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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Teresy tepek
p.t. ,Projektowanie i synteza peptydowych inhibitoréw PACE4 jako potencjalnych zwigzkéw

przeciwnowotworowych”

Enzymy proteolityczne zwane proteazami s3 odpowiedzialne za specyficzng hydrolize wigzan
peptydowych w biatkach. Proteazy petnia kluczowe funkcje w najwazniejszych procesach
zachodzacych w zywych komérkach. Nieprawidtowosci w funkcjonowaniu tych enzyméw prowadza do
bardzo powaznych konsekwencji dla catych organizméw, i czesto leza u podstaw wystgpowania
powaznych schorzen takich jak miedzy innymi choroby nowotworowe, choroby ukfadu krwionosnego,
choroby neurodegeneracyjne, czy autoimmunologiczne. To powoduje bardzo duze zainteresowanie tg
grupa enzyméw jak réwniez, poszukiwane s3 ich selektywne inhibitory, ktore czgsto s rozpatrywane
jako potencjalne terapeutyki. Jednakze, aby w ztozonych uktadach biologicznych jakimi sg organizmy
zywe, w tym najczesciej rozpatrywany w aspektach terapeutycznych organizm ludzki, takie inhibitory
byly bezpieczne, nalezy zapewni¢ hamowanie tylko tej z poéréd proteaz, ktérg ustalono celem
terapeutycznym w projektowaniu trerapii przeciwko danemu schorzeniu. Zasadniczym celem
przedstawionych w rozprawie doktorskiej byta synteza potencjalnych inhibitoréw peptydowych
konwertazy PACE4, ktéra to jest uznana za cel terapeutyczny w projektowaniu nowych terpii
przeciwnowotworowych. Ostatnie doniesienia na temat tego, ze PACE4 jest nadeksprymowana w
komorkach raka prostaty, a inhibicja tej konwertazy pozwolita zablokowa¢ rozwoj nowotworu w
sposéb niezalezny od blokowania wydzielania androgendw, daja dodatkowa silng motywacje do

projektowania i tworzenia jej selektywnych inhibitoréw o coraz lepszych farmakodynamicznych i
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farmakokinetycznych wiaéciwosciach. Przedstawiona mido recenzji praca doktorska mgr Teresy tepek
wykonana w Pracowni Chemii Peptydéw, Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdariskiego pod kierunkiem
Prof. Adama Prahla oraz dr Anny Kwiatkowskiej (University of Sherbrooke, Canada) doskonale wpisuje
sie w ten nurt badawczy.

Praca doktorska ma klasyczny uktad i liczy 175 stron, jest wigc obszernym materiatem
naukowym. Na rozprawe sktada sie przeglad literatury, gdzie opisano stan wiedzy na temat konwertaz
ze szczegélnym uwzglednieniem PACE4, cel pracy, badania wiasne, gdzie doktorantka opipsuje swoje
osiagniecia dokonane w trakcie realizacji projektu badawczego, oraz czgs$¢ eksperymentalna, gdzie
opisuje jak tego dokonata. Na koricu rozprawy znajduje sig zwigzte podsumowanie wynikow oraz
bogaty spis literatury. Dodatkowo wyodrebniono na koricu pracy listg rysunkow, tabel, histogramow i
schematéw oraz podsumowano dorobek naukowy Kandydatki. W pracy zamieszczono 41 rysunkow
oraz 31 tabel, starannie przygotowanych pod wzgledem edytorskim, ktére sg bardzo pomocne w
éledzeniu toku rozumowania Autorki rozprawy. Mimo, ze ilo$¢ rysunkéw jest catkiem spora to czasem,
zwlaszcza w przegladzie literaturowym, miatem wrazenie, ze Autorka postuguje si¢ nimi zbyt
oszczednie, zwlaszcza w podrozdziale po$wigconym inhibitorom konwertaz. W pracy zacytowano 310
pozycji literaturowych, ktére w znakomitej wigkszosci stanowig prace oryginalne oraz przegladowe
opublikowane w wiodacych czasopismach naukowych z chemii, biochemii, biologii molekularnej,
medycyny oraz dziedzin pokrewnych. Ta réznorodnos¢ aspektéw zwigzanych z konwertazami z catg
pewnosci wymagata od Doktorantki bardzo duzego naktadu pracy, tak aby zjawiska z tym zwigzane
dogtebnie zrozumie¢, a nastepnie wykorzysta¢ w swojej pracy badawczej. Z wtasnego doswiadczenia
wiem, ze to nie jest zadanie tatwe, ale z drugiej strony niezbedne aby swiadomie projektowac synteze

zwigzkéw chemicznych o pozadanych wiasciwosciach biologicznych.

Zgodnie z wymaganiami obowiazujacej Ustawy o tytule i stopniach naukowych przedmiotem
mojej oceny sa nastepujace elementy Rozprawy: a) ogélna wiedza Kandydata w uprawianej dziedzinie
naukowej, b) Umiejetno$¢ prowadzenia badan naukowych, c) oryginalnos¢ rozwigzanego problemu

naukowego.

Cze$¢ poswiecona badaniom wtasnym to bardzo bogaty materiat badawczy, ktory pokazuje jak
trudnego zadania podjeta sie Autorka. Zasaniczym celem badar byto uzyskanie analogow peptydu
zwanego Multi-Leu, o ulepszonych wiasciwosciach farmakokinetycznych, a w szczegolnosci o
zwiekszonej odbornoéci na hydrolize enzymatyczna, przy jednoczesnym zachowaniu wysokiej
aktywnosci inhibitorowej przeciwko PACE4. Sekwencje paptydu Multi-Leu zaproponowano w 2012
roku w pracy Levesque et al. J. Med. Chem wspétautorstwa obojga promotoréw doktorantki. Peptyd
ten wykazywat bardzo ciekawe wtasciwosci antyproliferacyjne na komorki raka prostaty, a przy tym

réznicowat hamowanie aktywnoséci konwertaz PACE4 i furyny. W kolejnych latach powstato kilka
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bardzo interesujacych prac poswigconych analogom tego peptydu zawierajgcym modyfikacje w
réznych pozycjach jego sekwencji. Praca doktorska mgr Teresy tepek jest kontynuacjg tej owocnej
wspotpracy promotora, Adama Prahla z Prof. Robertem Day’em i jego Zespotem. Doktorantka
przetestowata dwa podejécia w uzyskiwaniu zwigzkéw o ulepszonych wtasciwosciach, jedno
polegajace na zastgpieniu reszt argininy (pozycja P4) lub leucyny (pozycja P5) na aminokwasy
niebiatkowe, drugie polegajace na identyfikacji mozliwych miejsc cyklizacji pomigdzy resztami cysteiny
i kwasu 3-mekraptopropanowego. W efekcie powstato 39 nowych pochodnych peptydowych, ktére
przebadano pod réznym katem biochemicznym i komérkowym. W pierwszej czgéci badano peptydy w
ktérych arginine P4 podstawiono na inne aminokwasy lub peptoidy oraz analogi modyfikowane w
pozycji P5 gdzie w oryginalnym peptydzie znajduje sie leucyna. Zwiazki zostaly otrzymane metoda
syntezy w fazie statej, przy zastosowaniu zywicy TentaGel S RAM. Czysto$¢ zwigzkow potwierdzono
przy uzyciu metody HPLC oraz niskorozdzielczej spektrometrii mas. Przy tej okazji rodzi si¢ komentarz,
7e zwlaszcza w  kontekécie potwierdzania struktury, znacznie lepiej byloby zastosowac
wysokorozdzielcza spektrometrie mas. Szkoda rdwniez, ze w czesci eksperymentalnej nie
przedstawiono profili HPLC finalnych zwigzkéw po oczyszczaniu, oraz ich widm masowych
potwierdzajacych zadeklarowang wysoka czystos¢ zwigzkéw poddanych badaniom enzymatycznym i
komoérkowym. W badaniach zwigzkéw aktywnych biologicznie przedstawienie jednoznacznych
dowoddéw na czystoséé i jednorodno$é badanych zwigzkéw, jest absolutng koniecznoscia, zwtaszcza
kiedy ilo¢ otrzymanych zwigzkéw nie umozliwia wykonania badan spektroskopowych (np. NMR).
Dlatego tez podczas publicznej obrony prosze o przedstawienie reprezentatywnych chromatogramow
oraz widm zwigzkéw koricowych. Nowe peptydowe zwigzki oraz odpowiednie kontrole zostaty
wykorzystane do badar hamowania aktywnosci enzymu PACE4. W tym celu doktorantka wykorzystaty
sonde fluorogeniczng, ktéra pod wptywem aktywnosci katalitycznej enzymu uwalnia fluorecencyjny
produkt, ktéry moze by¢ ilosciowo oznaczany w czytniku ptytek, co zapewnia wysokoprzepustowos¢
tego podejécia. Co ciekawe pozycja P4 jest kluczowa z punktu widzenia powinowactwa do enzymu.
Niemal wszytkie wprowadzone modyfikacje (z wyjatkiem zwigzku 5) w zasadzie pozbawiaty peptydy
zdolnoéci do hamowania enzymu, natomiast w przypadku modyfikacji pozycji 5 udato sig
zidentyfikowaé inhibitor bardziej aktywny (zwigzek 12) ale o zmniejszonej selektywnosci w stosunku
do peptydu referencyjnego, oraz taki ktéry miat poréwnywalng aktywnos¢ i selektywnos¢ (zwigzek 11).
Wyniki sktonity ontorantke do zaprojektowania kolejnej serii inhibitoréw, w tym takich zawierajgcych
w pozycji 1 4-amidynobenzyloamine (Amba). Niestety w czesci pracy dotyczacej badan wiasnych nie
znalaztem uzasadnienia do wprowadzenia tej modyfikacji, cho¢ wyniki uzyskane dla tak
modyfikowanych peptydéw byty bardzo przekonujace. Bardzo chetnie dowiedziatbym sig wigcej na ten
temat podczas publicznej obrony, jaki jest mechanizm zapewniajacy zwigkszong aktywnosc

inhibitorowa za posrednictwem reszty Amba. Analogi zawierajace reszte Amba okazaly sig silnymi
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inhibitorami, chociaz odbyto sie to kosztem selektywnosci (PACE4 vs furyna), cho¢ jak twierdzi
Doktorantka nie jest to jeszcze powdd do zmartwien. Jakkolwiek, wycigganie takiego wniosku na
podstawie wynikéw dla jedynie dwdch proteaz jest troche nazbyt optymistyczne. Wyniki aktywnosci
antyproliferacyjnej dla otrzymanych peptydéw przeprowadzone na dwdéch liniach komdérkowych
przeprowadzone przez wspdtpracownikéw z Kanady pokazuja, ze otrzymane zwigzki nie spetnity
oczekiwan jako ptencjalne czynniki terapeutyczne (brak aktywnosci lub toksycznosc). Kolejne proby
otrzymania aktywnych zwigzkdw, majace na celu poprawe przenikalnosci inhibitoréw przez btong
komdrkowa réwniez nie przyniosty pozytywnych wynikdw w badaniach komérkowych. Podsumowujgc
te cze$¢ pracy doktorskiej, nalezy podkresli¢ duzy naktad pracy Doktorantki i bardzo cenne podejscie
iteracyjne w projektowaniu kolejnych zwigzkéw, co bardzo korzystne w tego typu badaniach
nastawionych na osiggniecie najlepszego efektu biologicznego, ale przy tym tez trudne w sytuacji,
kiedy prowadzi sie badania we wspétpracy z innymi grupami badawczymi. Brak ostatecznego sukcesu
w badaniach komérkowych, biorgc pod uwage ztozonos¢ uktadu, nie jest szczegdlnie zaskakujgcy i z
catg pewnoscig nie powinien wptywacé na pozytywng ocene przeprowadzonych przez Doktorantke
badan. To co nieco zaskakuje, to brak oceny wptywu modyfikacji na stabilnos¢ peptydéw w tej czesci
projektu oraz brak dyskusji poréwnawczej aktywnosci otrzymanych inhibitoréw z innymi analogami
peptydu Multi-Leu uzyskanymi i opublikowanymi we wspotpracy promotora z badaczami z Kanady.
Druga cze$¢ rozprawy obejmuje badania nad cyklizacjg peptydowego inhibitora poprzez tworzenie
mostka disiarczkowego, pomiedzy reszta cysteiny w pozycjach P5 lub P3 oraz kwasem 3-
sulfanylopropionowym podstawionym w pozycjach P8 i P9. Niektore peptydy zostaty jeszcze
dodatkowo zmodyfikowane. Wszystkie peptydy otrzymane w ramach tej czesci projektu zostaty
réwniez zbadane pod katem inhibicji PACE4 oraz furyny. Niestety w pierwszym podejsciu nie udato sig
otrzymacé zwigzkoéw o istotnej aktywnosci przeciwko badanym konwertazom. Dopiero w kolejnych
seriach udato sie uzyska¢ zwigzki o aktywnosciach poréwnywalnych do peptydu liniowego ML (zwigzki
oznaczone numerami 38 i 39), jednakze osiggnieto to dopiero po wiaczeniu do sekwencji reszty Amba
(w stosunku do peptydu linowego zawierajgcego Amba ta aktywnos¢ byta o rzad wielkosci nizsza). Co
ciekawe zwigzek 38 wykazat ciekawe wtasciwosci komdrkowe, hamujac proliferacje komérek DU145 i
LNCaP w 50%-ach przy czterokrotnie nizszym stezeniu niz peptyd ML, lecz wciaz przy okoto dwukrotnie
wyzszym niz jego liniowy analog. Testy w serum mysim i ludzkim wykazaty zwiekszona stabilno$¢ formy
cyklicznej analogu 38 i okres péttrwania dla formy cyklicznej byt odpowiednio dtuzszy okofo 2,5-1i1,3-
krotnie. Na koniec, najatrakcyjniejszy w badaniach biologicznych peptyd (38) zbadano pod katem
hamowania dwdch innych konwertaz PC5/6 i PC7, w stosunku do ktérych inhibitor byt mniej aktywny.
Badania przedstawione przez Doktorantke, pokazuja jak trudno uzyska¢ pozadany efekt biologiczny w
tak ztozonych uktadach jakimi s zywe komérki, oraz jak trudno uzyskac strukture ktéra moze byc

punktem wyjscia do optymalizacji ,hitu” do leku o pozgdanej farmakodynamice i farmakokinetyce. Nie
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mniej jednak dzieki $wietnemu warsztatowi syntetycznemu, ktéry pozwolit na otrzymanie pokaznej
biblioteki zwigzkdw, uzyskano wartosciowe informacje na temat zaleznosci pomigdzy strukturg i
réznymi typami aktywnosci otrzymanych peptydéw, ktére to sg bezcenne przy poszukiwaniu

potencjalnych terapeutykow.

Z cata pewnoscia przedstawione w rozprawie badania praca Pani magister tepek dostarczyty

wielu istotnych informacji, ktére zapewne zostang wykorzystane przez nig sama lub jej nastepcow w
projektowaniu inhibitoréw o jeszcze lepszych wiasciwosciach, ktére spetnig wysokie oczekiwania
stawiane zwigzkom o znaczeniu terapeutycznym.
W tak obszernej i bogatej tematycznie rozprawie nie sposdb unikng¢ réznorodnych btedow w tym
bteddw gramatycznych, braku znakéw interpunkcyjnych, tzw. literéwek, czy réznego rodzaju pomytek
(jak np. btedna struktura D-leucyny w Tabeli 6) lecz sa one bez znaczenia w $wietle wysokiej wartosci
pracy zaréwno pod wzgledem edytorskim, a tym bardziej pod wzglgdem merytorycznym.

Jeéli chodzi o dorobek naukowy Doktorantki, bedacy efektem realizacji projektu doktorskiego
to obejmuje on jedng publikacje w renomowanym czasopismie naukowym (European Journal of Cell
Biology, IF = 3,532) oraz prezentacje plakatéw na konferencjach krajowych i migdzynarodowych.
Opublikowane wyniki dotycza przede wszystkim czesci zwigzanej z cyklicznymi pochodnymi.
Doktorantka jest réowniez wspotautorka innej pracy w czasopismie z listy filadelfijskiej, ale nie wchodzi
ona tematycznie w zakres rozprawy doktorskiej. Dorobek publikacyjny nie jest wprawdzie bogaty
iloéciowo, ale waine, ze w opublikowanej pracy jest ona wiodacg, pierwszg autorka.

W konkluzji, uwazam ze przedstawiona mi do oceny rozprawa stanowi bogaty i oryginalny
materiat do$wiadczalny, cenny z punktu widzenia dalszych prac nad zwigzkami o znaczeniu
terapeutycznym lub diagnostycznym jak réwniez poznawczym. Rozprawa wnosi istotny wktad w
badania nad szerokim zagadnieniem jaki stanowig proteazy, a w szczegdlnosci konwertazy jako cele
terapeutyczne. W zwigzku z powyzszym z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona mi do
oceny Rozprawa Doktorska spetnia wszelkie warunki okreslone w Ustawie i wnioskuje do Rady
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdariskiego o dopuszczenie mgr Tersy tepek do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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