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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Teresy Lepek zatytulowanej ,,Projektowanie i synteza peptydowych
inhibitoré6w PACE4 jako potencjalnych zwigzkéw przeciwnowotworowych”

Przedstawiona do oceny dysertacja doktorska zostala wykonana pod kierunkiem
prof. dr hab. Adama Prahla i stanowi kontynuacj¢ wczesniej podjetego kierunku badan
nad peptydowymi mimetykami inhibitoréw enzymatycznych.

Peptydomimetyki stanowig wazng grupe zwigzkow o dzialaniu biologicznym od dzialania
immunosupresyjnego, mikrobiologicznego, przeciwzapalnego do przeciwnowotworowego. Z tego
wzgledu prace badawcze nad nowymi zwigzkami, ktére nasladujg dziatanie natywnych peptydow.
ale ich okres pottrwania w organizmie jest znacznie dtuzszy ze wzgledu na modyfikacje strukturalne,
sq bardzo istotne. Szczegdlnie s3 one bardzo wazne w dobie coraz bardziej powszechnie wystepujacej
lekoopornosci bakterii i wiruséw. Tak samo znaczgcg tematyka sa badania nad procesami
nowotworzenia, w ktérych réznego rodzaju enzymy odgrywaja wiodaca role we wzroscie, proliferecii
i angiogenezie komoérek rakowych. Natomiast, poszukiwania nowych terapeutykéw zwiazane
sg z procesami hamowania aktywnosci wyselekcjonowanych enzyméw bioracych udzial w wyzej
wymienionych procesach. Z tego wzgledu trudnos¢ w projektowaniu tego typu lekéw polega
na wybraniu takiego zwigzku. ktory bedzie scisle selektywnym inhibitorem tylko dla wybranego
enzymu. W tym kontekscie zostala napisana niniejsza rozprawa doktorska, ktéra zgodnie z moja
wiedza stanowi kontynuacj¢ wezesniej podjgtych badan na inhibitorami konwertaz probiatkowych.

Rozprawa doktorska ma uklad standardowy, zostata opisana na 174 stronach maszynopisu,
sklada si¢ z dziesigciu rozdziatow, z ktérych od 1 do S stanowia rdzen pracy w tym: ~Przeglad
literaturowy™, ,,Cel pracy™, ,,Badania wiasne”, ,,Cze$¢ eksperymentalna™, ,,Podsumowanie uzyskanych
wynik6w”, a pig¢ dalszych to ..Spis rysunkéw”, ,Spis tabel”, ,.Spis histograméw i schematow”,
,Literatura cytowana™ i ,,Dorobek naukowy”.

Na poczatku pracy przeglad literaturowy wprowadza czytelnika w ogélna charakterystyke
konwertaz probiatkowych, od ich pochodzenia poprzez whasciwosci fizykochemiczne, wlasciwosci
fizjologiczne i patofizjologiczne (w chorobach nowotworowych, wirusowych wraz ze szczegblowym
opisem konwertazy PCSK9), az do prezentacji rodzajéw inhibitoréw konwertaz probiatkowych.
W dalszej czgsci pracy Autorka dysertacji opisuje kluczowa dla podjetych badan konwertaze
probialkowa PACE4. Ta cze$¢ doktoratu jest dobrze napisana w kontekscie przegladu literaturowego,
jednak wedltug recenzenta jest zbyt diuga, zawiera 295 przypiséw literaturowych (71 stron) z okresu
od lat 60 ubieglego wieku do czaséw obecnych. Zdaniem recenzenta ten rozdzial powinien
wprowadza¢ czytelnika scisle w podjeta tematyke, tak jak to ma miejsce w podrozdziatach od 1.2
do 1.4, ktore bardzo dobrze wyjasniajg genezg podjetych badan.



Kolejnym rozdzialem jest ,.Cel pracy” na ktory skladajg sie modyfikacje modelowego
inhibitora Multi-Leu (ML) dla enzymu PACE4, poprzez wprowadzenie modyfikacji w pozycji P4
(mimetyki Arg) oraz P5 (mimetyki Leu), a takze cyklizacje peptydu Muliti-Leu poprzez utworzenie
wewnatrzczasteczkowego mostka disulfidowego. Dodatkowo, Autorka pracy postanowita sprawdzi¢
aktywnos¢ biologiczng otrzymanych zwigzkdw poprzez okreslenie stalych hamowania aktywnosci
enzymatycznej (Ki) wzgledem PACE4 i furyny. W nastgpnym kroku zdecydowata sie przeanalizowa¢
aktywnos¢ antyproliferacyjng wybranych zwigzkéw na dwoéch liniach komorkowych DUI145
(androgenoniezalezna) i LNCaP (androgenozalezna). W ramach tej pracy p. mgr Teresa Lepek podjeta
si¢ rowniez sprawdzenia stabilnosci zsyntezowanych peptydéw w plazmie mysiej oraz serum ludzkim
- tu zdaniem recenzenta Doktorantka miata na mysli osocze i surowice krwi. Tezy pracy w tym
rozdziale zostaly jasno sprecyzowane, jednak pod koniec znalazl si¢ fragment, ktéry powinien pojawié
si¢ moim zdaniem w podsumowaniu wykonanych badan, zaczynajagcy sie od stwierdzenia

”

.Przeprowadzone badania pozwolity na..... .

Rozdzial opisujgcy badania wlasne podzielony jest na trzy podrozdziaty, na ktére skladajg
si¢ takie zadania jak projektowanie, synteza chemiczna oraz analiza aktywnos$ci otrzymanych
inhibitoréw. Jako pierwsze zostaly opisane modyfikacje przeprowadzone dla peptydu
Ac-LLLLRVKR-NH: w pozycji P4 oraz P5. Zmiany strukturalne zwigzku zostaly przeprowadzone
w pozycji P4 (Arg) za pomocg nastgpujacych modyfikacji: a) w miejsce o atomu wegla zostat
wstawiony atom azotu; b) zostal wydluzony tancuch boczny wraz z polgczeniem tej modyfikacii
z przeniesieniem grupy o aminowej na atom wegla £ c¢) do peptydu zostala wprowadzona
guanidynowana reszta aromatyczna; d) zastosowano N-metylacje grupy a-aminowej; e) zastosowano
zmiang lokalizacji tancucha bocznego wraz z jego skroceniem; f) zostal skrocony tancuch boczny Arg
0 jedng oraz dwie grupy metylenowe. W sumie zostala przeprowadzona synteza 10 zwigzkéw.
Nastgpnym krokiem byia synteza analogéw peptydu z modyfikacja Leu w miejscu P5 poprzez:
a) podstawienie metylowanych pochodnych Me-Leu oraz Me-Ile; b) podstawienie mimetykiem
zawierajgcym wydtuzony tancuch boczny o jedna grupg metylenowa; ¢) zamiane Leu na norwaline
oraz peptoid w ktérym laficuch boczny zostal przytaczony do atomu azotu. Nastepnie zsyntezowane
zwiazki zostaly przebadane w kierunku okreslenia aktywnosci inhibitorowej wzgledem enzyméw
furyny i PACE4 z zastosowaniem flurogenicznego substratu pyro-Glu-Arg-Val-Lys-Arg-7-amido-4-
metylo-kumaryny. Sposréd otrzymanych zwigzkéw jeden wykazal warto$é K; podobna do ML
wzgledem PACE4 z podstawiong w pozycji P4 - N-metylo-L-argining. Jak wynika
z przeprowadzonych pomiaréw duzo korzystniejsza okazalg si¢ modyfikacja w miejscu PS5, gdzie trzy
z zaprojektowanych zwigzkéw ujawnily podobne wiasciwosci inhibitorowe wzgledem obu enzymaéw,
a jeden z nich z N-metylowang reszta izoleucyny wykazal wartosci parametru K;, ponizej wartosci
otrzymanej dla peptydu referencyjnego Multi-Leu. W nastgpnym rozdziale zostaly wybrane najlepiej
rokujace inhibitory (jeden - pozycja P4, cztery - pozycja P5), ktére zostaly podstawione, w jednej serii,
w pozycji P1 reszta Amba. Natomiast, druga grupa zwiazkow zawierata dodatkowo w pozycji P8 reszte
D-Leu. Podobnie jak dla poprzedniej serii inhibitorow, zsyntezowane zwigzki zostaly poddane
badaniom biologicznym wzgledem tych samych enzyméw. Zwiazkami referencyjnymi byly dwa
Ac-LLLLRVK[Amba] oraz Ac[DL]JLLLRVK[Amba]. Oba zwiazki, ktére zostaly podstawione
Jedynie w pozycji P1 reszt3 Amba (modyfikacje MeL™Amba i Mel” Amba) wykazaly lepsze
wiasciwoscei inhibitorowe niz ML-Amba. Te same molekuly z zamieniona leucyng L na D w pozycji 8
rowniez wykazaly lepsze wlasciwosci, niz zwigzek referencyjny. Pomimo znacznego poprawienia
wiasciwosci inhibitorowych, poprzez przylaczenie reszty Amba nie nastgpila znaczna poprawa
selektywnosci wzgledem jednego z badanych enzyméw, najwyzszy stosunek selektywnosci
furyna/PACE4, ktéry zostal otrzymany wynosil 3.2 dla podstawienia DLP*MeL"*Amba’'.
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Jednak w przypadku proceséw nowotworowych nastepuje znaczne zwigkszenie stezenie enzymu
PACE4, z tego wzgledu jak sugeruje Autorka dysertacji, inhibitory powinny oddziatywaé¢ w pierwszej
kolejnosci z tym enzymem. W tym miejscu musze dodaé, ze otrzymane wyniki stanowig duze
osiggnigcie Doktorantki oraz cenne zrédlo informacji, ktére mozna wykorzystaé w przysztosci.
w projektowaniu inhibitoréw konwertaz probiatkowych.

Kolejnym krokiem byto wykonanie testow na aktywnos¢ antyproliferacyjng wybranych 14
peptydomimetykow stosujgc jako referencyjne zwigzki ML, ML-Amba oraz Ac-[DL]LLLRVK-
Amba. Niestety, zadna z otrzymanych molekut nie osiagneta aktynowosci antyproliferacyjnej lepsze;
od zwigzkéw modelowych. Jedynie zwigzki posiadajace w pozycji P5 hLeu oraz nVal hamowaly
proliferacje komoérek w podobny sposob. Jednak, czasteczka zawierajgca reszte hLeu okazala sig
toksyczna, co dysklasyfikuje jg jako potencjalny zwigzek o dziataniu terapeutycznym. Z drugiej strony
peptydy, ktdre wykazaly najlepsze stale inhibicji nie hamowaly proliferacji. Fakt ten pokazuje
jak trudne jest projektowanie nowych farmaceutykéw. w ktérych znaczace role odgrywa cala gama
parametrow takich jak budowa strukturalna, przenikalno$¢ przez blony, wrazliwo$¢ na pH
oraz oddziatywanie z pozostatymi enzymami. Z tego wzgledu Doktorantka postanowila sprawdzi¢,
czy zsyntezowane analogi peptydowe przenikaja przez blony komérkowe. W tym celu do dwdch
zwigzkéw ML-Amba oraz Melle™Amba® zostala dotgczona czasteczka fluoresceiny jako grupa
reporterowa zw. 26 i 27. Synteza analogdw zawierajacych ugrupowanie izotiocyjaninanowe
fluoresceiny zostala przeprowadzona przez dr Anne Kwiatkowska, a same badania zostaly wykonane
na Uniwersytecie Sherbrooke w Kanadzie przez Roxane Desjardins. Przeprowadzony eksperyment za
pomocg cystometrii przeptywowej wykazal, ze czasteczka analogu ML-Amba przechodzi do komoérek
nowotworowych. Dlatego, aby sprawdzi¢ wplyw samej N-metylacji na wiasciwosci peptydow
postanowiono dodatkowo zsyntezowaé zwigzki z punktowymi modyfikacjami N-MeLeu w pozycji P6
i P7. Chociaz, aktywnos¢ inhibitorowa dla zwiazku 29 byta obiecujgca to wyniki testow aktywnosci
antyproliferacyjnej okazaly si¢ by¢ negatywne. Jak zauwazyla sama Doktorantka, N-metylowanie
reszt aminokwasowych w pozycjach P7-P4 powoduje utrate wiasciwosci antyproliferacyjnych
zaprojektowanych zwiazkow, z tego wzgledu zjawisko to wymaga dalszych badar, z czym absolutnie
si¢ zgadzam.

W podrozdziale 3 badan wiasnych p. mgr Teresa Lepek opisuje projektowanie, chemiczng
syntezg i aktywnos¢ nowej grupy zwigzkéw cyklicznych, analogéw peptydu ML. Chociaz, niniejsze
badania otwierajg nowe mozliwosci opracowania skutecznego inhibitora, to jednak brakuje
kontynuacji prac w celu wyjasnienia i dopracowania dotychczas osiagnietych wynikéw. Autorka
dysertacji cheiala poprzez cyklizacje uzyskac lepsza stabilno§¢ enzymatyczng otrzymanych peptydow.
W tej czgsci pracy Doktorantka zsyntezowata 9 zwigzkéw cyklicznych, co wymagato od niej duzych
zdolnos¢ syntetycznych, szczegélnie na etapie oczyszczania nowych peptydomimetykéw. Jednak.,
pomimo wielu wysilkéw otrzymane cykliczne peptydy nie wykazaly lepszej aktywnosci hamujacej
dziatanie enzyméw PACE4 i furyny, oprocz dwéch zwigzkéw 38 i 39, dla ktérych stale K byly tylko
o rzad wigksze od peptydu modelowego ML-Amba. W dalszym ciggu prac zostaty przeprowadzone,
tak jak dla wszystkich poprzednio zsyntezowanych peptydomimetykéw badania wlasciwosci
antyproliferacyjnych. Dla zwigzku 38 wartos¢ ICso byla zblizona do modelowego peptydu, podczas
gdy dla zw. 39 otrzymano niezbiezne wartosci. Nastgpnie dla zwiazkow 38 i 39 przeprowadzono test
odpornosci na degradacj¢ proteolityczna w mysim osoczu i ludzkiej surowicy, ktére wykazaty wzrost
ti2 od 2 do 3 razy. Eksperyment ten wykazal, ze oba zwigzki posiadaja wyzsza stabilno$¢ w surowicy
ludzkiej, niz w mysim osoczu. Aczkolwiek, moim zdaniem eksperyment ten wykazat dwie zmiennosci
gatunkowg oraz jakosciowg ze wzgledu na uzyte ptynne sktadniki krwi (surowica i osocze).



W dalszej czesci dysertacji opisano wlasciwosei zwigzku 38 wzgledem innych konwertaz
probialkowych PC5/6 oraz PC7, dla ktérych mozna ulozy¢ szereg wzgledem najwigkszej aktywnosci
PACE4>furyna>PC5/6>PC7, co $wiadczy o réznicach w specyficznodci substratowej testowanych
konwertaz probiatkowych.

Nastepne rozdziaty to ,,Czg$¢ eksperymentalna™ w ktdrej podane sg szczegélowe procedury syntez
oraz wykonanych testéw biologicznych. Po nim w kolejnosci znajduje sie podsumowanie badan oraz
pozostate rozdzialy wymienione przeze mnie wczesnie;j.

Moim zdaniem do najwigkszych osiagnie¢ Doktorantki nalezy zaliczyé zaprojektowanie
1 synteze zwiazkéw 5 oraz 11-14, ktére posiadaty zblizone lub lepsze wiasciwosci inhibitorowe,
niz referencyjny zwigzek ML. Podobnie zwigzki 17, 18, 22, 23 z wprowadzong w pozycji P1 resztg
Amba. Ciekawg obserwacja byto réwniez zauwazenie wigkszej stabilnosci proteolitycznej cyklicznych
peptydéw w surowicy ludzkiej i mysim osoczu. Uwazam ten watek badawczy za bardzo ciekawy
i warty kontynuacji. Do niewatpliwych osiagni¢¢ wlasnych p. mgr Teresy Eepek nalezy rowniez bardzo
dobre opanowanie warsztatu syntezy peptydomimetykow.

Jednak, mam pytanie do Doktorantki o przyczyng duzej wielowatkowo$é tej pracy, ktéra co prawda
nie doprowadzata do wyjasnienia zmiennosci strukturalnych opracowanych inhibitoréw wptywajacych
na wiasciwosci hamujacych aktywnos¢ enzyméw PECE4 oraz furyny, ale niewatpliwie stanowi cenny
wklad do zrozumienia dziatania inhibitoréw konwertaz probiatkowych.

Podsumowujac, zaprezentowane wyniki badan stanowig bardzo szeroko pojety ciag
przyczynowo-skutkowy zmierzajacy do opracowania efektywnych inhibitorow PACE4. Praca
jest napisana przejrzyscie, chociaz zawiera do§¢ duzo kolokwializméw jezykowych oraz niewielka
ilos¢ niedopatrzen, ale zadne z nich nie wplywaja na wartos¢ merytoryczna niniejszej dysertacii.

Pani mgr Teresa Lepek w swoim dorobku naukowym posiada jedng publikacje w European
Journal of Cell Biology ze wspétczynnikiem wptywu [F=3,712, ktéra tematycznie wpisuje si¢ w zakres
tej dysertacji oraz cztery inne publikacje. Byla wspétautorkg imponujacej liczby 26 komunikatow
konferencyjnych, co moze $wiadczy¢ o duzym potencjale publikacyjnym otrzymanych wynikéw
w czasie prowadzenia badan do niniejszej dysertacji. Doktorantka brata réwniez udzial w trzech
projektach badawczych zwigzanych z podjeta tematyka naukows.

Reasumujac  stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
Pani mgr Teresy Lepek spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim okreslone w ustawie z dnia
14 marca 2003 roku (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z 18 kwietnia 2003 z poZniejszymi zmianami
I uzupelnieniami) ,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 etapow przewodu doktorskiego.



