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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Izabeli Maluch zatytulowanej ,,Projektowanie i chemiczna
synteza inhibitorow konwertaz probialkowych”

Praca doktorska Pani mgr [zabeli Matuch zostata ~ wykonana
w Pracowni Chemii Biopolimeréw Katedry Chemii Organicznej pod kierunkiem prof. dr hab.
Adama Prahla, ktérego zainteresowania naukowe oscyluja wokot chemii peptydow i biafek.

Projektowanie i synteza inhibitoréw enzymatycznych stanowi bardzo wazny element
przy opracowywaniu nowych lekow przeciwko wielu chorobom cywilizacyjnym
i zaniedbanym. Precyzyjna, celowana inhibicja aktywnosci enzymatycznej moze stanowié
element terapii antynowotworowej, antybakteryjnej i antywirusowej tworzac uniwersalne
podejécie do najnowszych trendéw poszukiwania nowych terapeutykow.

Przedstawiona do recenzji dysertacja jest zawarta na 125 stronach maszynopisu
podzielonych na 9 gléwnych rozdziatow: 1. Przeglad literaturowy”, ,,IL Cel pracy”,
JIII. Badania wtasne”, . IV Prezentacja i omowienie wynikéw”, oraz ,,V. Podsumowanie”.
Pozostale to: ,,VI. Literatura cytowana” ,,VII. Spis rysunkow”, ,,VIIL Spis tabel” oraz
.IX. Dorobek naukowy”, w ktérych zawiera si¢ 30 rysunkow, 19 tabel oraz 203 przypisy
literaturowe.

Pierwszy rozdzial stanowi bardzo dobre kompendium wiedzy dotyczace proteaz
serynowych oraz konwertaz probiatkowych. Jest to fragment pracy napisany bardzo
skrupulatnie i zrozumiale, udokumentowany licznymi referencjami literaturowymi oraz
poparty ilustracjami i cdpowiednimi tabelami. Zdaniem recenzenta czg$¢ pracy poswiecona
konwertazom probiatkowym stanowi gotowa pracg przegladowa, ktéra przetlumaczona
na jezyk angielski mogtaby dodatkowo wzbogaci¢ dorobek naukowy Doktorantki.

W rozdziale zatytulowanym ,,Cel pracy” zostaly obszernie sprecyzowane tezy dysertacji
zawierajace geneze badan, ktora wywodzita si¢ z dotychczasowej trudnosei w projektowaniu
odpowiednich, specyficznych inhibitorow dla konwertazy probiatkowej PACE4. Trudnosci
te zwigzane byty z licznymi analogiami do innego enzymu — furyny. Autorka dysertacji opisuje
swoje badania jako identyfikujace reszty aminokwasowe preferowane w sekwencji inhibitora
peptydowego multi-Leu-Amba (ML-Amba), ktore wplywaja na wzrost jego aktywnosci
inhibitorowej wzgledem enzymu PACE4. Zaplanowane badania kinetyczne okreslajace state
hamowania aktywnosci enzymatycznej K; oraz testy antyproliferacyjne na liniach
komorkowych nowotworu prostaty stanowig fragment poszukiwan selektywnych i skutecznych
inhibitoréw dla bialka PACE4 oraz pozwalajg na rozwoj obszaru wiedzy dotyczacego
konwertaz probialkowych. Niniejsze badania byly réwniez ukierunkowane na poszukiwaniu
roznic strukturalnych substratow preferowanych przez enzymy PACE4 i furyng.
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W nastepnym rozdziale zatytulowanym ,Badania wtasne” Doktorantka opisuje
najpierw etapy syntezy substratu chronionej 4-amidynobenzyloaminy (Amba). Synteza byta
przeprowadzona w pieciu etapach. W pierwszym etapie wprowadzono grupe ochronng Boc
dla grupy aminowej w 4-cyjanobenzyloaminie, w czterech kolejnych przeksztatcono grupe
nitrylowa w amidynowa. Tak otrzymany substrat w postaci dichlorowodorku zostal uzyty
do syntezy peptydow. Peptydy zostaly syntezowane z zastosowaniem procedury Fmoc/tBu
z wykorzystaniem dwéch rodzajow zywic: 4-Fmoc-hydrazynobenzoilowej oraz chloro(2’-
chloro)tritylowej. Na tej zywicy zostalo zsyntezowane 17 peptydow rozniacych si¢ reszta
aminokwasowa w pozycji P5 zawierajacych na C-koncu reszt¢ Amba. Syntezy zostaly
przeprowadzone za pomoca automatycznego dwunastokanalowego syntezatora Symphony
firmy Protein Technologies, a odpowiednie protokoty syntez zostaly zamieszczone w postaci
opisow i tabel. Drugi rodzaj zywicy postuzyl do syntez dwoch peptydow z modyfikacja
w pozycji P5, ktére zawieraly reszty Cys i Met oraz 19 peptydow z modyfikacja P6, 19
peptydow z modyfikacja P7 oraz 19 peptydow z modyfikacja P8. Razem zbior potencjalnych
inhibitorow stanowit 76 peptydow zawierajgcych zmiany reszt aminokwasowych w sekwencji
od 1 do 4 (P5-P8) z C-koficowa reszta Amba, ktorych otrzymywanie tak jak w poprzednim
przypadku zostato szczegétowo opisane. Wszystkie peptydy zostaly scharakteryzowane za
pomoca spektrometrii mas.

W dalszej czesci rozprawy Doktorantka opisuje badania kinetyczne dotyczace
pomiaréw hamowania aktywnosci wzgledem wybranych konwertaz probiatkowych PACE4
i furyny za pomocg puli zsyntezowanych peptydow. Badania te zostaty przeprowadzone
w grupie prof. Roberta Day’a z Zakladu Urologii, Katedry Chirurgii, Wydziatu Medycyny
Uniwersytetu w Sherbrooke w Kanadzie. Badania analogéw modyfikowanych w pozycji P5
oraz P6 Autorka dysertacji przeprowadzila samodzielnie, jak wnioskuj¢ podczas pobytu
stazowego.

Nastepnie, w tej samej grupie badawczej wykonane zostaly badania aktywnosci
antyproliferacyjnej zsyntezowanych inhibitorow wobec komorek nowotworowych linii
DU145, LNCaP i PC3. W tym celu zostala wykorzystana metoda MTT, w ktorej ilos¢
zredukowanego formazanu jest proporcjonalna do ilosci komorek.

W dalszej kolejnosci mgr Izabela Matuch przystapita do prezentacji i omdowienia
wynikow. W pierwszym z podrozdzialow opisuje aktywnos¢ inhibitorowa peptydow
z modyfikacja w pozycjach od P5 do P8 wzglgdem konwertaz probiatkowych PACE4 i furyny.
Analizujac wyniki dla pierwszej modyfikacji (P5) najlepszymi podstawieniami, o najnizszych
wartosciach K; okazaly sie by¢ takie reszty aminokwasowe jak: His, Lys i Arg, ktore niestety
wykazywaly niskg specyficzno$¢ substratowa wzgledem obu badanych enzymow. Sposrod
niezasadowych aminokwaséw do$¢ dobre wyniki zostaty uzyskane dla reszt Ser i Tyr,
natomiast dla reszt kwasowych Asp i Glu aktywno$¢ inhibitorowa byta bardzo niska.
Modyfikacje pozycji P6 przyniosty podobne rezultaty. Ponownie najnizsze wartosci K; zostaty
zidentyfikowane dla reszt zasadowych — His, Arg, Lys oraz neutralnych nierozbudowanych —
Gly i Ala, tym razem z zauwazalng preferencja wzgledem PACE4. Dla pozycji P7 najlepsze
wyniki zostaty uzyskane dla Lys i Arg, podczas gdy reszta His wykazata wlasciwosci dobre,
lecz odbiegajace od wartosci dla obu zasadowych reszt aminokwasowych. Obiecujace rezultaty
badan zostaty otrzymane dla reszt Thr oraz Pro. Tak jak w poprzednich przypadkach najgorsze
wyniki zostaly uzyskane dla reszt kwasowych Asp i Glu oraz dla hydrofobowych reszt



aminokwasowych Met, Phe i Trp. Dla modyfikacji w pozycji P8 najlepsze wyniki uzyskano
jedynie dla Lys 1 Arg.

Nastepnie zostata poréwnana przez Autorke pracy selektywnos¢ najbardziej aktywnych
inhibitoréw dla enzymu PACE4 w stosunku do furyny. W tym celu wzigte pod uwage zostaty
tylko modyfikacje, ktérych wspolezynnik specyficznosci PACE4/furyna posiadat wartosci
powyzej 2.7 (rysunek 26). Konkludujac ta czes¢ badan najlepsza selektywnos¢ osiagnigto
wzgledem modyfikacji reszta His zaréwno dla pozycji PS5, jak i P6, pozostale reszty
aminokwasowe, posrod ktérych znalazly si¢ dla pozycji P5: Phe, Gly Lys, Arg, Ser, Tyr,
oraz dla pozycji P6: Ale, Phe, Gly, Ile, Met, Asn, Thr, Trp, Tyr wykazywaly selektywnosc¢
hamowania aktywnos$ci pomiedzy wartosciami 2.6 a 6.5. Modyfikacje w pozycji P7 i P8
nie wykazaty pozadanego poziomu selektywnosci dziatania wzgledem PACE4 oraz furyny.

W drugim z podrozdzialow zostata opisana aktywno$¢ antyproliferecyjna
zsyntezowanych  inhibitoréw konwertaz probiatkowych w  stosunku do komorek
nowotworowych z modelowych linii DU145, LNCaP oraz PC3 stosowanych w badaniach
nad ludzkim nowotworem prostaty (wyizolowane z przerzutow do mézgu, weztéw chtonnych
oraz kosci). Najwiekszy poziom ekspresji enzymu PACE4 wystepuje w linii komorkowe;
LNCaP, linia DU145 wykazuje szesciokrotnie nizszy poziom enzymu, podczas gdy linia
komoérkowa PC3 jedynie jego znikomg ilo§é. Wstgpnie antyproliferacyjne badania
przesiewowe zostaly wykonane dla 76 peptydow z wykorzystaniem najszybcie] rozwijajacej
sie linii komoérkowej DU145. Niestety peptydy zasadowe wykazujgce najwigkszg aktywnose
inhibitorowa wykazaty nizsza aktywnos¢ antyproliferacyjna niz peptyd modelowy ML-Amba.
Analogi peptydowe modyfikowane w pozycjach P5-P8 wykazujace najwigksza zdolnos¢
hamowania aktywno$ci metabolicznej komorek zostaly przedstawione w tabeli 17. Nastepnie,
na podstawie otrzymanych wynikow, peptydy wykazujace whasciwosci antyproliferacyjne
w stopniu zblizonym lub wyzszym do peptydu modelowego ML-Amba zostaty wybrane
do dalszych badan z trzema liniami komorkowymi uzywajac rozszerzonego zakresu stgzen
zwiazkow. W dalszej czesci pracy wyznaczono dla nich wartosci 1Cso — parametru opisujacego
stezenie inhibitora, przy ktérym nastepuje zahamowanie proliferacji komorek w 50 % w
stosunku do uktadu kontrolnego. Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen Doktorantce
udato sie wyselekcjonowaé molekuly o najwyzszej aktywnosci antyproliferacyjne;, ktérymi
okazaty sie by¢ peptydy posiadajace modyfikacj¢ Gln (P5), Val (P5) i Phe (P8).

Zaprojektowane i przebadane za pomoca powyzej przedstawionego algorytmu
badawczego zwiazki mogg by¢ wykorzystane jako potencjalne srodki terapeutyczne
lub material wyjsciowy do opracowania dalszych inhibitorow konwertaz probiatkowych
w leczeniu raka prostaty. Niestety peptydy, ktore wykazywaly najlepsze aktywnosci
inhibitorowe nie wykazywaty wiasciwosci antyproliferacyjnych, prawdopodobnie ze wzgledu
na niska przenikalno$¢ przez blony biologiczne. W zwigzku z tym, jak stusznie zauwazyta
Autorka dysertacji, potrzebne sa dalsze badania ukierunkowane na testy in vitro oraz in vivo.
Zdaniem recenzenta niewatpliwie ciekawym i celowym byloby zsyntezowanie dwoch
peptydow: pierwszego, ktory posiadalby wysoka aktywnos¢ inhibitorowa, ztozonego
z najbardziej obiecujacych modyfikacji oraz drugiego, ktéry posiadatby najlepsze wlasciwosci
antyproliferacyjne, réwniez ztozonego z najlepszych modyfikacji. W tym miejscu chciatbym
poprosi¢ Doktorantke o ustosunkowanie si¢ do tego tej sugestii w czasie publicznej obrony
dysertacji.



Podsumowujgc, Doktorantka opanowata bardzo dobrze warsztat badawczy,
a otrzymane wyniki stanowig ciag logiczno-przyczynowy zmierzajagcy do opracowania
efektywnych inhibitoréw dla enzymu PAEC4. Praca napisana jest w sposob zrozumialy,
przejrzysty oraz staranny. Posiada niewielka ilos¢ kolokwializmow i ,,niedopatrzen” ktore nie
wplywaja na jej warto$¢ merytoryczng i ktorych celowo nie wymienitem. Niniejszg dysertacje
oceniam bardzo wysoko, a jej wyniki moga stanowi¢ z powodzeniem podstawe do dalszych
badan nad inhibitorami konwertaz probiatkowych.

Do osiagnieé mgr Izabeli Matuch nalezy zaliczy¢ rowniez jej bardzo duza aktywnosc
konferencyjna — 18 prezentacji konferencyjnych, w tym cztery publikacje pokonferencyjne
wchodzace w zakres rozprawy doktorskiej oraz ponadprzecigtny jak na Doktoranta udzial
w projektach badawczych (cztery projekty indywidualne Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego oraz jeden projekt Preludium-NCN). Wartym wspomnienia jest rowniez fakt,
ze Doktorantka jest wspotautorkg dwoch publikacji poza zakresem rozprawy doktorskiej.

Reasumujac  stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
Pani mgr Izabeli Matuch spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim okreslone w ustawie
7z dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z 18 kwietnia 2003 z pézniejszymi zmianami
i uzupetieniami) ,,O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule
w zakresie sztuki” i wnioskuje do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego
o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.




