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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Doroty HELBIK-MACIEJEWSKIEJ

pt. ,Design, chemical synthesis and enzymatic studies of transmembrane serine proteases
inhibitors: matriptase-1, matriptase-2 and furin”
wykonanej w Katedrze Biochemii Molekularnej na Wydziale Chemii UG pod kierunkiem prof. dr hab.
Krzysztofa Rolki oraz dr Agaty Gitlin-Domagalskiej

Prawidtowe funkcjonowanie kazdej komdrki wymaga obecnosci i aktywnosci enzyméw
proteolitycznych, ktére hydrolizujg wigzania peptydowe w biatkach lub peptydach bedacych ich
substratami. Bardzo liczng grupe enzymdw proteolitycznych stanowig proteazy serynowe.

Matryptaza-1 (powszechnie znana jako matryptaza MT1) i matryptaza-2 (MT2 kodowana przez
gen TMPRSS6) to homologiczne enzymy z rodziny btonowych serynowych proteaz typu Il (TTSP). Co
ciekawe, pomimo podobnej struktury czgsteczkowej, petnig w organizmie zupetnie inne funkcje
biologiczne. Wiadomo, ze matryptaza-1 odpowiada za integralno$¢ naskdrka i rozwdj nowotwordw,
podczas gdy matryptaza-2 jest kluczowym regulatorem gospodarki zelazowej. Gdy matryptaza-1
wspiera procesy proliferacji tkanek i bierze udziat w inwazyjnosci komdrek nowotworowych, to
matryptaza-2 odpowiada za utrzymanie prawidtowego poziomu zelaza w surowicy, czyli zapobiega
jego niedoborom lub nadmiarowi. Aktywno$¢ proteolityczna omawianych enzymoéw jest w naturalny
sposéb kontrolowana, m. in. poprzez naturalne inhibitory. Inhibitory matryptaz wykazujg obiecujgcy
potencjat terapeutyczny, chociaz dziatajg na zupetnie odrebnych zasadach. Co wigcej, badania
przedkliniczne wskazujg, ze precyzyjne projektowanie inhibitoréw ukierunkowanych na konkretny typ
matryptazy (MT1 vs. MT2) moze by¢ wykorzystane jako nowoczesna, ukierunkowana terapia
onkologiczna oraz skuteczna alternatywa dla upustéw krwi w leczeniu choréb powodowanych
przetadowaniem organizmu zelazem.

Znaczace osiggniecia w badaniach nad inhibitorami proteaz serynowych o strukturze
peptydéw s3g udziatem naukowcéw z zespotu prof. Krzysztofa Rolki z Wydziatu Chemii UG. Prace nad
projektowaniem i syntezg selektywnych, niekowalencyjnych inhibitoréw MT1 i furyny, stabilnych w
$rodowiskach proteolitycznych i redukujgcych prowadzita p. mgr Aleksandra Helbik-Maciejewska w
trakcie studiéw Il stopnia w szkole doktorskiej, pod opieka dr A. Gitlin-Domagalskiej i prof. Krzysztofa
Rolki. Wyniki tych badarn zostaty przedstawione w recenzowanej rozprawie doktorskie;.

Przedmiotem rozprawy s3 przede wszystkim prace nad projektowaniem i syntezg:

e analogéw naturalnego inhibitora MT-1 wyizolowanego z nasion stonecznika (SFTI-1);
e analogéw naturalnego inhibitora MT-1 wydzielonego ze skéry zaby wonnej Huia versabilis

(HV-BBI);
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e potencjalnych inhibitoréw furyny, ktdrych struktura zostata wyprowadzona z inhibitora SFTI-

1, a stanowigcych elementy sktadowe biblioteki peptydéw.

Tak sformutowane cele zasadnicze wymagaty przeprowadzenia oceny enzymatycznej wszystkich
otrzymanych peptyddéw, m. in. wiasciwosci inhibitujgcych wobec MT-1, MT-1 oraz furyny, czy
stabilnoéci peptyddw w surowicy. Ponadto Doktorantka zsyntetyzowata peptyd, ktory wykazywat duzg
zdolno$é hamowania aktywnosci MT1 i MT2, a przy tym wigzat sie z btonami komérek raka piersi MCF7.
Ta cecha powoduje, ze zwigzek ten moze petni¢ role potencjalnej sondy molekularnej w
zastosowaniach obrazowania ukierunkowanego.

Na szczegolne podkreslenie zastuguje interdyscyplinarny charakter badan, ktérych wyniki
opisano w pracy. Doktorantka nie tylko zaprojektowata, ale i otrzymata 48 peptyddw, nastepnie
zbadata ich czysto$¢ wykorzystujac spektrometrie mas i wysokosprawng chromatografie cieczowa
HPLC oraz przeprowadzita ocene ich wiasciwosci biologicznych.

Dysertacja pani mgr Aleksandry Helbik-Maciejewskiej jest dosy¢ obszernym, bo liczagcym 172
stron, opracowaniem w jezyku angielskim. llustrowana jest licznymi schematami i rysunkami (w sumie
80) oraz zawiera 15 tabel i cytaty z 286 pozycji literaturowych (w tym 6 stron internetowych). Uktad
pracy jest zblizony do standardowego, przy czym mozna wyrézni¢ cztery podstawowe czesci. Pierwsza
cze$¢ zatytutowana ,Introduction” zawiera wprowadzenie oraz przeglad literatury zwigzanej z
tematyka dysertacji. Drugi fragment pracy pt. ,Scientific goals of the study” zawiera opisowy cel pracy.
Kolejna cze$¢ ,Experimental section” dotyczy procedur syntetycznych, analitycznych oraz testdw
wiasciwosci biologicznych. Wyniki badan wiasnych i ich dyskusja sg przedstawione w kolejnej czesci pt.
,Results and discussion”. Kolejne rozdziaty pracy to wnioski, spis cytowanej literatury oraz wykazy
rysunkoéw i tabel. Cato$¢ uzupetniajg streszczenia w jezyku polskim i angielskim, zestawienie dorobku
publikacyjnego Doktorantki oraz spis tresci. Wykaz niektdrych skrotow stosowanych przez Autorke w
tekscie rozprawy jest umieszczony na jej poczatku.

Czesé literaturowa (Introduction) obejmuje 41 stron i sktada sie z trzech czesci. Pierwsza z nich
jest przeglagdem literaturowy poswieconym enzymom proteolitycznym — proteazom. Natomiast w
drugim fragmencie czesci literaturowej Doktorantka w sposéb kompetentny, a zarazem interesujacy,
przedstawita inhibitory proteaz serynowych ze szczegélnym uwzglednieniem inhibitoréw izolowanych
ze zrddet naturalnych. Odrebne podrozdziaty zostaty poswigcone inhibitorom enzymoéw matryptazy-1
i furyny. Trzecia cze$¢ poswiecona jest problemom zwigzanym z zastosowaniem peptydéw jako sond
molekularnych w obrazowaniu molekularnym. Pokrétce zostaty omoéwione dwa typy sond
molekularnych opartych na peptydach (PBMP): sondy powinowactwa i aktywnosci.

Opracowanie to zostato poparte 235 odnosnikami literaturowymi. Dobdr tematow tej czesci
rozprawy uwazam za przemyslany, a catos¢ czyta sie dosy¢ przyjemnie. Tekst napisany jest dobrym,
fachowym jezykiem, zilustrowany rysunkami i schematami (17 szt.) oraz jedng tabelg, co utatwia jego
zrozumienie, réwniez osobom nie zajmujgcym sig tego typu problemami.

Pani mgr Helbik-Maciejewska z powodzeniem unikneta pokusy, ktérej niestety dos¢ czesto
ulegajg autorki i autorzy rozpraw doktorskich, rozpisujgcy sie szeroko na tematy niekiedy jedynie luzno
zwigzane z zakresem prowadzonych prac badawczych. Autorka wybrata i opisata wylacznie te
zagadnienia, dla ktdrych znajomos¢ dotychczasowego stanu wiedzy jest niezbedna do wiasciwego
zrozumienia i interpretacji wynikéw przeprowadzonych i opisanych w rozprawie badan. Z drugiej

strony, opracowanie tych zagadnien przedstawione w tej czesci dysertacji zawiera wszystkie
" najistotniejsze informacje dostepne w literaturze, poparte cytatami z aktualnego piémiennictwa.

Reasumujac, Czesc literaturowa jest dosy¢ obszernym, kompetentnym opracowaniem,
poswieconym omowieniu zagadnien, ktérych znajomos$¢ dotychczasowego stanu wiedzy jest
niezbedna do wifasciwego zrozumienia i interpretacji wynikdw przeprowadzonych i opisanych w
rozprawie badan. Opracowanie tych zagadnien, przedstawione w tej cze$ci pracy zawiera wszystkie
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najistotniejsze informacje dostepne w literaturze, poparte cytatami z aktualnego piSmiennictwa. Jezyk
i styl opisu sg generalnie dobre.

Cele badan Autorka opisuje bardzo szczegétowo w czterostronicowym rozdziale ,Scientific
goals of the study” (str 58 — 61). W mojej opinii, cel badan powinien by¢ przedstawiony mozliwie
zwiezle. Natomiast motywacje, tak a nie inaczej postawionego celu badawczego, powinny trafi¢ w inne
miejsce opracowania. Wprawdzie mozna znalez¢ opis celowosci podjetych badan w tej czesci
rozprawy, ale ich zasadno$¢ rozmywa sie w nadmiarze tresci, w duzej mierze powtarzajgcej informacje.

W Czesci eksperymentalnej (Experimental section) zwiezle i poprawnie Doktorantka
prezentuje metody przeprowadzonych syntez wraz z oczyszczaniem otrzymanych peptyddw.
Wszystkie zsyntezowane peptydy zostaly scharakteryzowane w oparciu o widma pomierzone
wysokorozdzielczg MS. Ponadto wyznaczono czysto$¢ zsyntetyzowanych peptydéw metodg RP-HPLC.
W uzasadnionych przypadkach pomierzono jednowymiarowe widma H i 23C NMR. Czytelnik moze tez
sie zapoznac ze zrédtami, z ktérych pochodzg zastosowane w badaniach syntetycznych, analitycznych
i enzymatycznych odczynniki, substraty i rozpuszczalniki. Nie mam zastrzezen do tego fragmentu pracy.

Poniewaz praca jest tréjwatkowa, to i wyniki przeprowadzonych badan wraz z dyskusja zostaty
przedstawione w czterech podrozdziatach czesci pt. ,Results and discussion”. Trzy rozdziaty sg
poswigcone kolejno syntezie, oczyszczaniu otrzymanych peptydéw oraz badaniu ich aktywnosci
biologicznej jako potencjalnych inhibitorow matryptaz MT1 i MT2, a takze furyny. Czwarty rozdziat jest
poswiecony optymalizacji, opisanej w literaturze, reakcji N-metylowania peptydéw. Wyniki prac
syntetycznych, tak jak juz wspominatam, zostaty uzupetnione analizg z wykorzystaniem spektrometrii
mas oraz okresleniem czystosci otrzymanych zwigzkéw metodg HPLC. W konsekwencji, Doktorantka

. zaprojektowata jako inhibitory proteinaz i otrzymata 48 peptyddw. Sposrdd 36 zwigzkdw, ktdre zostaty
zaprojektowane jako inhibitory MT1 — dwa byty analogami SFTI-1, a reszta byta analogami HV-BBI.
Ponadto jeden peptyd byt inhibitorem MT2. Pozostate 12 peptydéw byty analogami SFTI-1, ale zosta
zaprojektowane jako inhibitory furyny. Wszystkie otrzymane peptydy zostaty poddane badaniom
enzymatycznym.

W wyniku tak przeprowadzonych badan mgr Aleksandra Helbik-Maciejewska wykazata, m. in. ze:

s

e 15 peptydéw wykazujacych aktywnosé hamujacg poréwnywalng ze zwigzkiem referencyjnym
(inhibitor 3) jest obiecujgcymi inhibitorami MT1, przy czym: (1) reszta Phe13 w inhibitorze 3 jest
nieistotna dla aktywnosci hamujacej MT1; (2) reszty takie jak Ser6, lle7, Argl0, zlokalizowane w
petli wigzacej, odgrywaja wazng role w rozpoznawaniu MT1, natomiast Lys5 jest resztg kluczows.
Reszty aminokwasowe zlokalizowane poza petlg wigzaca s3 nieistotne dla aktywnosci hamujgcej;
(3) zwigzek 31 o obnizonej masie czgsteczkowej jest najbardziej aktywnym inhibitorem, a przy tym
charakteryzuje sie najlepszg stabilnoscig proteolityczng sposréd badanych peptydéw, co jest
korzystne dla potencjalnych zastosowan terapeutycznych; (4) mostek disulfidowy jest niezbedny
dla aktywnosci hamujacej inhibitora 3.

e 710 peptyddw zaprojektowanych jako inhibitory furyny (peptydy 38-47), trzy charakteryzowaty
sie aktywnoscig inhibicyjng wobec tego enzymu w stezeniach nanomolarnych, przy czym byto to
dziatanie selektywne, w tym nie dotyczace MT1 i MT2.

e trzy inhibitory furyny 40, 42 i 46 posiadaty wyzszg aktywnos$¢ przeciwwirusowg na modelu wirusa
Zika w poréwnaniu ze zwigzkiem referencyjnym — nieswoistym inhibitorem furyny Dec-Arg-Val-
Lys-Arg-CMK. Szczegblnie aktywny przeciwwirusowo, a takize wykazujagcy znikoma
cytotoksycznos$¢, okazat sie inhibitor 40. Zwigzek ten stat sie przedmiotem zgioszenia
patentowego jako potencjalny lek przeciwwirusowy.

e aktywnos¢ przeciwnowotworowa peptyddw 44 i 45 nie jest konsekwencjg hamowania furyny.
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e zwigzek otrzymany jako potencjalny inhibitor MT2 (37) wiaze sie z btonami komdrek raka piersi
MCF7, co zostato stwierdzone przy wykorzystaniu mikroskopii fluorescencyjnej. Tym samym,
peptyd 37 jest potencjalng sondg molekularng, ktéra moze by¢ zastosowana w obrazowaniu
ukierunkowanym.

o reakcje N-metylowania peptydéw na Zzywicy mozna realizowa¢ w réznorakich warunkach
skracajac czas trwania procesu przy zachowaniu zadowalajgcej wydajnosci.

Wyniki przeprowadzonych badarn wraz z dyskusjg przedstawiono i opisano w sposéb profesjonalny; ich
interpretacja jest w znakomitej wiekszosci przypadkéw kompetentna i dojrzata, a dyskusja doktadna i
wyczerpujgca. Doktorantka w znakomitej wiekszosci przypadkéw unika wyciggania zbyt daleko idgcych
wnioskow i odnosi je do wiasciwie dobranych informacji literaturowych.

Pragne stwierdzi¢, ze nie znalaztam w opisie wynikéw badan fragmentéw, do ktérych mozna by
wysungc istotne zastrzezenia natury merytorycznej. Prosze jedynie Doktorantke o ustosunkowanie sie
do kitku szczegétowych probleméw.

1. Rozdziat 9.2 - wstep. Z trzech peptydéw (A, B, C) wzmiankowanych w tym fragmencie, ten
pierwszy, czyli A, odpowiada peptydowi 3 z tabeli 2. Tym niemniej, peptyd ten zostat juz wczesniej
opisany w publikacji z grupy prof. Rolki cytowanej jako poz. 187. Doktorantka powtdrzyta te
synteze, o czym wspomina na str. 95. Pozostate dwa peptydy B i C nie znajdujg sie w tabeli, wiec
nie zostaty zatem chyba otrzymane przez Doktorantke, a sg opisane w publikacji 187. Powinno to
by¢ jasno podane w opisie na samym jego poczatku. Nie jest takze jasne, czy pomiary aktywnosci
inhibicyjnej peptydéw A, B i C wobec MT1 i MT2 byty wykonywane przez Doktorantke. Wartosci
Ki wobec MT1 wszystkich trzech peptydéw sg podane w publikacji 187 oraz powtdrzone w
publikacji 203/258 (cytaty 203 i 258 to ta sama publikacja, ktérej wspdtautorka jest p. Helbik-
Maciejewska), gdzie s3 podane ponadto wartosci Ki wobec MT2. Prosze o jednoznaczne
wyjasnienie watpliwosci w tej kwestii.

2. Dla peptydéw 3-16 wykonano jedynie hamowanie aktywnosci MT1 i MT2 w trzech stezeniach ina
tej podstawie wyciggano wnioski, takze czesciowo iloSciowe. Podobne podejscie zastosowano dla
okreslania aktywnosci inhibicyjnej wiekszosci pozostatych peptydéw. Czemu nie wyznaczano
przynajmniej ICso, a lepiej Ki? Sg to parametry umozliwiajgce rzeczywiste ilosciowe poréwnanie
potencjatu inhibicyjnego oraz powinowactwa inhibitora do enzymu. Te parametry zostaly
wyznaczone jedynie dla inhibicji furyny przez zwigzki 40, 42 i 46 oraz referencyjny inhibitor B
(Tabela 9).

3. W tabeli 9 podano wartosci K; obliczone dla inhibicji furyny przez zwigzki 40, 42 i 46 oraz inhibitor
B. Nie podano jednak szczeg6téw tych obliczen. Mozna przypuszczaé, ze zastosowano réwnanie
Chenga-Prusoffa (ICso = Ki (1 + [S]/Km ), zgodnie z informacjg umieszczong w Experimental section
na str. 90 (7.1.8). Jezeli tak, to nie podano wartosci ICsp wyznaczonych zapewne z zastosowaniem
procedury 7.1.6, ani odpowiednich krzywych, z ktérych je wyznaczono. Ponadto, nie podano
wartosci Km dla fluorogennego substratu Pyr-Arg-Thr-Arg-AMC, ktérg zapewne okreslono z
zastosowaniem procedury 7.1.7. Najwazniejsza jednak kwestia zwigzana jest z faktem, ze
zastosowanie réwnania Chenga-Prusoffa jest uzasadnione wytgcznie dla inhibicji kompetytywnej.
Doktorantka powinna zatem przedstawi¢ dowody na taki charakter inhibicji furyny przez badane
peptydy, a w mojej opinii jest to mozliwe jedynie w wyniku przeprowadzenia analizy kinetyki
inhibicji, czego, jak sie wydaje, nie wykonano. Prosze Doktorantke o wyjasnienie tych watpliwosci.
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4. Rozdziat 9.2.4 Zwigzek 35, analog peptydu 3, w ktérym zamiast mostka disulfidowego jest mostek
z triazolem otrzymany w wyniku zastosowania click chemistry, jest nieaktywny wobec MT1. Czy
podjeto prébe wyjasnienia molekularnych podstaw tego braku aktywnosci poprzez modelowanie
molekularne? Wydaje sie, ze konformacja 3D peptydow 35 i 3 moze by¢ nieco rdzna.

5. Rozdziat 11.2.1. W badaniu aktywnosci przeciwnowotworowej in vitro wobec komoérek z
nadekspresja furyny, analog zawierajacy mostek diselenidowy okazat sie bardziej aktywny od
zwigzku macierzystego 42 zawierajacego mostek disulfidowy. W komentarzu do tego wyniku
Doktorantka ttumaczy go wptywem redukcyjnego srodowiska wewnatrzkomdrkowego, mogacego
spowodowaé redukcje wigzania  disulfidowego. Redukcyjny charakter  cytozolu
wewnatrzkomérkowego, wynikajacy z obecnosci w nim glutationu, jest oczywiscie prawdziwy,
natomiast wigzanie diselenidowe jest bardziej podatne na redukcje glutationem, anizeli wigzanie
disulfidowe. Czy mozliwa jest zatem inna interpretacja uzyskanego wyniku?

6. Peptydowe inhibitory furyny bedgce analogami naturalnego substratu (substratéw) tego enzymu
zawierajg w swojej strukturze szereg reszt aminokwasowych o charakterze zasadowym. W
przypadku peptydéw 38-49 badanych przez Doktorantke, zawierajg one 3 lub 5 takich reszt.
Oligopeptydy o takim polikationowym charakterze mogg posiada¢ zdolno$¢ penetracji bion
biologicznych jako tzw. peptydy penetrujace komérke (CPP). Doktorantka jest tego swiadoma,
bowiem pisze o tym w Introduction na str. 54. Wiadomo, ze niektére polikationowe peptydy
penetrujgce sg takze btonowo-czynne, czyli naruszajg integralnos¢ bton biologicznych, co moze
skutkowac efektem cytostatycznym lub wrecz cytobdjczym. Czy w prowadzonych badaniach
sprawdzono mozliwosc¢ funkcjonowania peptydéw 38-49 jako CPP oraz ewentualnos¢ ich dziatania
na btony biologiczne?

Powyzsze uwagi majg nie majg charakteru krytycznego, polemicznego, lecz raczej zachety do
dyskusji naukowej. Pragne jednoczeénie wyraznie podkresli¢, ze nie mam zadnych uwag, nawet tych
jedynie zachecajgcych do dyskusji, dotyczgcych projektowania struktur potencjalnych inhibitorédw
enzymatycznych, strategii syntez, oraz analizy strukturalnej otrzymanych produktéw.

Ostatni podrozdziat Conclusions zawiera mozliwie jak najbardziej skrétowe powtdrzenie
najwazniejszych tez i wnioskéw z uzyskanych wynikow. Doktorantka formutuje wnioski w sposéb
ostrozny i wywazony, unikajac umiejetnie stawiania tez nie majgcych wystarczajgcych podstaw w
zebranym materiale eksperymentalnym oraz w wynikach badan enzymatycznych.

Rozprawa prezentuje dobry poziom graficzny i redakcyjny. Przy tak obszernym opracowaniu
trudno nie popetni¢ btedéw typu literdwek, ktérych jednak zaobserwowatam niezbyt duzo. Nie mam
zastrzezen do sposobu cytowania literatury.

Kilka drobnych uwag edytorskich.
1. Abbreviations

Zestawienie skrotéw jest bardzo obszerne, ale nie w stopniu nadmiernym. Tym niemniej, uwazam, ze
wprowadzenie skrétéw wiasnych: C dla Core, N dla stoichiometry, E dla envelope byto zbedne.
Odpowiadajg one jednoliterowym skrétom trzech aminokwaséw biatkowych, co moze prowadzi¢ do
nieporozumien.

2. Experimental section

Zwykle w takiej sekcji zamieszcza sie jedynie ,,suche” opisy procedur badawczych. Autorka zastosowata
mniej konwencjonalne podejscie zamieszczajgc w kilku przypadkach dodatkowe opisy, jak np. w 6.9.

POLITECHNIKA GDANSKA

WYDZIAL CHEMICZNY

KATEDRA CHEMII ORGANICZNEJ tel. +48 58 347 11 34

G. Narutowicza 11/12 e-mail: maria.milewska@pg.edu.pl

80-233 Gdansk www.chem.pg.edu.pl



=g 3 b |
i WYDZIAL UCZELNIA
W
POLITECHNIKA CHEMICZNY AAIRNEZA
GDANSKA

3. Results and Discussion

6.8. Termin ,peptomer”, zapewne powszechnie znany naukowcom zajmujgcym sie chemig i
biochemig peptyddw, powinien by¢ wyjasniony w rozprawie dla wygody czytelnikéw nie bedacych
specjalistami w tej dziedzinie.

9.2.1. Dla wizualizacji przedstawionych na rys. 43 brak informacji, czy pochodzg one z jakiej$
publikacji (jesli tak, to brak odpowiedniego cytatu), czy tez zostaty wykonane na potrzeby tej rozprawy
(jesli tak, to przez kogo?).

8.2.4. Odniesienie do opisu procedury syntezy peptydu 35 pod numerem 6.6.2 jest btedne. Powinno
by¢ 6.7.2.

8.2.5. Llegenda do rys. 55. Niezgodno$¢ numeru peptydu podanego w tytule (34, wiasciwy) i
podtytutach (31, niewtasciwy).

11.2. Nastepujgce zdanie ze str. 127 z opisu wynikéw badan przedstawionych na rys. 71:

,The analogue containing a diselenide bridge (peptide 43) had the least effect on inhibitory activity,
displaying potency comparable to the parent compound (inhibitor 40) at a concentration of 77 nM.”
wydaje sie zawieraé niescistosci. Zgodnie z poprzedzajgcym opisem, mostek diselenidowy znajduje sie
w peptydzie 45, ktéry jest analogiem peptydu 42. Ponadto, z danych przedstawionych na rys. 71
wynika, ze badane zwigzki byty testowane jako inhibitory furyny w stezeniach 0.077 nM, 0.77 nM oraz
7.7 nM, a nie 77 mM.

4. References

Autorka rozprawy przyjeta jednolity styl cytowania, konsekwentnie stosuje skroty nazw czasopism oraz
podaje tytuly artykutdw (podobnie jak w czasopismiennictwie biochemicznym), co bardzo utatwia
czytanie pracy. Drobny btad w postaci dwukrotnego podania tej samej publikacji (poz. 203 i 258) nie
ma najmniejszego wptywu na wysoka ocene jakosci tej czeéci rozprawy.

Reasumujgc, prace pani mgr Helbik-Maciejewskiej oceniam jako wartosciowy wkiad, zaréwno
w chemie peptyddw, jak i w biochemieg transbtonowych proteaz serynowych, szczegdlnie w aspekcie
mozliwosci selektywnego hamowania ich aktywnosci. Praca ta ze wzgledu na pewng
interdyscyplinarno$¢ przeprowadzonych badan wymagata od Doktorantki opanowania technik
eksperymentalnych z zakresu syntezy peptydow, ale takie technik spektroskopowych oraz
stosowanych w enzymologii. Autorka podjeta sie trudnego i ambitnego zadania zaprojektowania w
oparciu o dostepne dane z badan dynamikg molekularng komplekséw peptydéw z MT1, sekwencji
peptyddw, potencjalnych inhibitoréw proteaz serynowych. Nastepnie zsyntezowata, oczysScita i
sprawdzita czystos¢ zaprojektowanych peptydow. Dla wszystkich otrzymanych peptydow
przeprowadzita, we wspotpracy z osobami bardziej doswiadczonymi w tego typu badaniach, pomiary
enzymatyczne.

Wartos¢ uzyskanych wynikdw znalazta swoje potwierdzenie w fakcie czesciowego ich
opublikowania w formie 4 artykutdw w czasopismach z tzw. listy filadelfijskiej o IF 6.7 - 3.3 (Q1 i Q2),
w tym pracy, ktéra ukazata sie niedawno w Journal of Molecular Biology, ujetej w zestawieniu w
rozprawie doktorskiej jako przyjetej do druku. W przypadku artykutu opublikowanego w Journal of
Organic Chemistry w roku 2025, Doktorantka jest pierwszg wspotautorkg. Ponadto p. Helbik-
Maciejewska jest jeszcze wspotautorkg dwdch innych artykutéw, w tym jednego przeglagdowego oraz
brata udziat w 8 konferencjach o réznej randze.

Na podstawie przedstawionej mi do oceny rozprawy sadze, ze Doktorantka jest juz w petni

uksztattowana, chociaz przeciez jeszcze bardzo mtodg, badaczka.
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Konkludujgc stwierdzam, ze praca doktorska autorstwa pani mgr Aleksandry Doroty Helbik-
Maciejewskiej spetnia wszystkie wymagania stawiane tego typu rozprawom przez ustawe Prawo o
Szkolnictwie Wyzszym i Nauce z dn. 20 lipca 2018 (Dz. U. 2018, poz. 1668 z pdzniejszymi zmianami).
Tym samym whnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie
jej Autorki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwage wazkos¢ tematyki prac badawczych Doktorantki oraz uzyskanych wynikow,
bogaty dorobek publikacyjny, prezentacje uzyskanych wynikdw na szeregu konferencji, udziat w
realizacji 3 projektéw badawczych finansowanych ze Zrédet pozauczelnianych oraz wysoki poziom
samej dysertacji, uwazam, ze rozprawa doktorska p. mgr Aleksandry Helbik-Maciejewskiej ma
charakter wyrézniajacy. Tym niemniej, z uwagi na fakt, ze Doktorantka jest pierwszym autorem tylko
w jednej publikacji, tym samym nie spetnia warunkéw okreslonych w uchwale Rady Dyscypliny Nauki
Chemiczne UG dotyczacej kryteridw wyrdzniania rozpraw doktorskich i nie jest mozliwe postawienie
formalnego wniosku o wyrdznienie recenzowanej rozprawy.

prof. ﬁrhab inz. Mayia | iewska
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