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Recenzja rozprawy doktorskiej
autorstwa mgr. inz. Pawla MORAWIAKA zatytulowanej:
»Peptydowe mimetyki hydrolaz”.

Niniejsza recenzja powstata w odpowiedzi na pismo dr. hab. inz. Roberta Gory, prof. uczelni
Przewodniczacego Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej z dnia
24.09.2024.

Przedstawiona mi do recenzji praca autorstwa mgr. inz. Pawla Morawiaka dotyczy
projektowania, syntezy oraz oceny aktywnosci hydrolitycznej szeregu peptyddéw o zdefiniowanej
strukturze przestrzennej zawierajacych w swej sekwencji reszty aminokwasowe stanowigce aparat
katalityczny wybranych enzymow z grupy hydrolaz. Tematyka rozprawy wpisuje si¢ w nurt badan
dotyczacych otrzymania czastek lub czasteczek zdolnych do katalizowania konkretnych reakcji, w
tym hydrolizy wigzan estrowych lub amidowych (peptydowych). W tym celu stosowano peptydy lub
peptydomimetyki o wymuszonej strukturze, modyfikowane nanoczastki, estry koronowe,
cyklodekstryny oraz szereg innych czasteczek. Pierwsze doniesienia o probie otrzymania czgsteczek

o whasciwosciach katalitycznych pochodza z drugiej potowy XX wieku i dotycza proby otrzymania
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hydrolazy zawierajacej klasyczng triad¢ proteinaz serynowych lub esteraz (Ser, His, Asp). Jednak
mimo szeregu prowadzonych badan otrzymanie zwigzku o efektywnosci katalitycznej zblizonej do
natywnego enzymu nie przyniosto spodziewanego efektu. Szybkos$¢ hydrolizy i parametry kinetyczne
wyznaczone dla mimetykéw odpowiednich enzyméw roznity si¢ w najlepszym razie o trzy rzedy

wielkosci.

Wobec powyzszych faktow, stwierdzam ze tematyka rozprawy jest niezwykle wymagajaca, a

jej podjecie §wiadezy o duzej odwadze naukowej Doktoranta.

Ocena formalna

Praca napisana jest w formie klasycznej rozprawy cho¢ sekwencja rozdzialéw zostata w
niej zaburzona - umieszczenie czegsci eksperymentalnej przed rozdziatem opisujagcym wyniki w mojej
opinii utatwiloby czytelnikowi zrozumienie tresci opracowania. Rozprawa sktada si¢ ze 178 stron
uporzadkowanych w dziewi¢¢ rozdziatow. Taka struktura pracy nie budzilaby zastrzezen, gdyby nie
dwukrotne pojawianie si¢ rozdziatow: 3.1 (strony 10 1 42), 5.1 (strony 60 i1 79) oraz 5.5 (strony 96 i
134).

Prawdopodobnie ze wzgledu na znaczng objetos¢ pracy Autor nie ustrzegt si¢ licznych
btedow stylistycznych i omylek edytorskich, ktorych liste zamiescitam w tek$cie rozprawy. Skrajnym
przyktadem nieprawidlowej sktadni, bledoéw literowych oraz braku wtasciwej edycji jest strona 57 i
kolejna (podrozdziat 3.3.2.). Zauwazylam dziesi¢¢ btedow na strong¢ mimo zamieszczonego na tej
stronie rysunku 52. Kontynuacja tego podrozdziatu zawarta na 30% strony A4 zawiera dziewigc

omytek. Trudno mi uwierzy¢, ze edytor tekstu nie zaznaczyl przynajmniej czesci z nich.

Tabela 7 zacytowana na stronie 43 w istotny sposéb odbiega od zrodlowej wersji. Mniej

istotny jest juz fakt, ze Doktorant konsekwentnie stosuje gwiazdke (*) w miejsce symbolu mnozenia

().
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Kluczowa dla rozprawy tabela 60 (strona 161), zawierajaca dane jakoSciowe
otrzymanych peptydéw zawiera nie$cistosci w nomenklaturze zwigzkoéw. Cze$¢ zwigzkdw nosi inne
nazwy niz te umieszczone w tabelach czastkowych (tabele: 19, 21, 25, 42 1 48). Prositabym

Doktoranta o ujednolicenie nazewnictwa zwiazkéw podczas publicznej obrony.

Podsumowujac, cz¢s¢ edytorska rozprawy pozostawia niedosyt, lecz jej lektura nie sprawia

wickszych probleméw za wyjatkiem wspomnianego juz podrozdziatu 3.3.2.

Osobng uwage budzi fakt umieszczenia wiadomosci podrecznikowych w rozdziale (wstegp)
dotyczacych wtasciwosci, podziatu 1 mechanizmu katalitycznego proteinaz. Z powodzeniem rozdziat

ten mozna by skondensowac lub usung¢.

Ocena merytoryczna

W badaniach opisanych w niniejszej rozprawie mgr inz. Morawiak otrzymal ponad 80
peptydow metoda syntezy chemicznej. W mojej opinii, w tekScie rozprawy brakuje, danych
zrédtowych (chromatogramy, widma MS) stuzacych do stworzenia tabeli 60 pozwalajacych na
prawidtowg identyfikacje¢ otrzymanych zwigzkoéw. Proszg Doktoranta o ustosunkowanie si¢ do tego
zagadnienia podczas publicznej obrony.

Otrzymane zwiazki zostaly zaprojektowane tak, aby wykazywaé okreslony mechanizm
katalityczny: wlasciwy dla hydrolaz metalozaleznych lub cysteinowych. W tym miejscu prosz¢ o
wyjasnienie czym kierowano si¢ podczas wyboru takiego, a nie innego substrat/substratow stuzacego
do monitorowania aktywnos$ci okreslonych zwigzkéw. Fakt ten ma kluczowe znaczenie dla szeregu
prowadzonych badan i zwazywszy na znaczng hydrofobowos¢ stosowanych substratéw moze w
istotny sposob wptywac na otrzymane wyniki.

Obserwowany wielokrotnie wzrost sygnatu fluorescencji bez dodatku peptydu moze by¢
spowodowany niska stabilno$cig zwigzku w roztworze wodnym jak czytamy w pracy, lecz takze

wytragcaniem substratu w buforze pomiarowym. Stad pytanie jak eksperymentalnie rozwigzac ten

problem?
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Badania nad strukturg i stabilno$cia otrzymanych peptydomimetykow wydaja si¢
potwierdza¢, ze $ciezka badawcza, ktorg obrat Doktorant nie nalezy do najtatwiejszych. Ponownie
wykonat znacza ilo$¢ eksperymentow, a jedynie cz¢$¢ z nich nalezy uznac¢ za sukces.

Zwazywszy na ogrom pracy doswiadczalnej uwazam czg$¢ eksperymentalng za
warto§ciowa, mimo pewnych niedoskonatosci. Metody badawcze zostaty odpowiednio dobrane i sg
adekwatne do planowanych badan. Pewne fragmenty badan budza naturalng ciekawos$¢ naukowg 1
jak rozumiem stanowig pole do dalszych badan.

Stad moje pytania:

1. W jaki sposéb Autor rozprawy kontrolowat w serii peptydow oznaczonych MM mozliwo$¢
powstawania mostkow disulfidowych zarowno wewnatrz jak 1 miedzyczasteczkowych?

2. Czy Doktorant stosowal model liniowy przy wyznaczaniu parametréw kinetycznych? Krzywe
Michealisa-Menten wydaja si¢ posiada¢ nieprawidtowy przebieg tzn. nie obserwujemy
charakterystycznego nieliniowego wzrostu szybko$ci powstawania produktu przy duzych
stezeniach substratu. Rozwigzaniem byloby tutaj zastosowanie modelu liniowego
Lineweavera-Burka.

3. W jaki sposob Autor przeliczyt warto$ci szybkosci hydrolizy RFU/s na uM/s?

4. Czy wartosci kea/Km zawarte w tabelach: 24, 27, 28, 31, 34-36, 38-41 oraz 43 sg poprawne?
Z czego wynika jednostka [1/s] dla wspomnianych warto$ci? Czy wartos¢ Eo we wszystkich
eksperymentach wyznaczania parametrow kinetycznych wynosita 10uM, tak jak podano na
stronie 160?

5. Czy probowano uzy¢ substratu zawierajacego wigzanie amidowe/peptydowe zamiast
estrowego?

6. Czy skala syntezy z wykorzystaniem 30 mg nos$nika (Liberty Blue CEM) pozwalata na
otrzymanie pozadanych ilo$ci zwigzkow?

7. W mojej opinii czasy reakcji sprzggania sg ogdlnie zbyt dtugie 1 prowadzone w zbyt niskie;j

temperaturze w wypadku reszt Cys/His.
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8. Czy termin fala ekscytacji (strona 160) jest prawidtowy?
9. Czy stosowanie czarnych ptytek dla jednego z substratow i1 biatych dla drugiego bylo

intencjonalne? Z czego wynika taki, a nie inny wybor ptytek pomiarowych?

Podsumowanie calosci

Mimo zgloszonych uwag, ktore majg charakter dyskusji naukowej 1 w najmniejszym stopniu nie
wplywajg na ocen¢ rozprawy, uwazam jg za interesujgcg i wartosciowa. Jednoczes$nie pragne
podkresli¢ fakt, ze eksperyment naukowy nie zawsze konczy si¢ sukcesem a poszukiwania i porazka
sg wpisane w badania. Uwazam, ze wyniki otrzymane przez Doktoranta stanowig nowo$¢ naukow3 i
przyczyniajg si¢ do poznania mechanizmu fatdowania peptydow stanowigcych mimetyki hydrolaz.

Niewatpliwie prace w tym obszarze nalezy kontynuowac.

Wobec powyzszych faktow stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pana mgr. inz. Pawla
Morawiaka spetnia ustawowe kryteria jakie powinna spetnia¢ praca doktorska. W zwiazku z tym
wnosze¢ do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie

mgr. inz. Pawta Morawiaka do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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