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Recenzja

rozprawy doktorskiej pt. “Wptyw struktury jednotaricuchowego prekursora
insuliny na proces wytwarzania rekombinowanej insuliny ludzkiej” wykonanej
przez mgr Renatg Pawlak-Morka pod kierunkiem dr hab. Wojciecha Miltyka.

Problematyka badawcza pracy ma aspekty poznawcze i aplikacyjne w zakresie
charakterystyki przebiegu i mechanizméw proceséw biosyntezy substancji
biatkowych na drodze rekombinacji genetycznej jak réwniez okreélenia wptywu
sekwencji aminokwasowej jednotaficuchowego prekursora insuliny na
wtasciwosci chemiczne i biologiczne tego hormonu stosowanego w terapii.

Przedmiotem badar przedstawionych w recenzowanej pracy jest
rekombinowana insulina ludzka wytwarzana przez genetycznie zmodyfikowany
szczep E. coli zawierajgcy plazmid z fragmentem DNA kodujacym
jednotfaricuchowy prekursor insuliny ludzkiej. Wprowadzony do komérek
bakterii DNA zawiera réwniez zmodyfikowany fragment genu ludzkiej
dysmutazy ponadtlenkowej odpowiedzialny za wydajnos¢ procesu biosyntezy
oraz odtwarzanie konformacji rekombinowanej insuliny ludzkiej. Istotng role w
otrzymywaniu aktywnej konformacji rekombinowanej insuliny ludzkiej odgrywa

prawidtowe rozpuszczanie ciat inkluzyjnych, a nastepnie odtworzenie natywnej
struktury przestrzennej hormonu.

Badania wchodzgce w zakres recenzowanej rozprawy uwazam za wazne z
uwagi na koniecznos¢ dostarczania do lecznictwa preparatéw insuliny
zapewniajgcych skuteczng i bezpieczng terapie cukrzycy typu 1i 2.

Bedzie to mozliwe pod warunkiem, ze otrzymana metoda biotechnologiczng
insulina ludzka bedzie posiadata konformacje natywnej czasteczki hormonu
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determinujaca rozpoznanie biologiczne izwigzanie ze specyficznym
receptorem. Zwigzanie insuliny ludzkiej z receptorem insuliny w organizmie
pacjenta wywotuje odpowiednig sekwencje efektéw biologicznych i jest
pozbawione niekorzystnych dziatah ubocznych.

Wiodacym celem badan przedstawionych w niniejszej pracy byto dokonanie
oceny wptywu struktury prekursora insuliny na przebieg procesu biosyntezy
oraz jakos¢ wytwarzanego hormonu. Badania obejmowaty cztery prawidtowo
sformutowane zadania badawcze. Po pierwsze, potwierdzenie struktury
jednotaricuchowego prekursora insuliny ludzkiej, po drugie, okreélenie
mechanizmu reakcji deamidynacji asparaginy do kwasu asparaginowego
zachodzacej w procesie wytwarzania insuliny, po trzecie, ocene wptywu
struktury prekursora na przebieg procesu renaturacji biatka liderowego oraz
proces konwersji enzymatycznej hormonu, po czwarte, okre$lenia wptywu
sekwencji aminokwasowej prekursora na odtwarzanie natywnej konformacji
oraz aktywnosc¢ biologiczng rekombinowanej insuliny ludzkiej.

Uwazam, ze zaplanowane i przeprowadzone w recenzowanej pracy badania sa
wynikiem logicznej i dojrzatej koncepcji rozwigzania problemu naukowego.

Metody badawcze zastosowane w toku realizacji programu badan pozwolity na
uzyskanie zamierzonego celu badan.

Do oceny czystosci materiatu na etapie foldingu i konwersji enzymatycznej
biatka stosowano technike wysokosprawnej chromatografii cieczowej.
Ustalenie sekwencji aminokwasowej wykonano metoda Edmana.

Proces deamidynacji badano przy uzyciu spektrometrii mas.

Badania struktury drugorzedowej rekombinowanej insuliny ludzkiej
prowadzono metodg spektroskopii dichroizmu kotowego oraz metoda
spektroskopii w podczerwieni z transformacjg Fouriera.

Uwazam, ze Autorka rozprawy uzyskata zamierzony cel badan.

W przeprowadzonych badaniach, po pierwsze, potwierdzita obecnoé¢ kwasu
asparaginowego w pozycji 26 fragmentu polipeptydu zawierajaca
zmodyfikowang sekwencje dysmutazy ponadtlenkowej. Po drugie,
potwierdzita, ze deamidynacja asparaginy do kwasu asparaginowego zachodzi
stopniowo na etapie rozpuszczania ciat inkluzyjnych oraz na etapie
prowadzenia foldingu.



Po trzecie, potwierdzita, ze zidentyfikowana struktura prekursora insuliny

zapewnia powtarzalny, prawidtowy przebieg procesu foldingu oraz konwersji
enzymatycznej biatka.

Po czwarte, wykazata petng zgodnos¢ struktury Il rzedowej insuliny produkcji
Bioton S.A. z substancja referencyjna produkowang przez firme E. Lilly.

Po piate, stwierdzita, ze stopien powinowactwa insuliny produkowanej przez
Bioton S.A. do receptoréw oraz insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 jest
identyczny jak substancji referencyjne;j

Maszynopis recenzowanej rozprawy ma uktad typowy dla prac doktorskich.
W czesci teoretycznej zatytutowanej , Wstep” Autorka podaje niezbedne
informacje dotyczace insuliny, z uwzglednieniem metod jej wytwarzania w
ujeciu historycznym. Zwraca szczegdlng uwage na rekombinowang insuline
ludzka i jej wytwarzanie metodami biotechnologicznymi oraz na znaczenie
prekursora w procesie odtwarzania struktury przestrzennej hormonu i role
struktury przestrzennej w zjawisku insulinoopornosci.

Informacje podane w tej czesci pracy $wiadcza, ze Autorka zapoznata siez
bogatym pismiennictwem w tym zakresie i dokonata prawidtowej selekcji
publikacji. Wykaz pi$émiennictwa obejmuje 91 pozycji, przede wszystkim
anglojgzycznych (niestety, nie kazda pozycja pismiennictwa zawiera rok
opublikowania). W wykazie pismiennictwa nie podano prac wtasnych.

Cel pracy zostat sformutowany prawidtowo, a jego realizacja zostata w
znacznym stopniu oparta na poréwnaniu preparatéw insuliny wytwarzanych
metodami biotechnologicznymi przez firme Bioton S.A. oraz firme E. Lilly.

Rozdziat zatytutowany ,Materiaty i Metody” zawiera wykaz materiatéw
stosowanych w badaniach, wykaz stosowanej aparatury laboratoryjnej oraz
wystarczajgco doktadny opis stosowanych metod badawczych. Ta czes$¢ pracy
konczy omdwienie schematu prowadzonych badan podzielonych na etapy I-IV.

Nastepna, najbardziej obszerna czes¢ pracy, zatytutowana ,, Wyniki” zawiera
rezultaty badan, ktdre zostaty przedstawione w formie 43 rycin oraz 7 tabel.

Przedstawiono sekwencje 116 aminokwasowego prekursora rekombinowane;j
insuliny ludzkiej, zapewniajacg powtarzalny, prawidtowy przebieg procesu
foldingu oraz konwersji enzymatycznej biatka. Do badania parametréw
biologicznych stosowano pomiar wigzania insuliny do receptoréw metoda
radioizotopowg (RIA), pozwalajaca na okreslenie powinowactwa insulina-



receptor insuliny oraz insulina-ludzki receptor insulinopodobnego czynnika
wzrostu-1. Analiza uzyskanych wynikéw wskazuje, ze powinowactwo do
specyficznego receptora rekombinowanej insuliny ludzkiej wytworzonej przez
Bioton S.A. oraz insuliny referencyjnej jest na poréwnywalnym poziomie.
Podobne wyniki uzyskano w badaniach wigzania insulin do ludzkiego receptora
insulinopodobnego czynnika wzrostu-1.

Bardzo dobrze jest napisana nastepna czes$¢ pracy zatytutowana ,Dyskusja”. Na
podstawie danych literaturowych, obowigzujacych zasad badania lekéw
biologicznych oraz wynikéw badan wtasnych Autorka przedstawita w sposéb
systematyczny gtéwne problemy realizowanych badai. Waznym zagadnieniem
byto zidentyfikowanie etapu procesu wytwarzania insuliny, w ktérym zachodzi
przemiana asparaginy do kwasu asparaginowego i podjecie préby wyjasnienia
tego zjawiska. Autorka wykazata, ze deamidynacja asparaginy w pozycji 26
prekursora rozpoczyna sie podczas rozpuszczania ciat inkluzyjnych i przebiega
w trakcie prowadzenia procesu foldingu. Przedstawiony mechanizm wyjasnia,
Ze asparagina w pozycji 26 ulega preferencyjnej deamidynacji ze wzgledu na
obecnosc¢ glicyny w pozycji 27 taricucha polipeptydowego.

Ocena czystosci prekursora insuliny rekombinowanej na etapie foldingu i
konwersji enzymatycznej wykazata, ze czysto$¢ obu badanych preparatéw jest
zgodna z przyjetymi normami. Zidentyfikowana struktura prekursora insuliny
zapewnia prawidtowy, powtarzalny przebieg foldingu i enzymatycznej
konwersji biatka.

Badania wptywu sekwencji aminokwasowej na wiasciwosci fizykochemiczne i
biologiczne insuliny rekombinowanej prowadzono zgodnie z wytyczng ICH Q5E
rekomendowang przez Europejska Agencje Lekéw (EMA).

Strukture Il rzedowa i Il rzedowsg insuliny ludzkiej poréwnano z
farmakopealnym standardem wzorcowym Insulin Human CRS i wykazano
wystgpowanie identycznych struktur przestrzennych w rekombinowane;j
insulinie ludzkiej wytworzonej w Bioton S.A. i referencyjnym wzorcu
farmakopealnym. Dalsze badania z wykorzystaniem spektroskopii w
podczerwieni (FTIR) wykazaty petng zgodno$¢ udziatu a-helisy i B-harmonijki w
strukturze Il rzgdowej insuliny Bioton S.A. i insuliny referencyjne;j.

Najwazniejszym parametrem jakosci otrzymanego preparatu insuliny
rekombinowanej jest okreslenie i poréwnanie powinowactwa do receptora
insuliny ludzkiej oraz do ludzkiego receptora insulinopodobnego czynnika



wzrostu -1, zgodnie z metodami rekomendowanymi przez Europejska Agencje
Lekdw zawartymi w wytycznych z roku 2005 i2012. Jako produkt referencyjny
stosowano preparat Huminsulin Normal/Huminsulin R wytwarzany przez firme
E. Lilly. Analiza uzyskanych wynikdw wskazuje, ze poréwnywane preparaty

wykazujg identyczny stopieri powinowactwa do obu typéw badanych
receptorow.

W czesci zatytutowanej , Wnioski” Autorka przedstawia 6 dobrze
sformutowanych wnioskéw adekwatnych do uzyskanych wynikéw.

Podsumowujac stwierdzam, ze recenzowana praca doktorska wnosi nowe
informacje do problematyki otrzymywania rekombinowanej insuliny ludzkiej
zgodnie z technologia stosowang w firmie Bioton S.A. oraz do charakterystyki
otrzymywanych preparatéw na poziomie wtasciwosci fizykochemicznych i

biologicznych w odniesieniu do preparatéw insuliny ludzkiej produkowane;j
przez firme E. Lilly.

Formutowanie i umiejetno$¢ rozwigzywania probleméw éwiadcza, ze Autorka
rozprawy opanowata sztuke prowadzenia badan naukowych w zakresie
biotechnologii farmaceutyczne;j.

Stwierdzam, ze recenzowana praca spetnia ustawowe warunki stawiane
pracom na stopien doktora nauk farmaceutycznych.

Zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku z wnioskiem o dopuszczenie
Pani mgr Renaty Pawlak-Morka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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