnos¢
do degradacji enkefalinaz. Zaprojektowata i wykonata synteze 6 analogdéw sialorfiny modyfikowanych na
N-koncu jedng, dwiema 1 trzema resztami lizyny oraz r6znymi lipopeptydami (Tabela 33 i 34). Badanie
tych peptydéw katem aktywnosci inhibitorowej wzgledem NEP zgodnie z opisang metodologia pokazato,
ze tylko jeden z zaprojektowanych peptydéw o numerze 72 o strukturze Mir-Lys-Lys-GlIn-His-Asn-Pro-
Arg, wykazuje wysokg aktywno$¢. Badanie stabilno$ci metabolicznej tego peptydu wraz z peptydem 12
w ludzkim osoczu pokazaly ich wysoka 1 poréwnywalng stabilno$¢ metaboliczng.  Doktorantka
wykorzystata takze spektrometric mas MALDI-TOF do analizy osocza zawierajacego peptydy aby
pokaza¢, ktére z wigzan peptydowych badanych zwigzkow ulega hydrolizie. Dodatkowo, doktorantka
wykonata badanie nad dzialaniem przeciwzapalnym w mysim modelu choroby Lesniowskiego-Crohna
tegoz peptydu. Okazato sig, ze tagodzenie stanu zapalnego okrgznicy u myszy przez ten peptyd na tle
peptydow 12 1 65 byto znacznie stabsze.

Dysertacj¢ konczy pigciostronicowe podsumowanie, w ktérym Doktorantka formutuje szereg
wnioskow z przeprowadzonych przez siebie badan. Trudno jednak zgodzi¢ si¢ z twierdzeniem
umieszczonym na stronie 180 dysertacji w ktorym stwierdza, ze: ,,Podsumowujac w trakcie realizacji
pracy doktorskiej udato si¢ osiagnac kilka celow, z ktorych dwa sa kluczowe dla dalszego rozwoju nauki”.
Niewatpliwie modulacja poziomu enkefalin poprzez hamowanie aktywnosci enzyméw zaangazowanych w
ich degradacj¢ moze by¢ alternatywa dla obecnie stosowanych lekow przeciwzapalnych. Mozliwe jest
takze zastosowanie kliniczne tego typu zwigzkow na choroby czynnos$ciowe przewodu pokarmowego ale
wymaga to wykonania bardzo wielu dodatkowych badan. Nie umniejsza to jednak rangi wykonanych
badan chociaz ich translacja w kierunku przemystu farmaceutycznego i systemow opieki zdrowia, o ktorej
wspomina doktorantka jest mato prawdopodobna.

Oceniajac uzyskane przez Doktorantke wyniki nalezy podkresli¢ ich warto§¢ merytoryczng czego
dowodem moze by¢ fakt, iz cz¢$¢ z nich stata sie¢ juz przedmiotem pigciu publikacji zamieszczonych w
czasopismach o zasiggu migdzynarodowym oraz dwoch prac przegladowych opublikowanych w jezyku
polskim. Ponadto wyniki wykonanych badan zaprezentowata jako 18 komunikatow na krajowych i
miedzynarodowych konferencjach naukowych. Pracy nie czyta si¢ tatwo. Strona edytorsko-redakcyjna
rozprawy jest bardzo dobra. Opis przepisow preparatywnych pozostawia pewien niedosyt. Jednak z
obowigzku recenzenta wymieniam jeszcze kilka zauwazonych niedociggnig¢:

1. Na stronach 50, 72, 117 dysertacji Doktorantka pisze o ,,jednorodnosci otrzymanych peptydow”,
dla recenzenta nie jest jasne to okreslenie.

2. Okreslenie grupy Fmoc jako ,,ostona” na stronie 51, wymaga wyjasnienia.

3. Deskryptory L i D piszemy kursywa, strony 149, 178.

4. Peptydy poddawane byty reakcji acetylowania i/lub acetylacji na stronie 116, ktdéra z tych okreslen
powinno by¢ stosowane?

5. O ile reakcje acylowania peptydu mozna kontrolowac testem chloranilowym, strona 53, to dla
recenzenta nie jest jasne jak ten test mozna wykorzysta¢ do kontroli reakcji odbezpieczania grup
aminowych peptydow.

6. Wykonywanie analizy statystycznej po trzech powtorzeniach eksperymentu opisane na stronie 59,
lub dwdch opisane na stronie 64, jest merytorycznie biedne.

7. Do badan trwatosci peptydow w osoczu metodg spektrometrii mas nalezatoby doda¢ wyniki dla
uktadu badanego bez peptydow aby wykluczy¢ jony pochodzace z matrycy, strony 86, 87 88, 153,
154, 162, 163, 171, 172.

8. Oznaczenia jonéw molekularnych szeregu peptydow wyraznie si¢ r6znig od tych obliczonych co
szczegblnie wida¢ w Tabeli 11 na stronie 118 dysertacji. Czy tak powinno by¢ i jakie badania
uzupetniajace powinny by¢ wykonane?

9. Trudno si¢ zgodzi¢ z twierdzeniem ze strony 121 méwigcym o tym, ze ,,Formy analogéw 121 14 w
postaci amidoéw (peptydy 13 1 15) wykazywaly....”.

10. Okreslenie uzyte na stronie 145 ,,....pozycji Pl enancjomerami reszt aminokwasowych” jest
niejasne i wymaga wyjasnienia.



Powyzsze uwagi w niczym nie umniejszaja mojej bardzo pozytywnej oceny rozprawy doktorskiej
Malgorzaty Sobocinskiej. Doktorantka wykazata sie biegloscia w planowaniu, wykonywaniu i interpretacii
wynikéw eksperymentow.

W zwigzku z powyzszym uwazam, ze recenzowana praca doktorska spetnia wszelkie wymagania
stawiane tego typu rozprawom przez Ustawe o Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym, oraz o
Stopniach i Tytule w Zakresie Sztuki z dnia 14 marca 2003 roku i niniejszym wystepuje z wnioskiem do
Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr Matgorzaty Sobocinskiej
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Warszawa 28 wrzes




