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Recenzja pracy doktorskiej mgr Aleksandry Doroty Helbik-Maciejewskiej zostata
przygotowana w odpowiedzi na powierzenie mi obowigzkOdw recenzenta przez Rade

Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu Gdanskiego uchwata z dnia 13 maja 2026 roku.

Ocena wyboru tematyki badawczej

Proteazy zakotwiczone w blonie komorkowej, odgrywaja fundamentalng role w
regulacji proceséw fizjologicznych, takich jak dojrzewanie biatek, przekazywanie sygnatéw
komorkowych czy utrzymanie integralnosci tkanek. Jednoczesnie coraz liczniejsze badania
wskazuja, ze deregulacja aktywnosci tych enzyméw prowadzi do rozwoju wielu schorzen, w
szczegOlnosci nowotworow, choréb zapalnych oraz infekcji wirusowych 1 bakteryjnych. W
tym kontekscie proteazy takie jak matryptaza-1 (MT1) oraz furyna sg uznawane za istotne
cele terapeutyczne, ktoérych modulacja moze przyczyni¢ si¢ do opracowania nowych strategii
leczenia.

Szczegbdlnego znaczenia nabiera potrzeba projektowania inhibitor6w
charakteryzujacych si¢ wysokg selektywnos$ciag dziatania. Jest to zwigzane z faktem, ze blisko
spokrewnione enzymy, takie jak MT1 i matryptaza-2 (MT2), moga petni¢ odmienne, a nawet
przeciwstawne funkcje biologiczne, zwlaszcza w kontekscie procesow nowotworowych.
Nieselektywne hamowanie aktywnosci tych proteaz mogloby zatem prowadzi¢ do efektow

niepozadanych, ograniczajac potencjalne zastosowanie kliniczne inhibitorow.
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W tym $wietle badania ukierunkowane na racjonalne projektowanie, chemiczng synteze
oraz ocen¢ aktywno$ci nowych inhibitorow omawianych enzymoéw maja nie tylko istotne
znaczenie poznawcze, ale réwniez wyrazny potencjatl aplikacyjny. Moga one bowiem
stanowi¢ podstawg¢ do rozwoju nowych zwigzkbw o charakterze terapeutycznym,
znajdujacych zastosowanie w leczeniu choréb nowotworowych, zakazen oraz innych
schorzen zwigzanych z zaburzong aktywnoscig proteaz.

Pani mgr Aleksandra Dorota Helbik-Maciejewska, poswiecita swoja rozprawe
doktorska istotnemu i aktualnemu zagadnieniu z pogranicza chemii medycznej, biochemii
oraz biologii molekularnej, jakim jest poszukiwanie nowych, selektywnych inhibitor6w
enzymOw o kluczowym znaczeniu w patogenezie wielu choréb.

Celem rozprawy doktorskiej byto zaprojektowanie, otrzymanie metodami syntezy
chemicznej oraz scharakteryzowanie aktywnosci biologicznej inhibitorow wybranych
transbtonowych proteaz, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich selektywnosci oraz stabilnosci.
Szczegblny nacisk potozono na selektywng inhibicje MT1 przy jednoczesnym zachowaniu
braku aktywnosci wobec Dblisko spokrewnionej MT2, natomiast druga grupe
zsyntetyzowanych zwigzkéw stanowity inhibitory furyny. Kolejnym celem badan byto
opracowanie i optymalizacja efektywnej, skroconej metody N-metylowania peptydow na
nosniku statym, z wykorzystaniem techniki ultradzwigkowej, w celu zwigkszenia wydajnosci
1 skrocenia czasu syntezy. Otrzymane zwigzki zaprojektowano zaréwno jako narzedzia
badawcze do analizy funkcji proteaz, jak i potencjalne struktury wiodgce do opracowania
nowych terapii przeciwnowotworowych i przeciwwirusowych. W S$wietle powyzszych
danych, tematyka przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej Pani mgr Aleksandry
Doroty Helbik-Maciejewskiej jest wartoSciowa i uzasadniona, a podjete badania wpisujg si¢
w nurt poszukiwan nowoczesnych, ukierunkowanych terapii o wysokiej selektywnosci

dziatania.

Ocena formalna rozprawy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Aleksandry Doroty Helbik-
Maciejewskiej stanowi oryginalne opracowanie naukowe 1 zostala przygotowana w
klasycznej formie monografii, tym samym spelnia ustawowe wymagania stawiane rozprawom
doktorskim. Tematyka rozprawy znajduje odzwierciedlenie w dorobku publikacyjnym
Doktorantki, obejmujagcym 5 prac naukowych opublikowanych w czasopismach o zasiggu
miedzynarodowym. Prace te charakteryzuja si¢ wysokim poziomem merytorycznym i wpisujg
si¢ w aktualne nurty badawcze w zakresie chemii medycznej, co potwierdza kompetencje

Doktorantki w podejmowanej problematyce.
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Rozprawa ma form¢ monografii naukowej, ktérej opracowanie wymagato znacznego
nakltadu pracy, a zarazem umozliwito Doktorantce poglebione 1 szczegétowe omodwienie
obszernego materialu badawczego oraz uzyskanych wynikéw. Uktad rozprawy doktorskiej
Pani mgr Aleksandry Doroty Helbik-Maciejewskiej jest zgodny z normami przyjetymi dla
tego typu monografii i liczy facznie 169 stron. Praca zostata napisana w jezyku angielskim i
obejmuje streszczenia w jezyku angielskim 1 polskim, wykaz stosowanych skrétow oraz
rozbudowang cze$¢ wprowadzajaca i eksperymentalng.

Rozprawa rozpoczyna si¢ wprowadzeniem teoretycznym, w ktérym omodwiono
wlasciwosci 1 klasyfikacje proteaz, ze szczegdlnym uwzglednieniem proteaz zwigzanych z
btong komorkowa, takich jak MTI1, MT2 oraz furyna. W kolejnych podrozdziatach
przedstawiono ich budowe¢, mechanizmy dziatania oraz znaczenie biologiczne i kliniczne.
Istotnym elementem czgsci literaturowej jest rowniez przeglad inhibitoréw proteaz
serynowych, obejmujacy ich klasyfikacje, mechanizmy dziatania oraz przyktady zwiazkow o
potencjale terapeutycznym. W dalszej czesci pracy omoéwiono zagadnienia zwigzane z
projektowaniem zwigzkoéw o potencjale diagnostycznym, w tym peptydowych sond
molekularnych.

Rozdzial poswiecony celom pracy zostat osadzony w szerokim konteks$cie biologiczno-
medycznym i identyfikuje istotny problem opracowania selektywnych inhibitor6w MT1 oraz
ulepszenia inhibitorow furyny.

Czes¢ eksperymentalna obejmuje szczegdélowy opis zastosowanych materialéw oraz
metod, w tym technik syntezy peptydow w fazie statej, metod modyfikacji strukturalnych
(m.in. cyklizacji, znakowania fluorescencyjnego oraz N-metylacji), a takze procedur
oczyszczania 1 analizy otrzymanych zwiazkow. Oddzielny rozdzial poswiecono badaniom
enzymatycznym, obejmujacym charakterystyke aktywnosci inhibicyjnej zsyntezowanych
inhibitor6w wobec badanych proteaz, oraz oceng ich stabilno$ci proteolitycznej.

Najobszerniejszg cze$¢ rozprawy stanowi rozdzial ,,Results and discussion”, w ktérym
przedstawiono wyniki badan dotyczacych projektowania, syntezy oraz charakterystyki
inhibitoréw MT1, MT2 1 furyny. Zaprezentowane wyniki obejmuja zarO6wno analize
zaleznosci struktura—aktywnos$¢, jak 1 ocene wiasciwosci biologicznych oraz stabilnosci
otrzymanych zwigzkow.

Prace koncza wnioski, ktére syntetyzujg uzyskane rezultaty, oraz obszerny wykaz
literatury obejmujacy 286 pozycje. Uzupetnienie stanowig spisy rycin i tabel.

W dysertacji zawarty jest rowniez wykaz osiggnie¢ naukowych Doktorantki, w tym
zestawienie publikacji, spis wystgpien konferencyjnych w formie komunikatéw ustnych i

prezentacji posterowych, ktérych wspotautorem byta Pani mgr Aleksandra Dorota Helbik-
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Maciejewska. Ponadto zestawione s3a informacje dotyczace doswiadczenia Doktorantki,
przyznanych stypendidéw, grantéw badawczych.

Uktad pracy jest logiczny i przejrzysty, a kolejno$¢ przedstawianych zagadnien
odpowiada standardom obowigzujacym dla rozpraw doktorskich o charakterze
eksperymentalnym. Rozprawa zostata napisana poprawnym jezykiem naukowym, jednak ze
wzgledu na jej opracowanie w jezyku angielskim pojawiaja si¢ sporadyczne niedoskonatosci
jezykowe. W tekscie dostrzegalne sg takze uchybienia edytorskie. Wskazane bytoby réwniez
podniesienie jakos$ci rycin, co przyczynitoby si¢ do lepszej przejrzystosci prezentowanych
wynikéw. Podsumowujac te czgs¢ oceny moge stwierdzi€, ze recenzowana praca spelnia

wszystkie formalne wymagania stawiane rozprawom doktorskim.

Ocena merytoryczna rozprawy

We wstepie rozprawy doktorskiej Pani mgr Aleksandra Dorota Helbik-Maciejewska
scharakteryzowala proteazy, ze szczegdlnym uwzglednieniem serynowych proteaz
btonowych. Przedstawita ich podzial, obejmujacy m.in. proteazy transbtonowe typu I oraz
typu II. Szczegbdlng uwage poswigcita MT1 1 MT2. Scharakteryzowata takze proproteinowe
konwertazy, z uwzglednieniem furyny. Jednakze w tym miejscu, chcialabym si¢ odnies¢ do
zaproponowanej przez Doktorantke systematyki, jest ona przejrzysta, jednak wymaga
doprecyzowania w zakresie klasyfikacji furyny. W mojej ocenie bardziej wtasciwe bytoby
wyodregbnienie proproteinowych konwertaz w osobnym rozdziale, a nie w obrgbie proteaz
serynowych, poniewaz, mimo wspdlnego mechanizmu katalitycznego opartego na reszcie
seryny, stanowig one odrgbng rodzing enzymoéw (subtilizynopodobnych), r6ézng pod
wzgledem strukturalnym 1 ewolucyjnym od klasycznych proteaz serynowych typu
trypsynowego. Furyna, mimo mechanizmu katalitycznego opartego na reszcie seryny, nie jest
zaliczana do klasycznych transblonowych proteaz serynowych typu matriptaz.

W dalszej czesci Doktorantka rzeczowo nakreslita problemy, wyzwania i cele badawcze
zwigzane z aktywnoscig wspomnianych enzymoéw, bowiem nadekspresja MT1 sprzyja
progresji, przerzutowaniu oraz pogarsza rokowanie w wielu typach nowotwordéw, podczas
gdy MT2 odpowiada przede wszystkim za regulacje metabolizmu zelaza 1 wykazuje
odmienny do MT1, czg¢sto protekcyjny charakter w onkogenezie. Natomiast, furyna odgrywa
istotng rol¢ w rozwoju nowotworéw, gdyz aktywuje liczne biatka zaangazowane w
proliferacje, angiogeneze 1 inwazj¢ komorek, a jej nadekspresja koreluje z agresywnoscig i
ztym rokowaniem w wielu typach raka. Ponadto enzym ten uczestniczy w patogenezie
infekcji wirusowych, aktywujac glikoproteiny wirusowe niezbedne do wnikania do komorek
gospodarza, co czyni go atrakcyjnym celem terapeutycznym. Doktorantka stusznie

podkreslita znaczenie hamowania aktywnos$ci ww. enzymdw, jako obiecujagcej strategii
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terapeutycznej. Jak sama zauwazyla, ze wzgledu na szerokie spektrum dzialania oraz
mozliwo$¢ racjonalnego projektowania, inhibitory proteaz stanowig obiecujaca grupeg
zwigzkOw w nowoczesne] farmakoterapii. Podkreslajac znaczenie badan w tym obszarze,
szeroko scharakteryzowala poznane do tej pory inhibitory proteaz, z uwzglednieniem
inhibitora trypsyny (SFTI-1) oraz inhibitora Bowmana-Birka (HV-BBI), ktére wykazuja
wysoka stabilno$¢ 1 silne wiasciwosci inhibitorowe wobec proteaz serynowych. SFTI-1
stanowi doskonaly, dobrze scharakteryzowany szkielet do projektowania selektywnych
inhibitoréw réznych enzyméw, natomiast HV-BBI 1 jego analogi wyrdzniaja si¢ wysoka
aktywnoscia, zwlaszcza wobec MT1, co czyni je obiecujacymi zwigzkami w projektowaniu
nowych inhibitor6w o potencjale terapeutycznym. Odrebnym zadaniem byta proba
opracowania peptydowych sond molekularnych do wizualizacji komérek wykazujacych
nadekspresje MT1 i furyny, przy czym Doktorantka trafnie wskazata na przewage peptydow
nad przeciwcialami oraz wyr6znita dwa podstawowe typy takich sond, oparte na
powinowactwie i aktywnosciowe.

Cele pracy zostalty osadzone w szerokim i dobrze uzasadnionym kontekscie
biologicznym i medycznym, obejmujacym rol¢ proteaz serynowych MT1, MT2 oraz furyny w
procesach nowotworowych i infekcyjnych. Doktorantka wskazuje na kluczowy problem
badawczy, jakim jest potrzeba opracowania selektywnych inhibitorow MTI1 przy
jednoczesnym unikni¢ciu oddziatywania na MT2, a takze poprawy witasciwosci inhibitoréw
furyny. Jednakze nalezy zauwazy¢, ze cele pracy nie zostaly wyodrgbnione w sposdb
jednoznaczny i majg czg¢sciowo charakter opisowy. Sg one wplecione w szerszy kontekst
wprowadzenia i momentami tacza elementy uzasadnienia, zalozen projektowych oraz opisu
podejscia badawczego. Bardziej przejrzyste sformutowanie celow, np. w postaci wyraznie
wydzielonego fragmentu lub punktow, zwigkszyloby klarownos¢ tej czesci pracy.

W czesci eksperymentalnej Doktorantka szczegdétowo opisala stosowane materiaty,
metody analityczne oraz procedury syntezy peptydow na no$niku stalym, w tym rézne
strategie cyklizacji (mostki disiarczkowe, triazolowe, diselenidowe), modyfikacje strukturalne
(m.in. N-metylacje, znakowanie fluoroforami), a takze metody oczyszczania i charakterystyki
otrzymanych inhibitorébw. W czeSci dotyczacej badan enzymatycznych Doktorantka
doktadnie przedstawita zastosowane materialy oraz procedury pozwalajace na ocen¢
zdolnos$ci inhibitor6w do hamowania aktywnosci enzyméw, MTI1, MT2 i furyny, w tym
wyznaczanie parametrow kinetycznych (ICso, Ky, Kj) oraz badania stabilno$ci proteolityczne;j
otrzymanych zwigzkéw. Niemniej, w omawianym fragmencie brakuje informacji na temat
przeprowadzonej analizy statystycznej, co zostanie omOwione w dalszej czeSci niniejszej

recenzji.
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Analiza eksperymentalnej czeSci rozprawy pozwolita na weryfikacje przydatnosci
przyjetych metod badawczych do zatozonych celow pracy. Pani mgr Aleksandra Dorota
Helbik-Maciejewska realizowala postawione cele badawcze z zastosowaniem szerokiego
panelu metod z zakresu chemii medycznej i chemii peptydéw, obejmujacych synteze oraz
modyfikacje strukturalng zwigzkéw peptydowych. Metody te byty w pelni wystarczajace do
realizacji zatlozonych celéw pracy 1 analizy wynikdw. Z opisu rozprawy wynika, ze
Doktorantka bardzo dobrze opanowata szereg technik eksperymentalnych z zakresu chemii
peptydéw, wykazujac kompetencje w syntezie, projektowaniu i modyfikacji strukturalnej
peptydow oraz w analizie uzyskanych wynikéw, a takze zdobyta duze doswiadczenie w
planowaniu 1 prowadzeniu badan.

Dalej, Pani mgr Aleksandra Dorota Helbik-Maciejewska szczegdétowo omowita
strategie 1 metody badawcze, wraz z opisem uzyskanych wynikéw i wnioskéw. Z czesci tej
wynika, ze Doktorantka zaprojektowata nowe analogi inhibitorow MTI1, MT2 i furyny, z
czego wigkszo$¢ byla cykliczna; czes¢ zawierala mostki disiarczkowe, triazolowe lub
diselenidowe, a wybrane peptydy poddano znakowaniu fluorescencyjnemu i N-metylacji.
Zaproponowane modyfikacje pozwolity na uzyskanie zwigzkoéw skutecznie hamujacych
MT1; jeden z nich wykazal korzystng selektywnos¢ wzgledem MT2. Na podstawie analiz
enzymatycznych 1 symulacji dynamiki molekularnej (MD) potwierdzono, ze rdéznice
konformacyjne determinujg efektywno$¢ wigzania do miejsca aktywnego enzymu, co
postuzylto jako podstawa do dalszego projektowania i optymalizacji inhibitoréw.

Badania struktura—aktywno$¢, w tym skanowanie alaninowe, wskazaly na istotng role
reszt w obrebie petli wigzacej, przy jednoczesnej mozliwosci modyfikacji regiondéw
terminalnych. Redukcja dlugosci peptydu umozliwita uzyskanie krétszych analogéw o
zachowanej aktywnosci 1 poprawionej stabilnosci. Wykazano takze wspdtdziatanie
wybranych reszt aminokwasowych w utrzymaniu aktywnosci oraz znaczenie mostka
disiarczkowego dla funkcji inhibitora.

Czes¢ otrzymanych zwigzkéw poddano badaniom biologicznym, potwierdzajac ich
potencjat jako sond fluorescencyjnych oraz kandydatéw na leki przeciwwirusowe i
przeciwnowotworowe. Najaktywniejsze analogi wykazaly wysoka aktywnos¢ wobec wirusa
Zika, niskg cytotoksycznos¢ oraz selektywno$¢ dziatania.

Przeprowadzono réwniez badania stabilnosci 1 degradacji inhibitor6w w surowicy oraz
analizy NMR, potwierdzajace ich wtasciwosci konformacyjne.

Dodatkowo, Doktorantka opracowata i zoptymalizowata skrocong metod¢ N-metylacji
peptydéw na no$niku statym, redukujac czas reakcji z 4 godzin do 40 minut przy zachowaniu
wysokiej wydajnosci. Wykazata uniwersalno$¢ tej procedury dla wielu rdéznych

aminokwasow N-koncowych (His, Ser, Trp, Tyr, Glu, Cys, Phe, Ala) oraz jej skuteczno$¢ w
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syntezie wielokrotnie N-metylowanych peptydéw, co potwierdza istotng warto$¢ praktyczng

N-metylacji w chemii peptydow.

Zaprezentowane wyniki prac badawczych, stanowig wyczerpujace opracowanie, dzigki
czemu rozprawa stanowi baze stuzaca dalszemu projektowaniu 1 syntezie nowych
inhibitoréw, oraz planowaniu dalszych badan in vitro/in vivo.

Rozdziat ,,Conclusions” zostal opracowany w sposOb przejrzysty 1 logiczny, z
wyraznym podzialem na gtéwne watki badawcze odpowiadajace zakresowi pracy (inhibitory
MTI1, furyny oraz optymalizacja N-metylacji). Doktorantka w syntetyczny sposob
podsumowata najwazniejsze wyniki, jasno wskazujac kluczowe elementy strukturalne
warunkujgce aktywno$¢ i selektywno$¢ inhibitoréw, a takze znaczenie przeprowadzonych
modyfikacji dla poprawy ich wtasciwosci biologicznych 1 aplikacyjnych. Wnioski te wnosza
istotny wktad w rozw@j strategii projektowania selektywnych inhibitoréw proteaz oraz metod
modyfikacji peptydow.

Do obowigzkéw recenzenta nalezy nie tylko podkreslenie waloréw pracy, ale rowniez
zwrocenie uwagi na dostrzezone niedociggnig¢cia. Zauwazone uwagi nie maja charakteru
negatywnego 1 nie wplywaja na moja pozytywng ocen¢ oraz wysoka jakos¢
przeprowadzonych przez Doktorantke badan. Stanowig one jedynie podstawe do
konstruktywnej dyskusji podczas obrony rozprawy doktorskie;j.

Moje zastrzezenia dotyczg nastepujacych elementow:

1. W pracy wystepuja uchybienia redakcyjne, takie jak literowki (np.: strona 68: ,,in water an
lyophilized”, ,,Than 50 pl inhibitor””), nadmierne/brakujace spacje (strona 70: ,,.5mg”’) oraz
niekonsekwencje w zapisie (niespdjnos¢ w stosowaniu wielkich 1 matych liter w nazwach
rodzin inhibitoréw no.: Bowman-Birk inhibitors vs. Bowman-Birk Inhibitors, or
Sunflower trypsin inhibitor-1). Nie wptywaja one istotnie na wartos¢ merytoryczng
rozprawy, jednak ich korekta poprawilaby przejrzystos¢ tekstu. Prosz¢ nie odnosi¢ si¢ do

nich podczas publicznej obrony rozprawy doktorskie;j.

2. Uzyte w anglojezycznym tytule okreslenie ,.,enzymatic studies” sugeruje szerszy zakres
badan enzymologicznych niz przedstawiono w pracy. Z opisu badan wynika przede
wszystkim ocena aktywnosci inhibitorowej otrzymanych zwigzkéw wobec MT-1, MT-2 i
furyny. W zwigzku z tym warto rozwazy¢, czy termin ,,inhibitory activity studies” nie

bytby bardziej adekwatny do rzeczywistego zakresu przeprowadzonych badan.

3. W mojej opinii cze$¢ rycin (np.: Figure 38, 41, 45, itp.) oraz ich tytuly wymagaja
doprecyzowania, zarowno pod wzgledem terminologicznym, jak i edytorskim. Uwaga

dotyczy czesci pracy prezentujacej wyniki oceny inhibicji enzymoéw. Prezentowane dane



UNIWERSYTET
MEDYCZNY
W tODZI

dotyczag aktywnos$ci enzymu w obecnosci inhibitora, czyli efektu inhibicji. Z naukowego
punktu widzenia bardziej wiasciwe bytoby stosowanie sformutowan odnoszacych si¢ do
hamowania aktywnosci enzymatycznej lub aktywnos$ci enzymu w obecnosci inhibitoréw.
Zalecalabym w takich przypadkach ujednolicenie nomenklatury 1 konsekwentne
podkreslenie, ze analizowane jest dziatanie inhibicyjne peptydéw (inhibitoréw) na enzym
(,,inhibitory activity”, ,,inhibition studies”, ,,inhibitory assays”, ,.evaluation of inhibitory
potency”), a nie ich ,,aktywnoS$¢” sensu stricto.

Ponadto, na czesci rycin brakuje opisu osi rzednych, co utrudnia jednoznaczng
interpretacje danych (np. czy przedstawiono procentowg aktywnos$¢ enzymu, inhibicje,
czy inne przeksztaltcenie wynikow).

Dodatkowo zwracam uwage na brak informacji dotyczacych analizy statystycznej,
poniewaz nie wskazano zastosowanych testow statystycznych, liczby powtdrzen, ani
poziomu istotnosci. Informacje te powinny by¢ jednoznacznie przedstawione zarOwno w
opisach rycin, jak i, co szczegdllnie istotne, w czeSci metodycznej, najlepiej w formie
wydzielonego podrozdziatu dotyczacego analizy statystyczne;j.

W przypadku rycin pochodzacych z opublikowanych artykutoéw brakuje odniesien do
zrodet w ich podpisach. Zgodnie z dobra praktyka naukowg nalezy umiesci¢ stosowny

odnos$nik bibliograficzny bezposrednio w tytule lub opisie rycin.

W pracy zauwazalne sg pewne niescistosci dotyczace sposobu cytowania literatury oraz
formutowania wnioskéw na jej podstawie.

- Ta sama publikacja zostata ujeta dwukrotnie w wykazie literatury (203 1 258)

- W zdaniu: “A comprehensive classification of proteases was introduced in 1993 by
Rawlings and Barrett, who organized peptidases into clans and families” powinien zosta¢
umieszczony odpowiedni odnos$nik bibliograficzny, najprawdopodobniej pozycja [6],
ktora powinna zosta¢ przywolana juz w tym miejscu tekstu. Konsekwentnie, we
fragmencie “As mentioned in the Section 1., Barrett and Rawlings developed a
revolutionary classification system for proteases” brakuje wskazania wtasciwych
odniesien literaturowych (powinny zosta¢ przytoczone pozycje [3-6]).

- Zwracam rOwniez uwag¢ na techniczne aspekty cytowania: w kilku miejscach (np.
odnosniki [187], [209]) cytowanie zostalo umieszczone na koncu akapitu zamiast przy
konkretnym zdaniu, ktérego dotyczy.

- Strona 22, fragment “Although the precise physiological function of PRSS31 remains
unclear, (...) modified animals exhibited increased resistance to chronic obstructive
pulmonary disease and colitis.”, odwotanie do pracy Hansbro et al. zostalo umieszczone

dopiero w koncowej czesci zdania, podczas gdy przedstawione wczesniej informacje
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rOwniez pochodzg z tej publikacji. W mojej opinii bardziej przejrzyste bytoby
wprowadzenie cytowania juz w pierwszym zdaniu, co jednoznacznie wskazywatoby na
zrodto wszystkich przytoczonych danych.

- Strona 25, fragment: ,,which indicated that prostasin is not required and involved in MT1
autoactivation”, nie jest jednoznaczne, czy oba zdania odnoszg si¢ do tej samej publikacji
(Su et al. [30]), co wymaga doprecyzowania.

- Strona 30, uzyto sformutowania ,Numerous studies have indicated...”, jednak nie
zostato ono poparte odpowiednig liczba odniesien bibliograficznych. W przypadku takich
uogllnien konieczne jest wskazanie reprezentatywnych zrédet. W tym samym fragmencie
warto réwniez doprecyzowa¢ nazewnictwo gendw (np. kursywa, mate litery w
odniesieniu do genéw zwierzgcych) oraz skorygowac¢ terminologi¢; poprawna nazwa
BMPs to bone morphogenetic proteins.

- Analogiczne braki w zakresie cytowania wystepuja w dalszej czesci pracy. Na str. 48
fragment dotyczacy aktywnosci biologicznej inhibitorow  (anti-inflammatory,
anticoagulant, antithrombotic, anticancer) wymaga uzupelnienia o odpowiednie
odniesienia do literatury. Szczegllnie stwierdzenia odnoszace si¢ do dziatania w
organizmie cztowieka powinny by¢ poparte zrodtami.

- Strona 49, opis inhibitora SFTI-1 réwniez powinien zosta¢ uzupelniony o cytowanie;
jesli dane te pochodza z pozycji [173], odnosnik ten nalezy umiesci¢ bezposrednio na
konicu zdania, ktorego dotyczy.

- Strona 51: “Interestingly, one of its shortest analogs, i.e. HV-BBI (4-16) (Figure 13C),
(...) that peptide was also examined toward bovine B-trypsin (Ki = 151 nM) and human
plasmin (Ki = 120 nM).”- Fragment wymaga uzupetnienia o odpowiednie odnos$niki.

Sugeruje doprecyzowanie zrodta danych dotyczacych wartosci Ki.

. W zdaniu: “This strictly hierarchical division categorizes proteins into species, families
and clans.” (str.17)- baza danych, o ktorej mowa (np. MEROPS), dotyczy peptydaz
(proteases) 1 ich substratow i inhibitoréw. A wiec klasyfikacja odnosi si¢ do enzymow
proteolitycznych, nie do wszystkich biatek, wobec czego zamiast ,,proteins” powinno by¢

’proteases’.

. W pracy chemicznej dopuszczalne jest stosowanie standardowych skr6tow aminokwasow
(np. Lys, Ala) bez konieczno$ci ich rozwijania, jednak wskazane jest zachowanie
konsekwencji stylistycznej w catym tekscie. Co wiecej, warto rozwazy¢ zastosowanie
standardowych skrotow dla cytruliny (Cit) i ornityny (Orn), aby zachowac sp6jnos¢ z

uzywanymi w zdaniu skrétami aminokwasow (Arg, Lys, Ile, Phe)- Strona 53.
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7. W tekscie uzyto pojecia ,,prM/E ratio” (Strona 55) bez jego wcze$niejszego wyjasnienia.

Wskazane jest doprecyzowanie, ze odnosi si¢ ono do stosunku biatka prekursorowego

prM do biatka otoczki E i stanowi wskaznik dojrzewania wirusa.
8. 5% fetal bovine serum (FBS) buffer” — nieprecyzyjne sformutowanie (to nie jest bufor).

Niniejsze uwagi, majg charakter marginalny i w niczym nie umniejszajg warto$ci naukowe;j
recenzowanej rozprawy.

W trakcie lektury pracy doktorskiej nasunetly mi si¢ rOwniez pewne pytania do dyskusji:

1. W rozdziale “6.5. Monitoring of peptide coupling and deprotection reactions”
wspomniano, o tescie Kaisera i chloaranilowym. Jakie kryteria stosowano do rozrdznienia
,slight blue coloration” od reakcji negatywnej? Czy byta to ocena subiektywna, czy
stosowano kontrole odniesienia? Czy test chloranilowy byl stosowany rutynowo po
kazdym etapie, czy tylko w przypadku wprowadzania amin II-rzedowych (np. Pro)? Czy
wyniki uzyskane testem Kaisera i chloranilowym byly zawsze zgodne? Jesli nie, jak

rozstrzygano rozbieznosci?

2. W rozdziatach: “6.7.2.1. Confirmation of the presence of triazole bridge”, “6.7.2.1.1. Test
with DTT”, i “6.7.2.1.2. Incubation with trypsin” mowa o testach posrednio
potwierdzajacych cyklizacj¢ i powstanie mostka triazolowego. Skoro ani MS, ani HPLC
nie pozwalaja potwierdzi¢ cyklizacji, to dlaczego wybrano akurat test DTT i trawienie
trypsyna jako metody weryfikacji? Jakie sg ograniczenia testu DTT i trawienia trypsyng w
kontekscie jednoznacznego potwierdzenia cyklizacji? Czy mogg one prowadzi¢ do
btednej interpretacji? Jakie sa inne metody pozwalajace na bardziej bezposrednie

rozroznienie form liniowych 1 cyklicznych?

3. Dlaczego badania inhibicji przeprowadzono jedynie dla dwéch stezen inhibitoréw (str. 92,
Fig. 38: 0,1 oraz 10 uM; str.95, Fig. 41: 10 uM and 100 nM)? Czy eksperymenty
wykonano w powtdrzeniach (technicznych i/lub biologicznych)? Czy bez petnych
krzywych inhibicji wnioski dotyczace sity dzialania i selektywnosci inhibitoréw nie sg

ograniczone?

4. Dlaczego wybrano akurat linie U251 1 A549 jako modele nadekspresji furyny? Czy

Doktorantka moze poda¢ dane potwierdzajace poziom ekspresji furyny w tych liniach?
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5. Jakie sa kolejne kroki niezbgdne, aby potwierdzi¢ potencjal terapeutyczny

wyselekcjonowanych inhibitoréw (np. modele in vivo, farmakokinetyka)? Jakie sg gléwne
wyzwania zwigzane z potencjalnym zastosowaniem terapeutycznym tych peptydéw (np.

stabilnos¢, biodostgpnos¢, degradacja proteolityczna)?”

Podsumowanie i wniosek koncowy

Rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego opisanego w celach
pracy, zawartos¢ merytoryczna, przedstawienie wynikow 1 ich wnikliwa analiza, Swiadcza o
duzej wiedzy teoretycznej 1 praktycznej, oraz samodzielno$ci i dojrzatosci naukowej
Doktorantki. Biorac pod uwage szeroki zakres badan, warto doceni¢ naktad pracy wlozony
przez Doktorantke w realizacj¢ planu. Badania zostaly wykonane w ramach wspolpracy z
wieloma osrodkami badawczymi m.in. the Department of Pharmacology-Physiology, Faculty
of Medicine and Health Sciences, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada
(badanie dynamiki molekularnej (MD) komplekséw peptydow z MT1, ktére pozwolity na
szczegblowa analiz¢ oddzialywan miedzy inhibitorem a enzymem), the Laboratory of
Recombinant Vaccines, the Laboratory of Virus Molecular Biology, Intercollegiate Faculty of
Biotechnology, University of Gdansk and Medical University of Gdansk (ocena aktywnosci
przeciwwirusowej najaktywniejszych inhibitorow furyny wobec wirusa Zika (ZIKV)), the
Department of Biochemistry, Faculty of Medicine, Medical University of Warsaw (badania
aktywnosci inhibitorow na wybranych liniach komérek nowotworowych (U251 — glejak,
AS549 — rak ptuca) oraz na linii komorek prawidlowych (HEK293), co pozwolito na ocen¢ ich
potencjalnej selektywnosci 1 cytotoksycznosci), the Laboratory of Biological NMR Institute
of Biochemistry and Biophysics Polish Academy of Sciences (badania NMR).

Waznym aspektem rozprawy doktorskiej jest fakt, ze wyniki zawartych w niej badan
zostaly opublikowane w renomowanych czasopismach naukowych o zasiggu
miedzynarodowym, co istotnie podnosi warto$¢ naukowg przedstawionej pracy. Dorobek
publikacyjny Doktorantki obejmuje artykuty opublikowane m.in. w European Journal of
Medicinal Chemistry, Journal of Organic Chemistry, ACS Medicinal Chemistry Letters oraz
Molecules, co $wiadczy o wysokiej jakosci prowadzonych badah oraz ich znaczeniu dla
rozwoju chemii medycznej 1 peptydow. Na uwage zastuguje fakt, ze wyniki badan nad
inhibitorami furyny staty si¢ podstawg zgloszenia patentowego (Patent Office of the Republic
of Poland, P.449419), co istotnie podnosi wartos¢ aplikacyjng rozprawy. Ponadto
Doktorantka, przygotowata manuskrypt, ktory zostat ztozony do publikacji, to z kolei
potwierdza ciaggtos¢ prowadzonych badan oraz ich aktualnos¢. Nalezy rowniez podkreslic, ze
uzyskane dotychczas wyniki stanowig solidng podstaw¢ do kolejnych publikacji, ktore, jak

mozna oczekiwac, bedg sukcesywnie ukazywac si¢ w przysziosci.
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Warto zauwazyC, ze Doktorantka wykazuje znaczace doswiadczenie badawcze,
potwierdzone zaréwno udziatem w projektach naukowych, jak i kierowaniem nimi. Obecnie
petni funkcje kierownika projektu NCN Preludium 23, a wczesniej realizowata kilka grantow
dedykowanych mtodym naukowcom (m.in. UGrants-start oraz BMN), co swiadczy o duzej
samodzielnosci badawczej 1 skutecznosci w pozyskiwaniu finansowania. Brata rowniez udziat
jako wykonawca w projekcie SONATAIS.

Aktywnos¢ konferencyjna Doktorantki jest bardzo dobra i1 obejmuje liczne
wystapienia ustne i posterowe na konferencjach krajowych i migdzynarodowych, w tym
prestizowym European Peptide Symposium. Na szczegdlne wyrdznienie zastuguje nagroda za
najlepsza prezentacj¢ w obszarze nauk farmaceutycznych, co potwierdza wysoka jakos¢
prezentowanych wynikéw oraz umiejetnos¢ ich komunikowania.

Podsumowujac, dorobek publikacyjny i naukowy Doktorantki jest spdjny tematycznie,
ukierunkowany na aktualne i istotne zagadnienia z zakresu chemii peptydow i ich zastosowan
biomedycznych, a takze §wiadczy o jej dojrzatosci badawczej, duzym zaangazowaniu oraz
potencjale do dalszego rozwoju naukowego. Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr
Aleksandry Doroty Helbik-Maciejewskiej zatytulowana ,,Design, chemical synthesis and
enzymatic studies of transmembrane serine proteases inhibitors: matriptase-1, matriptase-2
and furin (Projektowanie, chemiczna synteza oraz ocena aktywnos$ci inhibitorow
transmembranowych proteinaz serynowych: matryptazy-1, matryptazy-2 oraz furyny)”
spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim okreslone w ustawie z dnia 20 lipca
2018 r. ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” wraz z pdzniejszymi zmianami oraz w
rozporzadzeniach wykonawczych obowigzujacych w tym zakresie. Wnosz¢ do Rady
Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr
Aleksandry Doroty Helbik-Maciejewskiej do dalszych etapéw postepowania w sprawie

nadania stopnia doktora.

Signed by /
Podpisano przez:

Renata Ewa
Perlikowska

Date [/ Data: 2026-
07-07 14:19

dokumentu.

Podpis elektroniczny/certyfikat zostat usuniety podczas anonimizacji

12





