Szanowny Panie Dziekanie, Profesorze Stepnowski, Szanowni Cztonkowie Rady Wydziatu,

Chcialabym podzigkowaé za zaufanie jakim Panstwo obdarzyli mnie proszac o opini¢ w
sprawie dysertacji doktorskiej zaprezentowanej przez mgr Monike Katarzyne Legowska z
Katedry Biochemii Wydziatlu Chemii, ktorej tytut brzmi: W poszukiwaniu substratow i

inhibitorow ludzkiej katepsyny C. Projektowanie, synteza chemiczna i badania biologiczne.

7 przyjemnoscig przeczytalam dysertacje, ktora napisana jest bezbtednym angielskim.
Dotyczy ona projektowania substratow i inhibitorow katepsyny C. Doskonale potaczenie
ogromne;j ilo$ci danych eksperymentalnych i szczegotowej dyskusji wynikow otrzymanych
zaro6wno na drodze chemicznej jak i biochemicznej w klarowny sposob pokazuje osiagniecia

Kandydatki w dziedzinie biochemii enzymow proteolitycznych.

Kandydatka rozprawe rozpoczyna obszernym wstgpem, w ktorym przedstawia i zwraca
uwage na najwazniejsze doniesienia literaturowe w swojej dziedzinie, przez co plynnie
wprowadza czytelnika w cel swojej dysertacji. Mgr Leggowska zaczyna od opisu
zroznicowane]j rodziny katepsyn cysteinowych, sposrod konkretnego jej przedstawiciela —
katepsyn¢ C. Pani magister ogdlnie opisuje biosyntezg i $ciezki transportu komoérkowego
katepsyn cysteinowych, a nastepnie dyskutuje ich struktury w $wietle specyficznosci
substratowej. Kiedy przechodzi do opisu roli jaka katepsyny cysteinowe odgrywaja w
fizjologii 1 patologii, jasnym si¢ staje dlaczego 1 w jaki sposob katepsyna C jest wyjatkowa.
Podczas, gdy katepsyny cysteinowe, szczegdlnie zazwyczaj wydzielane pozakomoérkowo
zaangazowane sg w trawienie roznych substratow biatkowych jako endopeptydazy, to
katepsyna C dziala gtownie jako dipeptydylopeptydaza i dlatego nazywana jest réwniez
dipeptydylopeptydaza I (DPPI). Choroba zwigzana z agresywnym zapaleniem ozg¢bnej i
rozleglymi zmianami skornymi, syndrom Papillon’a-Lefevre’a jest wynikiem mutacji genu
Ctsc. Choroba ta dotyka dzieci przed okresem dojrzewania. Dlatego katepsyna C jest znana ze
swej znaczacej funkcji w patologiach immunologicznych. Z biochemicznego punktu
widzenia, katepsyna C jest wazna, poniewaz dziala jako multimer, podczas gdy kanoniczne
katepsyny cysteinowe - jako monomery. Posrod szeregu katepsyn cysteinowych — B, C, L, O i
X/Z,uwaza sie, ze katepsyna C oddziatuje tylko z niewielkg grupg naturalnych substratow, co

czyni jg idealnym kandydatem w procesie celowego projektowania lekow.



Kandydatka bardzo dobrze opisuje réozne metody dotyczace oceny aktywnosci katepsyn
cysteinowych przy uzyciu specyficznych substratow, inhibitorow i sond bazujacych na
aktywnosci (ABPs), ktore sa nowymi narzgdziami zaprojektowanymi do badania aktywnosci
enzymu in vitro (w lizatach i ekstraktach tkanek) oraz in vivo (w kulturach bakterii lub w
myszach). Niektore z katepsyn cysteinowych zostaty sklasyfikowane jako cele molekularne
lekow stosowanych w terapii takich choréb jak Alzheimer (inhibitor katepsyny B),
osteoporoza (inhibitor katepsyny K) czy rak (inhibitory katepsyny B i L). Jednak z powodu
réznorodnos$ci funkceji fizjologicznych i patologicznych tych enzymoéw, a takze ze wzgledu na
mnogos¢ potencjalnych substratow, nie tatwo jest opracowa¢ wysoko specyficzny lek, ktéry
nie powodowaltby dotkliwych efektéw ubocznych podczas terapii. Firmy farmaceutyczne
podjety to wyzwanie, jednak wydaje si¢ oczywistym, ze katepsyny cysteinowe nie sg tatwym
obiektem terapeutycznym. Fakt ten ma rowniez potwierdzenie w tym, ze ekspresja katepsyn
odbywa si¢ w sposob redundantny. Oznacza to, ze w warunkach catkowitej lub czg¢sciowej
utraty funkcji przez jeden z enzymoéw, czlonek rodziny proteaz zazwyczaj staje si¢
aktywowany po to, aby skompensowaé utrat¢ aktywnosci tego pierwszego. Wspomniana
redundantnos$¢ nie jest jedynym problemem na poziomie oddziatywania z substratem, ale
poswigca si¢ jej duzo uwagi podczas przygotowywania testow aktywnos$ci proteolitycznej
katepsyn cysteinowych. Nalezy pamigta¢, ze katepsyny cysteinowe nazywane sg roOwniez
enzymami lizosomalnymi, ale ich ekspresja i aktywnos$¢ majg miejsce we wszystkich etapach
szlaku endocytotycznego, oraz sa wydzielane zarowno w warunkach fizjologicznych lub

patologicznych i docieraja do nietypowych miejsc dziatania takich jak np. jadro komorkowe.

Katepsyna C odgrywa istotng role w chorobach immunologicznych oraz tych o podiozu
zapalnym. Powoduje to, ze jest ona interesujacym kandydatem, dla ktorego warto
projektowaé substraty o potencjalnym zastosowaniu w diagnostyce wielu schorzen zaczynajac
od astmy konczgc na artretyzmie, przewleklym zapaleniu pluc czy mukowiscydozie, a
konczac na raku skory. Te przyktady pokazuja, ze katepsyna C jest nie tylko odpowiedzialna
za rzadki syndrom Papillon’a-Lefevre’a, ale rowniez za choroby, ktore dotykaja pacjentéw na
calym $wiecie. Dlatego na przestrzeni ostatnich lat zaprojektowano i scharakteryzowano
wiele specyficznych substratow i inhibitorow katepsyny C, co kandydatka opisuje bardzo
szczegdtowo w obszernym wstepie. Rozdzial ten w doskonaty sposob opisuje rozne metody
stosowane w projektowaniu substratéw 1 inhibitorow, np.: bazujace na klasycznych
substratach peptydowych posiadajacych rozne grupy luminescencyjne lub chromogeniczne,

substraty dziatajace z wykorzystaniem transferu energii rezonansu fluorescencji (FRET), jak



roOwniez ostatnio badane nanosondy. Dla inhibitorow o znaczeniu terapeutycznym oraz sond
bazujacych na aktywnosci (ABP) charakteryzujacych si¢ aktywnoscig inhibitorowa, coraz
bardziej popularna staje si¢ technika fluorescencji w bliskiej podczerwieni. Do badania
aktywnos$ci katepsyny w fazie stalej zaprojektowano tetrapeptydy znakowane ferrocenem w
celu oznaczen jakoSciowych i ilosciowych katepsyn cysteinowych w roztworach lub lizatach
tkanek. Ponadto ostatnio zostaly zaprojektowane nieznakowane sensory aktywnosci

proteolitycznych.

Celem eksperymentalnym pracy Kandydatki byto zaprojektowanie inhibitoréw i
substratow katepsyny C, ktore bytyby stosowane in vivo. Do tej pory produkty metabolicznej
przemiany takich inhibitor6w uniemozliwialy ich zastosowanie lub wprowadzenie do praktyki
klinicznej. Biorac pod uwage znaczenie, jakie przypisuje si¢ katepsynie C w schorzeniach
autoimmunologicznych oraz chorobach o charakterze zapalnym, nadszedt czas, aby
opracowac tego typu zwiazki. Do swoich badan Kandydatka wybrata nitrylowe pochodne
lekoéw jako te, ktore z sukcesem zostaty poddane testom klinicznym w terapii osteoporozy
(inhibitor katepsyny K) i1 cukrzycy (inhibitor dipeptydylopeptydazy IV). Wczesniej jednak
zdecydowala sie, zaprojektowa¢ specyficzne substraty dla katepsyny C, aby okresli¢ poziom
aktywnosci enzymu. W tym celu wykorzystata dipeptydowe substraty i sprawdzala czy
nicbiatkowa reszta aminokwasowa Thi znajdujagca si¢ w pozycji P2 1 inne grupy
fluorogeniczne sa tolerowane przez enzym. Dodatkowo zaprojektowata substraty FRET w
celu selektywnej i wysokoczutej detekeji katepsyny C oraz poréwnata wyniki z otrzymanymi
dla katepsyny L. Interesujace jest, ze otrzymata niezwykle selektywny substrat katepsyny L,
ktory to enzym znalazl si¢ kregu zainteresowan Pani mgr Legowskiej z uwagi na rzadkos¢
wystepowania inhibitorow tej proteazy. Ponadto Kandydatka w ramach prowadzonych prac
otrzymata szereg substratow FRET, ktore wykorzystata do analizy reszt znajdujacych si¢ w
miejscu aktywnym katepsyny C. Nastepnie Autorka rozprawy zaprojektowata inhibitory
katepsyny C, ktore nie bytyby hydrolizowane przez proteazy znajdujace si¢ w watrobie i krwi.
Tak wigc celem tych eksperymentow byta identyfikacja inhibitora katepsyny C odpornego na
proteolizg, ktéry podczas terapii charakteryzowalby si¢ wyzsza trwalo$ciga 1 przez to
pozwolilby na przezwycigzenie obserwowanej niestabilno$ci inhibitorow katepsyn
cysteinowych. Przygotowujac druga seri¢ inhibitorow celem Pani Moniki byta analiza
oddziatywan pomigdzy katepsyng C a substratem w pozycji P1. Cel ten realizowany byt
poprzez projektowanie zwigzkow, w ktorych w omawianej pozycji zawieraly zasadowy

aminokwas charakteryzujacy si¢ rozng dtugoscig tancucha bocznego.



Rozdziat poswigcony projektowaniu i syntezie jest edytorsko dobrze ulozony i wystarczajaco
szczegotowy, aby powtdrzy¢ opisywane syntezy. Z uwagi na fakt, iz nie jestem chemikiem,
mam nadziej¢, ze wybacza mi Panstwo brak szczegdélowego komentarza dotyczacego
wspomnianego ,,pickna” i poszczegélnych jej etapow. Nawet nie bedgc ekspertem, moge
stwierdzi¢, ze kandydatka z wielka roztropno$cig zaprojektowata kazdy z etapow syntezy
chemicznej oraz analizowala produkty, ktore szczegdétowo scharakteryzowata przed
kolejnymi badaniami. Opis testow enzymatycznych okreslajacych aktywnos¢ katepsyny C i L
jest zarowno wyczerpujacy jak i pozwalajacy na ich powtdrzenie przy uzyciu stosownych
procedur badania aktywnos$ci proteolitycznej. Co wigcej przeprowadzonych zostato wiele
testow z wykorzystaniem nastgpujacych materiatow: lizatow przygotowanych z neutrofilow i
réznych komorek ludzkich zaréwno zdrowych jak i rakowych oraz probek biologicznych

takich jak plazma, mocz czy ptyny z plukania oskrzelowo-plucnego.

Substraty, ktore Kandydatka zaprojektowala i zsyntezowata zostaly przebadane wobec
katepsyny C i L oraz rodziny neutrofilnych proteinaz serynowych. Pani Monika okreslita
specyficznos¢ tych enzyméw stosujac rozne srodowisko pH, tak aby uwzgledni¢ naturlane
przemiany fizjologiczne tych enzyméw. Przygotowata rowniez seri¢ fluorogenicznych
dipeptydowych substratow, sposréd ktorych Thi-Phe-AFC okazat si¢ by¢ najbardziej
specyficzny w stosunku do katepsyny C. Analizujac substraty FRET, Thi-Ala(Mca)-Ser-Gly-
Tyr(3-NO2)-NH2 okazat si¢ by¢ odpowiedni do badania aktywnosci katepsyny C.
Kandydatka z powodzeniem skupita si¢ rowniez na scharakteryzowaniu gtownego miejsca
specyficznego katepsyny C (patrz powyzej). By¢ moze nic w tym dziwnego, ale warto
wspomnie¢, ze warunki pH, w ktorych jest rozcinane wigzanie substratu, zwigkszaja zdolno$¢
katepsyny C do oddziatywania z r6znymi substratami. Wyniki opisane w tej czgsci dysertacji
sg rOwniez interesujgce zarowno z biologiczno-komorkowego jak rowniez klinicznego punktu
widzenia, poniewaz dane sugeruja ograniczone mozliwosci proteolizy w przestrzeni
zewnatrzkomorkowej 1 warunkach endosonalnego pH podczas, gdy katepsyna C wykazywata
wigkszg aktywno$¢ zwigzang z hydrolizg substratu w pH zblizonym do lizosomalnego (pH 5).
Podobne obserwacje otrzymata dla pozostatych katepsyn cysteinowych. Podczas
wprowadzania leku wazne jest, aby pamieta¢ o powyzszych wihasciwosciach katepsyny C,
gdyz jest mato prawdopodobne aby leki lizosomotropowe byly stosowane w praktyce
klinicznej ze wzgledu na potencjalne reakcje uboczne (a tym samym efekty uboczne)

zachodzace podczas ich stosowania na komorkach i tkankach.



Czes$¢ zaprojektowanych czasteczek substratow katepsyny C byto analizowane przy pomocy
modelowania molekularnego.

Interesujagcym watkiem rozprawy jest opis selekcji specyficznego substratu wobec
katepsyny L ABZ-Bip-Arg-Ala-GIn- Tyr(NO2)-NH2. Zwiazek ten niesie ze sobg duzy
potencjat i moze zosta¢ wykorzystany w przysztosci. Kandydatka przetestowata go pod
wzgledem skutecznosci w detekcji cysteinowej katepsyny L w lizacie komorkowym. Byloby
interesujace, aby sprawdzi¢ czy zwigzek ten potwierdzi poktadane w nim nadzieje réwniez W
potaczeniu z katepsyng L2/V (nie wydzielang u myszy) i katepsyna K, ktora rowniez odgrywa
znaczacg role fizjologiczng i patologiczng. Rola katepsyny K w chorobach pluc jest znana,
jednakze niewiele wiadomo w tej kwestii o katepsynie L2/V. Dlatego Kandydatka w
przysztosci powinna prowadzi¢ bardziej szczegdtowe badania w tej tematyce. Przygotowana
seria zwigzkow o potencjale inhibitorowym specyficznym dla katepsyny C, bedzie mogta by¢
uzyta jako modulator aktywnosci oddziatywan z Thi-Lys-CN — najbardziej obiecujacym
sposrod tych substancji. Dodatkowo Kandydatka wykorzystala serie zwigzkéw, ktore
pozwolily jest na ustalenie wptywu chiralnosci na ich silg hamowania i czas poéttrwania.
Potwierdzila Ona, zZe zwiazki zawierajace D-aminokwasy nie zwigkszaja aktywnoS$ci
inhibitorowej, ale powoduja, ze zwigzek jest bardziej trwaly w  plynach
zewnatrzkomérkowych.  Z tego punktu widzenia badania z wykorzystaniem probek
biologicznych okazaly si¢ bardzo przydatne umozliwiajac tym samym rozrdznienie pomiedzy
aktywnoscig katepsyny C w stanie normalnym 1 patologicznym oraz pozwolito przewidzie¢

czy rozpatrywany zwiazek bedzie odporny in vivo.

Podsumowujac, rozprawa mgr Moniki Katarzyny Legowskiej jest napisana bardzo dobrze, a
procedury eksperymentalne przedstawione sa wystarczajaco szczegotowo. Zaprezentowane
wyniki ilustrowane sg niezwykle przejrzystych rysunkami. Kandydatka w sposob ogolny
opisuje biezacy stan wiedzy dotyczacy katepsyn, a w szczegolnosci katepsyny C 1 L oraz
czasteczek, ktore z nimi oddziatujg (substraty, inhibitory, leki). Wskazuje rowniez, dlaczego
Jej praca jest wazna nie tylko w celu zdobycia wiedzy naukowej, ale rowniez podczas
projektowania potencjalnych, wykorzystanych w przysztosci terapeutykow. Pani Monika
przedstawia i krytycznie dyskutuje swoje wyniki, jednocze$nie wskazujac, ktore
eksperymenty wymagaja modyfikacji w przyszto$ci. W rozprawie znajduje si¢ rowniez wykaz
literatury.

Praca mgr Moniki Katarzyny Legowskiej wnosi znaczacy wktad w tematyke proteolizy i

identyfikacji lekow zorientowanych na katepsyne C 1 L. Z powodzeniem opracowala szereg



zwigzkow, ktoére moga by¢ w przysztosci wykorzystane do testow aktywnosci lub jako
specyficzne inhibitory. Bioragc powyzsze pod uwage sugeruje akceptacje dysertacji napisanej
przez mgr Monike¢ Katarzyne tegowska jako cze$¢ spelnienia wymagan w ubieganiu si¢ o
stopien doktora nauk chemicznych w dyscyplinie Biochemia na Woydziale Chemii

Uniwersytetu Gdanskiego.

Drobna uwaga dotyczy btedu typograficznego, w calej pracy autorka uzywa stowa ,,wildly”,

ktore powinno by¢ zastgpione ,,widely”.



