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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Moniki Lewandowskiej-Goch,
zatytulowanej
»Projektowanie i chemiczna synteza inhibitoréw furyny”

Konwertazy probiatkowe naleza do rodziny serynowych endoproteaz. Ich gléwna funkcja
jest aktywacja roznorodnych prekursorow biatkowych w obrebie szlaku wydzielniczego -
hormondéw, enzymdw, czasteczek sygnatowych czy czynnikdw wzrostu, przez co reguluja przebieg
wielu proceséw komorkowych. Jedng z szerzej rozpowszechnionych w tkankach konwertaz
probiatkowych jest furyna, ktora pelni istotng funkcje m.in. w przebiegu embriogenezy. Obok
funkcji fizjologicznych furyna moze takze by¢ zaangazowana w procesy patologiczne — jej
wzmozona ekspresja lub nadmierna aktywno$¢ moze promowaé rozwdj nowotworow 1 chorob
metabolicznych. Furyna moze takze przyczyniaé sig¢, poprzez aktywacje powierzchniowych
glikoprotein wiruséw i biatkowych toksyn wydzielanych przez bakterie, do rozprzestrzeniania
groznych infekcji. Nie dziwi wiec fakt, iz poszukiwanie inhibitorow furyny znajduje si¢ w centrum
zainteresowania naukowcow. Wiele efektywnych inhibitorow, zaréwno peptydowych,
jak 1 niskoczasteczkowych zostato juz odkrytych 1 opisanych. Wcigz jednak temat ten potrzebuje
eksploracji, poniewaz ze wzgledu na koekspresje, a takze duze podobienstwo strukturalne
konwertaz probiatkowych bardzo istotnym zagadnieniem jest uzyskanie odpowiedniej
selektywnos$ci inhibitorow. Jedng ze $ciezek, ktora moze doprowadzi¢ do otrzymania inhibitoréw
o podwyzszonej selektywnos$ci dziatania jest lepsze scharakteryzowanie preferencji poszczegolnych
kieszeni substratowych konwertaz, zwtaszcza tych oddalonych od $cislej zachowywanych

ewolucyjnie kieszeni S1-S3.

Pani Monika Lewandowska-Goch podjeta si¢ takiego wlasnie zadania, w ramach realizacji
swojej pracy doktorskiej probujac doktadniej okreslic wymogi furyny wzgledem miejsc P5-P8
w strukturze modulatora. Doktorantka postawila sobie za cel sprawdzenie wptywu modyfikacji tych
pozycji w rozpoznanym wczesniej inhibitorze modelowym, zaprojektowanym w oparciu o strukture
jednego z biatek wirusa ptasiej grypy (H5N1), ktorego rolg jest wigzanie si¢ z receptorami komorek

gospodarza i umozliwianie wniknigcia wirusa do ich wnetrza. Podstawienie w wybranych
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pozycjach P5, P6, P7 i P8 kolejno osiemnastu aminokwaséw kodowanych (oprocz cysteiny i reszt
wystepujacych w modelowym inhibitorze w pozycjach P5-P8, odpowiednio Arg, Arg, Ala i Arg),
zaowocowalo otrzymaniem 72 peptydéow. W dodatkowych 7 zwigzkach Doktorantka wprowadzita
po dwie modyfikacje jednoczesnie — w pozycjach P5 i P8 - wybranymi aminokwasami
kodowanymi. Dla wszystkich tych zwigzkow w laboratorium prof. Roberta Day’a w Kanadzie
przeprowadzone zostaty badania Kinetyki reakcji enzymatycznej katalizowanej przez furyne.
Wyznaczenie statych inhibicji K; pozwolito uzyska¢ informacje na temat znaczenia charakteru
chemicznego tancucha bocznego w pozycjach P5-P8 na efektywnos$¢ dziatania inhibitora oraz
wykaza¢, iz obserwowane efekty nie sg addytywne. W kilkunastu kolejnych zwigzkach
Doktorantka wprowadzita w pozycje P5 1 P8 aminokwasy niekodowane - zarowno
o rozbudowanych hydrofobowych *lancuchach bocznych, jak i1 aminokwasy z szeregu D.
Modyfikacje te pozwolily na =zidentyfikowanie najlepszego inhibitora ze wszystkich
zaprojektowanych przez Doktorantke, posiadajacego w pozycjach P5 i P8 odpowiednio reszty
L-izoleucyny i kwasu L-2-aminomastowego, ale efektywnos$¢ tego inhibitora nie byla znaczaco
wyzsza niz zwigzKu z pojedyncza modyfikacja W postaci reszty izoleucyny w pozycji P5.

Wyniki przeprowadzonych przez Doktorantke badan, aczkolwiek niespektakularne,
dostarczyty jednak nowych, niezwykle potrzebnych informacji na temat wptywu modyfikowania
pozycji P5-P8 na efektywno$¢ inhibitorow furyny. Rezultaty te z pewno$cig moga byc
w przysztosci wykorzystane przy projektowaniu nowych pochodnych. W pracy zabrakto jednak
badan kinetycznych z uzyciem innych niz furyna konwertaz probiatkowych. Takie badania wydaja
si¢ by¢ niezbedne w $wietle przedstawionej w rozprawie hipotezy o kluczowej roli pozycji P5-P8
dla zapewnienia specyficzno$ci nowoprojektowanych inhibitorow wzgledem poszczegdlnych
konwertaz. Bylabym wdzigczna za wyjasnienie dlaczego takie badania nie zostaly przeprowadzone
1 czy ewentualnie s3 planowane w przysztosci. Pewnym uzupelnieniem wykonanych przez
Doktorantke prac moglyby by¢ tez badania strukturalne, przynajmniej dla wybranych inhibitorow.
Pozwolityby na stwierdzenie, czy obserwowany wptyw podstawnikow na potencjat inhibicyjny

zwigzkOw nie jest zwigzany z wprowadzanymi przez nie zmianami konformacyjnymi.

Rozprawa doktorska mgr Moniki Lewandowskiej-Goch ma uktad klasyczny dla prac
chemicznych. Sktada si¢ z dobrze powigzanego z tematyka rozprawy wprowadzenia literaturowego
(44 strony), celu pracy (3 strony), opisu wykonanych badan wtasnych (45 stron) oraz
podsumowania (2 strony). Spis literatury cytowanej zawiera 218 pozycji uwzgledniajacych
najnowsze publikacje z czasopism o zasiggu miedzynarodowym. Na koncu pracy dodano takze spis
tabel, schematow i rysunkoéw utatwiajacy odnajdywanie potrzebnych informaciji.

W czesci literaturowej swojej rozprawy Doktorantka przedstawita stan obecnej wiedzy
dotyczacy konwertaz probiatkowych, ich substratow i inhibitoréw, a takze funkcji fizjologicznych
pelnionych przez te enzymy i ich zaangazowania w rozwoj stanow patologicznych. Opis ten

zawiera wszystkie niezbedne informacje na temat obiektu badan. W tej czesci pada tez jednak nie



rozwinigte szerzej sformutowanie: ,,Jednym z rozwigzan dla tych przeciwnos$ci (czyli powstawania
immunogenicznych efektow ubocznych w wyniku podawania jako lekow inhibitoréw biatkowych)
jest stosowanie terapii genowych’ (str. 43). Jest to interesujaca kwestia i w zwigzku z tym bylabym
wdzieczna za krotkie dopowiedzenie, w jaki sposdb mozna ‘oszukiwaé¢’ uktad immunologiczny,
by nie reagowal na produkty terapii genowej, ktorymi zwykle takze sg bialka.

Przedstawione wprowadzenie literaturowe dobrze przygotowuje do rozdziatu, w ktorym
Doktorantka omawia wyniki badan witasnych. Do zalet tego rozdzialu nalezy niewatpliwie
klarowno$¢, z jaka opisano przeprowadzone prace eksperymentalne. Dzigki przestawieniu
uogodlnionych procedur i pdézniejszym do nich odwotaniom, tekst jest zwarty, przejrzysty, tatwy do
zrozumienia. Wyniki zilustrowane sa przemyslanymi, pogladowymi wykresami. Dzigki wnioskom
dodawanym jako podsumowanie kolejnych etapow badan uwidacznia si¢ logika i konsekwencja
zaplanowanych badan. Chciatabym jednak w nawigzaniu do treSci tego rozdziatu poprosi¢
0 wyjasnienie, z jakiego powodu w roztworach do chromatografii HPLC w pierwszym etapie
oczyszczania otrzymanych peptydéw stosowano jako dodatek kwas heksafluoromastowy (HFBA)

i czy zamiana TFA na HFBA przyniosta oczekiwany skutek?

Analiza rozprawy pod katem ewentualnym bledoéw i usterek wskazuje, iz poddano ja dosé¢
solidnej korekcie edycyjnej. Podkresli¢ nalezatoby tu bardzo niewielka ilos¢ tzw. literowek, czy tez
btedow stylistyczno-gramatycznych. Te ostatnie sg najprawdopodobniej skutkiem zmiany koncepcji
wyrazenia tre$ci zdania (np. ,,wydaje si¢ by¢ metoda umozliwiajaca na otrzymanie...” (str. 43);
»Wyznaczenie stg¢zenia inhibitora [...] byto wyznaczone [...]” (str. 76)), czy ,,zmniejszenie o 50%
szybkosci hydrolizy substratu o 50%” (str. 861 93).

Do innych, mniej lub bardziej istotnych, nieprawidtowosci nalezg m.in.:

- uzycie nazwy ‘keksaza’ zamiast ‘keksyna’ (str. 18)
- do$¢ powazne biedy na schemacie nr 7, obrazujacym syntez¢ peptydu (str. 60), gdzie:
1. wigzanie taczace dwie reszty aminokwasowe w peptydzie przedstawiono jako
-CO-0O-NH-,
2. W etapie opisanym jako ‘dodanie zaktywowanego Fmoc-AA”, przedstawiono aminokwas
acylujacy z wolng grupa karboksylowa,
3. zdefiniowano w podpisie pod schematem ugrupowanie ‘R’ jako oston¢ *tancucha
bocznego, co jest nieprawidtlowe w stosunku do zaprezentowanej struktury
- nieprawidlowe uzycie jednostki ‘uM’ w opisie metodologii syntezy zaplanowanych analogow,
chyba iz rzeczywiscie skale syntezy ustalano w jednostkach stezenia (str. 61)
- sformutowanie ,,model [..] stworzony przez Michaelisa i Mentena [...]” (str. 73),
Cco sugerowatoby, iz zostal on opracowany przez dwdch pandéw, a nie jest to prawda
- zapis wymiarow kolumny chromatograficznej z wuzyciem myS$lnika (np. str. 96),
co sugerowatoby, iz jeden z parametrow zmienial si¢ w zakresie od 250 do 4,6 mm

- nazwa ‘B-merkaptometanol’ (str. 76)



Ponadto:

- w zdaniu ,,Domena katalityczna (...) jest identyczna (..) na poziomie 57-70%" (str. 16) stowo
‘identyczno$¢’ nalezatoby raczej zmieni¢ na zgodno$¢ sekwencyjna.

- na str. 15 pojawito si¢ zdanie ,,Badania doprowadzity do powstania hipotezy, iz dtuzszy peptyd
jest prekursorem form krotszych”. Nie watpie w prawdziwo$¢ tej hipotezy, gdyz oczywistym
jest, iz w procesach degradacyjnych z dtuzszych peptydow powstajg krotsze. Sformutowanie
to nalezatoby wiec uznaé za trywialne i jako takie usuna¢ z opisu przeksztatcen prohormonu
PMC, badz tez uzupetni¢ o dodatkowe informacje, ktore pokazatyby dlaczego ta hipoteza nie
jest trywialna.

- par¢ sformutowan jest niepotrzebnie rozbudowanych, np. ,,budowa strukturalna” (str. 22), czy
» Z’ oznacza [...] tancuch boczny odpowiadajacy tancuchowi bocznemu zmienionej reszty

aminokwasowe;j”.

Tego typu mankamenty sa jednak do$¢ nieliczne, a cata rozprawa zostala napisana jasno,
klarownie i poddana gruntownej korekcie edycyjnej. Umiej¢tnos¢é wyciggania wnioskow oraz
pewien poziom krytycyzmu wzgledem uzyskanych wynikow $wiadcza o osiagnigciu przez

Doktorantke odpowiedniej do etapu kariery dojrzatosci naukowe;.

Podsumowujgc, stwierdzam, iz przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska odpowiada
wymogom stawianym pracom doktorskim (Ustawa z dnia 14 marca 2003 r., Dz.U.03.65.595 wraz
z pozniejszymi zmianami (Dz. U. z 2005 r. Nr 164, poz. 1365, z 2010 r. Nr 96, poz. 620 1 Nr 182,
poz. 1228 oraz z 2011 r. Nr 84, poz. 455). W zwiazku z tym wnioskuj¢ o dopuszczenie mgr Moniki

Lewandowskiej-Goch do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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