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OCENA PRACY DOKTORSKIEJ
mgr Renaty Pawlak-Morka
pt.: , Wplyw struktury jednolaficuchowego prekursora insuliny na proces

wytwarzania rekombinowanej insuliny ludzkiej”

Cukrzyca jako choroba znana jest od bardzo dawna. Juz starozytni Grecy
i Egipcjanie zaobserwowali stodki smak moczu w przebiegu tej choroby, stad tez poZniej
wprowadzona zostata tacifiska nazwa cukrzycy diabetes mellitus. Do czasu wprowadzenia
do lecznictwa skutecznych lekoéw przeciwcukrzycowych jedynym sposobem leczenia byla
restrykcyjna dieta bezwgglowodanowa, ktéra razem z choroba prowadzita do szybkiego
wyniszczenia organizmu. W roku 1921 Frederick Banting i Charles Besta odkryli
insuling (za to odkrycie Banting otrzymat nagrode Nobla). Insuling zwierzgca po raz
pierwszy podano cukrzykowi w roku 1922. Od tego czasu insulina zwierzgca weszla
do terapii. W roku 1955, przez angielskiego biochemika Fredericka Sangera (on réwniez
zostal uhonorowany nagroda Nobla), zostata okreslona sekwencja aminokwasow insuliny.
Trzy lata p6zniej insuling zsyntetyzowano chemicznie, a od roku 1982 uzyskuje
si¢ ja metodami inzynierii genetycznej (jako pierwsza dokonata tego firma E. Lilly).
Od tego czasu trzustka zwierzeca stracila znaczenie jako surowiec do produkcji insuliny.
W Polsce insulina rekombinowana dostgpna jest od roku 1990, a od roku 2000 jest
réwniez produkowana. Produkcja insuliny na drodze inZynierii genetycznej, zgodnie
z wytycznymi Europejskiej Agencji do spraw Produktow Leczniczych (EMA - European
Medicines Agency), to jedno z najbardziej zaawansowanych technologicznie
przedsiewzigé i wymaga od producenta ustawicznego doskonalenia procesu oraz ciaglej
kontroli jakosci substratéw, warunkow produkcji, jak i produktu finalnego. Wla$nie
w te tematyke §wietnie wpisuje si¢ rozprawa doktorska mgr Renaty Pawlak-Morka,






wykonana pod kierunkiem dr. hab. Wojciecha Miltyka na Wydziale Farmaceutycznym
Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku. Z zainteresowaniem siggnatem po jej wydruk.

Przedstawiona do oceny rozprawa ma uktad typowy dla prac eksperymentalnych
w naukach farmaceutycznych. Tekst pracy zostal podzielony na 10 logicznie
nastepujacych po sobie czeéci. Rozprawe, obejmujaca 100 ponumerowanych Kart,
rozpoczynaja: strona tytulowa oraz czytelny spis tresci. Dalej odnajdziemy liczacy 15
stron Wstep wprowadzajacy w tematyke, ktérej poswigcona jest rozprawa. W sposob
syntetyczny przedstawiono w nim informacje na temat insuliny ludzkiej i metod
jej otrzymywania. Wyrazny akcent polozono na insuling rekombinowana. Doktadnie
przedstawiono proces jej otrzymywania oparty o genetycznie zmodyfikowany szczep
bakterii Escherichia coli, do ktérego wprowadzono plazmid z fragmentem DNA
kodujacym jednotaficuchowy prekursor insuliny ludzkiej. Ta cz¢s$é pracy zostala napisana
poprawnym, starannym i tatwym w odbiorze jezykiem, stanowigc kompendium wiedzy,
pozwalajace nawet osobie nie zajmujacej sie na co dzien ta zlozona problematyka,
na dobre w niej rozeznanie. Swiadczy tez o dobrym przygotowaniu teoretycznym
Doktorantki.

Na dalszej stronie przedstawiono Cel pracy, ktéry obejmuje szeroko zakrojong
ocen¢ wplywu struktury pierwszorzedowej prekursora insuliny ludzkiej na proces
wytwarzania oraz charakterystyke otrzymywanego hormonu. Zaplanowano zbadanie
mechanizmu reakcji deamidacji zachodzacej w procesie wytwarzania, oceng wplywu
struktury prekursora na przebieg procesu renaturacji biatka liderowego, a nastepnie na
proces konwersji enzymatycznej substancji czynnej. W ostatnim etapie badan planowano
ocen¢ wplywu sekwencji aminokwasowej prekursora na odtwarzanie struktury
przestrzennej oraz aktywnosé biologiczng substancji czynnej — rekombinowanej insuliny
ludzkiej. Cel pracy jest przejrzysty i dobrze zredagowany.

Na kolejnych 21 stronach umiejscowiono szczegélowo napisang cze$¢ Material
i metody. Material badawczy stanowily: Jjednotaficuchowy prekursor rekombinowanej
insuliny ludzkiej, rekombinowana insulina ludzka, roztwory procesowe otrzymane
na etapie foldingu oraz roztwory otrzymane po etapie trawienia trypsyna. Material
ten pochodzil od firmy Bioton S.A.. Jako produkty referencyjne wykorzystane zostaty
produkty lecznicze wytworzone przez firme E. Lilly. W tej czesei dysertacji znajdziemy
rowniez wykazy wszystkich stosowanych odczynnikéw i substancji chemicznych oraz
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uzyta do badaf aparaturg pomiarowa wraz z dokladnym opisem dobranych warunkéw
analizy HPLC uzytych do oceny czysto$ci badanego materialu na etapach foldingu
i trawienia trypsyna. Analiz¢ sekwencji aminokwasowej biatka wykonano w oparciu
o metode Edmana. Do badania mechanizmu deamidacji zastosowano spektrometri¢ mas z
technologia MALDI TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight).
Przy ocenie struktury drugorzedowej  rekombinowanej insuliny wykorzystano
spektroskopi¢ dichroizmu kotowego, CD (Circular Dichroism) i spektroskopi¢
fourierowska, FTIR (Fourier Transform Infrared). Pomiar wigzania insuliny
do receptoréw insuliny ludzkiej IR (Insulin Receptor) i receptora insulinopodobnego
czynnika wzrostowego I, IGF-IR (Insulin-like Growth Factor I Receptor) wykonano
z uzyciem testu radioimmunologicznego RIA (Radioimmunoassay). Nalezy podkresli¢,
7e wszystkie wymienione analizy wykonano uwzgledniajac wymogi i wytyczne EMA.

Cze$¢ Wyniki zostala zawarta na kolejnych 40 stronach. Wyniki przeprowadzonych
badan zostaly przedstawione na 43 kolorowych rycinach i zebrane w 9 tabelach.
Wszystkie zawarte informacje zostaly zaprezentowane w sposob czytelny, umozliwiajacy
zainteresowanym osobom przeprowadzenie niezaleznych analiz. Nalezy zaznaczy¢,
ze zebrane dane wymagaly przeprowadzenia wielu specjalistycznych badan. Pokazaly one
bardzo dobry warsztat analityczny Doktorantki.

Dyskusja, umiejscowiona na kolejnych 8 stronach, to wywazone i rzeczowe
studium. Doktorantka dokonata tam dojrzalej i syntetycznej oceny przeprowadzonych
badan, ktora podparta wiasciwie dobranym piémiennictwem. W tej czesci ujawnia si¢ Jej
talent i umiejetno$¢ prowadzenia krytycznej analizy i interpretacji uzyskanych wynikow.
Sposob przedstawienia dyskusji nie pozostawia watpliwosci co do dobrego przygotowania
i predyspozycji mgr Renaty Pawlak-Morka do pracy naukowe;j.

Na kolejnej stronie przedstawiono Whioski. Konkluzje tam wysunigte
sa uzasadnione i maja odzwierciedlenie W przeprowadzonych badaniach. Doktorantka
w swojej pracy wykazata obecnos¢ kwasu asparginowego w pozycji 26 fragmentu
zawierajacego zmodyfikowana sekwencje dysmutazy ponadtlenkowej, udowodnila,
ze przemiana asparginy w kwas asparginowy zachodzi w wyniku reakcji deamidacji
w érodowisku alkalicznym w procesie foldingu. Przeprowadzone badania potwierdzily,
7e struktura prekursora insuliny zapewnia prawidtowy i powtarzalny przebieg foldingu
oraz konwersji enzymatycznej biatka. Wykazano pelna zgodno$é strukturalng II rzedu
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pomigdzy insuling Bioton S.A. i wzorcem, potwierdzono jednakowy stopien
powinowactwa badanej insuliny do receptoréw IR oraz IGF-IR w stosunku do lekéw
referencyjnych.

Na dalszych czterech stronach maszynopisu odnajdziemy streszczenie w jezyku
polskim i angielskim. Nalezy zaznaczy¢, ze to wazny element pracy, wymaga bowiem
takiego przedstawienia, by osobe czytajaca zacheci¢ do dalszej lektury. W odczuciu
recenzenta kryterium to zostalo spelnione. Na kolejnych pigciu stronach umieszczono
Pismiennictwo liczace 91 pozycji. Jego dobér i zastosowanie w tekscie wskazuja,
ze  Doktorantka przed przystapieniem do  badan gruntownie  zapoznata
si¢ z pi$miennictwem dotyczacym poruszanej tematyki. Ostatnie dwie strony poswiecono

na Wykaz stosowanych skrétéw oraz terminéw.

Zapoznajac si¢ z maszynopisem napotkalem drobne bledy, np.: w podpisie rycin
7 i 9 zdublowano wyrazy ,,insuliny ludzkiej”, str. 35 w czwartym wersie pod opisem
ryciny 17 napisano ,dokladanym” zamiast »dokladnym™, str. 55 w pierwszym zdaniu
po rycinie 40 zamiast ,,0czekiwaniami” powinno by¢ ,,oczekiwanymi”, str. 67 w zdaniu
pod opisem ryciny 52 jest »inuliny” zamiast ,,insuliny”, w przedostatnim wersie na stronie
68 jest ,.izoaspraginowy” a powinno byé wizoasparginowy” (podobnie na stronie 84
W wersie 5), na stronie 84 wers 7 w slowie »foldingu” brak litery ,.n”. Na rycinach
przedstawiajacych chromatogramy dostrzeglem brak opisu osi. Po dokladnej analizie
maszynopisu mam kilka uwag. W tekécie zabraklo szerszego odniesienia do walidacji
stosowanych metod analitycznych. Co prawda, Doktorantka wspomniata w czesci
Material i metody, ze analizy zostaly przeprowadzone zgodnie z wymaganiami
i wytycznymi EMA, jednak ten watek nalezatoby uszczegélowié. W rozdziale Wyniki,
w czesei odnoszacej si¢ do pomiaréw biologicznych, $rednie ICs, raz sg przedstawione
z dokladnoscia do trzeciego miejsca, a innym razem do drugiego miejsca po przecinku
(odpowiednio tabele 12 i 15). Przy obliczaniu kryteriéw akceptacji dla wartosci 1Cs,
Doktorantka oparta si¢ o test t-Studenta, ktory nalezy do testéw parametrycznych. Czy
zatem badano zalozenia, ktére przy testach parametrycznych winny by¢ uwzglednione?

Chcialbym w tym miejscu zaznaczy¢, ze powyzsze uwagi przytaczam z obowigzku

recenzenckiego i nie wplywaja one istotnie na mojg calosciowa opini¢ o pracy, ktéra
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oceniam wysoko. Mam nadziej¢, ze stana si¢ one przyczynkiem do dyskusji podczas

publicznej obrony.

Po dokladnej analizie tekstu stwierdzam, Ze rozprawa zostala napisana dobrym,
mimo zlozonej tematyki, latwym w odbiorze jezykiem i stanowi oryginalne osiagnigcie
Autorki, wnoszace nowe informacje do prezentowanej tematyki badawcze;j. Cel pracy
zostal precyzyjnie zdefiniowany, badania prawidtowo zaplanowano i wykonano. Dyskusja
jest dojrzala, $wiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu Kandydatki ubiegajacej
si¢ o stopien naukowy, poparta jest wynikami wykonanych pomiaréw i aktualnym
pi$miennictwem specjalistycznym.

Biorac pod uwage powyzsze, stwierdzam, ze oceniana praca doktorska Renaty
Pawlak-Morka pt.: ,,Wplyw struktury jednolaricuchowego prekursora insuliny na proces
wytwarzania rekombinowanej insuliny ludzkiej” jest warto$ciowa i spelnia ustawowe
wymogi stawiane rozprawom na stopieni doktora nauk farmaceutycznych. Wnioskuje
zatem do Pani Dziekan i Wysokiej Rady Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu
_ Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie mgr Renaty Pawlak-Morki do dalszych

etapéw przewodu doktorskiego.

z powazaniem )
IS e P2 c
prof. dr hab. Adam Bucinski

5|Strona



