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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Izabeli Matuch,
zatytutowane;j
»Projektowanie i chemiczna synteza inhibitoréw konwertaz probiatkowych”

Konwertazy probiatkowe (PC) nalezg do rodziny serynowych endoproteaz, u ssakéw sktadajacej sie
z 9 enzymoéw. Ich gtéwng funkcja jest aktywacja réznorodnych prekursoréw biatkowych w obrebie szlaku
wydzielniczego, m.in. prekursorow hormonow, enzymow, czynnikdw wzrostu i receptoréw. Coraz wigcej
dowoddéw wskazuje na zaangazowanie enzymdéw PC w rozwdj nowotwordw. Podwyzszong ekspresje
konwertaz zaobserwowano w komdrkach nowotworu ptuc, piersi, jelita grubego, a obnizong
- w nowotworach jajnika. Ostatnie badania wigzg konwertazy probiatkowe, gtownie konwertaze PACE4,
z nowotworem prostaty, jednym z wiodacych w niechlubnym rankingu przyczyn $miertelnosci u mezczyzn.
Znalezienie efektywnych i selektywnych inhibitorow PACE4 mogtoby umozliwi¢ wytyczenie nowych drog
i poprawienie skutecznosci terapii w przypadku tego nowotworu. To jak najbardziej wazkie zadanie
zidentyfikowania takich zwigzkow podjete zostato przez panig lzabele Matuch, a efekty tych poszukiwan
zostaty opisane w przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskiej.

Doktorantka postawita sobie za cel sprawdzenie wptywu modyfikacji pozycji P5-P8 w modelowym
inhibitorze ML-Amba na jego wtasciwosci inhibicyjne wzgledem konwertazy PACE4 oraz antyproliferacyjne
w stosunku do komdrek nowotworowych. Podstawienie w wybranych pozycjach P5, P6, P7 i P8 kolejno
wszystkich aminokwaséw kodowanych zaowocowato otrzymaniem 76 peptydomimetykdw. Dla wszystkich
tych zwigzkéw przeprowadzono badania kinetyki reakcji enzymatycznych katalizowanych przez dwie
konwertazy probiatkowe: PACE4 i furyne. W nastepnym etapie za pomocg testu MTT oznaczona zostata
aktywnos¢ antyproliferacyjna otrzymanych analogdéw wzgledem komdrek nowotworowych linii DU145
i LNCaP, wykazujgcych podwyzszony poziom ekspresji enzymu PACE4, oraz, kontrolnie, wzgledem linii
komdrek PC3, w ktdrych ilo$¢ produkowanego PACE4 jest znikoma. Oznaczenie statych inhibicji K; pozwolito
wytypowac zwigzki, ktére w sposdb wysoce efektywny i selektywny wzgledem furyny hamowaty aktywnosc
konwertazy PACE4. Niestety, zaden z wytypowanych w badaniach kinetycznych zwigzkéw nie wykazat sie
wartymi uwagi wtasciwosciami antyproliferacyjnymi. Testy na liniach komoérek nowotworowych wskazaty

trzy inne analogi — z resztami GIn badz Val w pozycji P5 oraz z resztg Phe w pozycji P8, jako najbardziej



obiecujagce i mogace sta¢ sie zwigzkami wiodgcymi przy projektowaniu potencjalnych $rodkow
terapeutycznych, mozliwych do wykorzystania w leczeniu nowotworu prostaty. Zidentyfikowanie tych

zwigzkdw, po wykonaniu ogromnej ilosci syntez i testéw, uwazam za najwazniejsze osiggnigcie Doktorantki.

Rozprawa doktorska mgr lzabeli Mafuch ma uktad klasyczny dla prac chemicznych. Sktada sig
ze zwieztego ale tresciwego wprowadzenia literaturowego (38 stron), celu pracy (1 strona), opisu
wykonanych badar wtasnych (24 strony), prezentacji i omowienia wynikow (24 strony) oraz podsumowania
(2 strony). Spis literatury cytowanej zawiera 203 pozycje uwzgledniajgce najnowsze publikacje z czasopism
o zasiegu miedzynarodowym. Na koricu pracy dodano takze spis tabel i rysunkéw utatwiajacy odnajdywanie
potrzebnych informacji, oraz podsumowanie dorobku publikacyjnego Doktorantki.

W czesci wstepnej swojej rozprawy Doktorantka przedstawita stan obecnej wiedzy dotyczacy
konwertaz probiatkowych — ich budowy, preferencji substratowych, lokalizacji wewngtrzkomorkowej,
petnionych funkgji fizjologicznych oraz zaangazowania w rozwoj stanow patologicznych. W dalszej czgsci
omowione zostaty strategie terapeutyczne oparte o inhibitory konwertaz probiatkowych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem konwertazy PACE4. Wszystkie rozdzialy wstepu s zilustrowane rysunkami i tabelami,
co powoduje, ze czyta sig go tatwo i z duzym zainteresowaniem. Przedstawione wprowadzenie literaturowe
dobrze przygotowuje do rozdziatu, w ktérym Doktorantka omawia wyniki zrealizowanych badan.

W czesci dotyczacej wykonanych prac doswiadczalnych wydzielono dwa rozdziaty: ,Badania
wtasne” oraz ,Prezentacja i omdwienie wynikow”. Pierwszy z rozdziatow zawiera m.in. opisy syntez
i charakterystyke otrzymanych zwigzkéw. Ta czg$¢ rozprawy wzbudza duze uznanie dla benedyktynskiej
wrecz pracy wykonanej przez Doktorantke. Otrzymanie 76  stosunkowo rozbudowanych
peptydomimetykow, niektérych z nich w wyniku dwu lub trzykrotnej syntezy, a nastgpnie oczyszczenie
wszystkich zwigzkow do poziomu co najmniej 98% homogenicznosci, wymagato z pewnoscig wielu godzin
intensywnej pracy laboratoryjnej. Zestaw prac wykonanych samodzielnie przez mgr lIzabelg Matuch
uzupetniajg testy kinetyczne dla analogow modyfikowanych w pozycjach P5 i P6. Testy kinetyczne dla
pozostatych analogow oraz wszystkie badania komorkowe przeprowadzone zostaty w zespole prof. Roberta
Daya z Sherbrooke University, od lat zaangazowanego w tematyke konwertaz probiatkowych
i gwarantujacego w zwigzku z tym wysoka jakos¢ wykonanych badan.

W rozdziale ,Prezentacja i omdéwienie wynikéw” Doktorantka w dojrzaty sposdb przeanalizowata
rezultaty wykonanych eksperymentéw. Rozwazania wsparte zostaty wykresami i tabelami, co znakomicie
utatwito éledzenie toku analiz. Mnogos$¢ wynikéw wymagata niezwykitej precyzji opisu, z czego Doktorantka
wywiazata sie bardzo dobrze. Jedynie dwa punkty budza moje niewielkie zastrzezenia:

1) Przy prezentowaniu wynikéw badan kinetycznych dla analogéw z modyfikowang pozycjg P5
zwigzki F (P5) i T (P5) (str. 76) wyliczono razem z kilkoma innymi jako cechujace sie najnizszymi
wartoéciami K,. Jednakze znaczny btad, jaki podano dla oznaczenia statej inhibicji tych dwu
zwigzkéw nie pozwala tak jednoznacznie zaklasyfikowa¢ tych analogédw. Nalezatoby je racze]

opisa¢ osobno i odpowiednio skomentowac uzyskane wyniki.



2) Wydaje mi sie, ze Tabela 19 w obecnej postaci jest mato czytelna. Chyba lepiej bytoby umiescic
w niej wartosci 1Cso, K oraz stosunku Ki fymaryna/Ki pacea, @ nie tylko strzatki i znak wartosci
zblizonej. Zwtaszcza te pierwsze wprowadzajg w btad, poniewaz nie pokazuja kierunku zmian
aktywnoéci antyproliferacyjnej i inhibitorowej, umieszczonych w tytutach kolumn, a odnoszg sie
bezposrednio do wartosci danego parametru — pokazujg czy jest ona wigksza czy mniejsza niz
dla zwigzku modelowego ML-Amba. Poniewaz dla parametrow ICs i K zaleznos¢ ta jest
odwrotnie proporcjonalna, tzn. im wieksza jest warto$¢ parametru tym mniejsza jest aktywnosc
antyproliferacyjna/inhibicyjna, strzatka skierowana w dét oznacza de facto wzrost aktywnosci, a

skierowana w gore — jej zmniejszenie, co moze wprawia¢ w konsternacje.

Z obowigzku recenzenckiego musze wypomnie¢ jeszcze kilka usterek czy niezrecznych
sformutowan, ktore pojawity sie w rozprawie:
Btedy i usterki:

- str. 8: ,CHRD — domena bogata w reszty cysteiny” (powinno by¢: cysteiny/histydyny)

- str. 44: ,kilka typdw inhibitorow konwertaz probiatkowych, ktére moina podzielic na szesc
podstawowych kategorii: peptydy, peptydomimetyki, mate niepeptydowe czgsteczki, przeciwciafa i
SiRNA” - w sumie wymieniono ich tylko pie¢

- str. 55 i 63: podano, iz syntezy prowadzono na skale wyrazong w puM (umol/dm?), a chodzito chyba o
pmole

J

- str. 81: sformutowanie ,P (P7)... okazat sie by¢ najbardziej aktywnym inhibitorem...” mimowolnie
wprowadza w btad, nalezatoby dodac¢ uscislajace ,najbardziej aktywnym sposréd prolinowych
analogow”

- str. 89: ,,$rednig ... skorelowang o wartos¢ btedu” (skorygowana?)

Niezreczne sformutowania:

- str. 16: ,Pierwowzorem klanu SB proteaz serynowych jest subtylizyna...” (,Gtéwnym enzymem klanu
SB..."?)

- str. 23: ,schemat budowy struktur pierwszorzedowych” (,Schemat budowy ludzkich konwertaz” lub
,Elementy struktury pierwszorzedowej ludzkich konwertaz”)

- str. 33: ,Konwertaza probiatkowa PC5/6 jest kodowana w dwdch izoformach splicingu...” (,..w dwdch
izoformach réznigcych sie budowa egzondw..” lub ,..w dwoéch izoformach, ktére w wyniku
wycinania introndw (splicingu) daja enzymy...”)

- str. 77: ,,negatywnym zabiegiem” (raczej: zabiegiem o negatywnych skutkach)

Te drobne mankamenty w zaden sposob nie umniejszajg jednak wartosci rozprawy, w ktérej mgr Izabela
Matuch zaprezentowata interesujgce i wartosciowe wyniki. Na podkreélenie zastuguje tez do$¢ bogaty
dorobek publikacyjny Doktorantki, zwfaszcza w odniesieniu do komunikatéw konferencyjnych (17), ale
takze publikacji pokonferencyjnych (4). Doktorantka jest réwniez wspotautorka dwdch prac oryginalnych

nie wigzacych sie z tematykg rozprawy oraz skryptu dla studentéw Chemii i Ochrony Srodowiska.



Samodzielnoé¢ naukowa mgr Matuch potwierdza Jej umiejetnos¢ zdobywania finansowania prac
badawczych — podczas studiow doktoranckich byta kierownikiem az czterech grantéw stuzacych rozwojowi
mtodych naukowcdw oraz uczestnikéw Studiow Doktoranckich Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego,
oraz jednego grantu Preludium finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki.

Podsumowujac, stwierdzam, iz przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska w petni odpowiada
wymogom stawianym pracom doktorskim (Ustawa z dnia 14 marca 2003 r., Dz.U.03.65.595 wraz
z pozniejszymi zmianami (Dz. U. z 2005 r. Nr 164, poz. 1365, z 2010 r. Nr 96, poz. 620 i Nr 182, poz. 1228
oraz z 2011 r. Nr 84, poz. 455). W zwigzku z tym wnioskuje o dopuszczenie mgr Izabeli Matuch do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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