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Recenzja
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Magister Malgorzata Katarzyna Sobocifiska SW0j3 rozprawe doktorskq'zatytulowana(
»Synteza i badania biologiczne endogennych inhibitoréw enkefalinaz i ich analogéw jako
potencjalnych substancji leczniczych w terapii nieswoistych choréb zapalnych jelit i bolu
trzewnego” wykonala na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdarniskiego w Pracowni Chemii
Makromolekut Biologicznych, pod opieka dr hab. Elzbiety Kamysz, profesor UG.

Przedstawiona do recenzji praca i)osiada ztozong, wielopoziomowa strukturg,
poprawnie dostosowana do osiggnigcia nadrzednego celu badan realizowanych w grupie
badawczej, ktéry mozna okredli¢ jako projektowanie, synteza i badanie nowych
peptydoéw/peptydomimetykéw badz ich koniugatow jako substancji o zroznicowanej lub
poprawionej wzgledem natywnych odpowiednikéw aktywnosci biologicznej. Szczeg6lnie
intensywnie badang grupg peptydéw i ich analogéw sg peptydy opioidowe bedace
endogennymi ligandami receptoréw opioidowych wigzacych egzogenna morfing. Do grupy
peptydéw opioidowych naleza enkefaliny, B-endorfiny, dynorfiny oraz nocyceptyna.
Receptory opioidowe biora udzial w kaskadach sygnalizacyjnych odpowiedzialnych za
odczuwanie bélu, regulacje funkcji motorycznych i psychofizycznych, modulacje wydzielania
noradrenaliny, wazopresyny, dynorfiny, dopaminy, hamowaniu wydzielania acetylocholiny,
kurczeniu si¢ naczyn krwionosnych, hamowaniu relaksowania dolnego zwieracza przetyku,
regulacji tempa pasazu tresci pokarmowej, transportu plynéw i elektrolitéw, procesow
zapalnych. Ponadto ekspresja receptoréw opioidowych w komérkach naskorka oraz tkanki
tacznej petni role w réznicowaniu, namnazaniu i migracji komorek w procesie gojenia si¢ ran.
Receptory opioidowe zaangazowane s3 rOwniez w regulacje: prohferacp, chemotaksji,
apoptozy komoérek odpornosciowych (hamuja produkcje przeciwcial oraz proliferacje
limfocytow B). Peptydy opioidowe s3 waznym ogniwem pomiedzy ukladem
neuroendokrynnym a immunologicznym. Z pelnym przekonaniem mozna wiec wyrazié

opini¢ o aktualnosci i o wysokiej randze tematyki podjetej w rozprawie.




Uzyskane wyniki badan zostaly opisane w pracy liczacej 217 stron. Uktad pracy,
dostosowany do celu badawczego, jest standardowy i obejmuje osiem gtéwnych rozdzialow:
Przeglad literaturowy, Cel Pracy, Badania Wlasne, ktére zostaly podzielone na Metodologie
oraz Wyniki, Podsumowanie, Bibliografi¢, Spis Tabel oraz Spis Tlustracji. Wydaje mi sie, ze
korzystne byloby uzupelnienie rozprawy o Streszczenie pracy oraz Wykaz Dorobku
Naukowego Doktorantki.

Czgs¢ literaturowg pracy stanowi 43 stronicowy zbi6r krétkich opracowan przegladéw
literaturowych, ktére stanowig wprowadzenia do kolejnych tematéw badawczych rozwijanych
W rozprawie, pozwalajac na przyblizenie czytelnikowi meritum podjc;tyéh zagadnien
badawczych. Obejmujg one zagadnienia dotyczace:

o Charakterystyki i funkcji receptoréw opioidowych,

¢ Endogennych peptydéw opioidowych,

* Charakterystyce enzym6w degradujacych endogenne peptydy opioidowe,

* Endogennych inhibitoréw enzyméw rozktadajacych enkefaliny,

* Nieswoistych choréb zapalnych jelit, wraz z oméwieniem, ich patogenezy i

strategii leczenia
* Bolowi, z uwzglednieniem funkeji bélu, jego fizjologii oraz przedstawieniem
bolu trzewnego. ‘

Dob6r materialu literaturowego obejmuje az 432 pozycje. Jest on gleboko przemyslany i
prezentuje wszystkie najwazniejsze publikacje, co pozwolito na rzetelng i doglebng
prezentacj¢ stanu wiedzy. Na wyr6znienie zastuguje precyzja wyboru referowanych tekstow i
zwigzto$¢ wywodu, ktore pozwolily na stworzenie wysoce przydatnych, skoncentrowanych
opracowan multi-dyscyplinarnych. Pomimo duzego zréznicowania tematéw poszczegoblnych
fragmentéw przegladu literaturowego, utrzymana jest spdéjnos¢ narracji dzigki starannemu
doborowi referowanych publikacji i konsekwentnemu podporzadkowaniu wszystkich czesci
sktadowych nadrzg¢dnemu celowi pracy. Pozwala to na wystawienie wysokiej oceny tej czesci
rozprawy. W przegladzie literaturowym zabraklo mi informacji na temat danych
literaturowych przedstawiajacych prace nad poszukiwaniem analogéw inhibitoré6w enzyméw
rozkladajacych endogenne peptydy opioidowe. Proszg o ustosunkowanie si¢ do tego
zagadnienia w trakcie obrony.

Cel pracy zostal przedstawiony po wprowadzeniu literaturowym, co dodatkowo
podkreslito uzasadnienie dla wszystkich jego elementéw sktadowych na tle wspolczesnego

stanu badan. Podjete zadanie badawcze obejmowaty:




o synteza Leu- o Met-enkefaliny, peptydowych endogennych inhibitoréw enkefalinaz:
sialorfiny, opiorfiny, spinorfiny oraz zaprojektowanie i otrzymanie puli nowych analogéw
inhibitor6w enkefalin o zroznicowanej dtugosci i strukturze,

o zbadanie w warunkach in vitro wplywu sialorfiny, opiorfiny, spinorfiny oraz
wszystkich otrzymanych analogéw na degradacje enkefalin zachodzacg pod wplywem
enzymow degradujgcych enkefaliny (aminopeptydaza N, APN; neutralna endopeptydaza,
NEP),

. ocena podatnosci wyselekcjonowanych peptydowych inhibitoréw enkefalinaz na
degradacj¢ w ludzkim osoczu i pod dziataniem NEP w warunkach in vitro,

. modelowanie molekularne in silico, ktére powinno pozwoli¢ na wyjasnienie przyczyn
aktywnosci inhibitorowej peptydowych inhibitorow enkefalinaz,

. ocene uzytecznosci wyselekcjonowanych inhibitorow enkefalinaz w warunkach in
vivo (badania na modelach zwierzgcych) w celu oceny mozliwodci ich zastosowania w
leczeniu nieswoistych choréb zapalnych jelit (NChZJ) oraz bélu trzewnym.

W badaniach in vivo zaréwno endogenne inhibitory enkefalinaz jak i ich syntetyczne analogii
zostaly przebadane pod katem wlasciwosci przeciwzapalnych w dwéch modelach
zwierzecych NChZJ: model TNBS, ktéry pod wzgledem objawéw klinicznych oraz podloza
patologicznego zblizony jest do choroby Le$nikowskiego-Crohna (ChL-C) u ludzi oraz model
DSS, ktéry pod wzgledem objawdéw klinicznych oraz patogenezy odzwierciedla wrzodziejace
zapalenie jelita grubego (WZJG) u ludzi. W badaniach na myszach wykonano ocene
makroskopows stanu zapalnego dla obu modeli, oceng mikroskopowa w modelu ChL-C,
oznaczenie aktywnosci mieloperosydazy tkankowej. Przeprowadzono réwniez badania oceny
poziomu ekspresji dwéch enzyméw degradujgcych enkefaliny APN i NEP w prébkach
biopsyjnych i surowicy pacjentéw z ChL-C, WZJG oraz grupy kontrolnej, wyznaczajgc
poziom mRNA obydwu biatek oraz ich detekcje (technika western blot) i oznaczenie poziomu
APN i NEP z wykorzystaniem testu ELISA.

W pierwszym etapie badah Doktorantka otrzymata enkefaling leucynowa, enkefaline
metioninowa oraz endogenne inhibitory enkefalinaz sialorfing, opiorfine, spinorfing. Zbadata
wplyw endogennych inhibitoréw na rozklad enkefalin przez dwie enkefalinazy: APN oraz
NEP i stwierdzila, ze we wszystkich przypadkach dodatek endogennego inhibitora
enkefalinaz znaczaco hamuje aktywno$é APN i NEP wydtuzajac czas rozkladu enkefalin,
Zbadala réwniez trwalo$é endogennych inhibitoréw enkefalinaz w ludzkim osoczu, co

pozwolito wykazaé, ze spinorfina i sialorfina g znacznie bardziej odporne na dzialanie




enzymow osocza w poréwnaniu do opiorfiny. Na wysokg ocene zastugujg badania degradacji
endogennych inhibitoréw enkefalinaz za pomocg metody MALDI-TOF MS, dzieki czemu
Doktorantka, byta w stanie scharakteryzowaé glowne produkty degradacji. Wybrane z
zsyntezowanych endogennych peptydéw (zaréwno enkefaliny jak i sialorfina) wykorzystane
zostaly réwniez w badaniach dziatania przeciwzapalnego w modelu ChL-C. Sialorfina
przebadana zostala réwniez w mysim modelu WZJG. Wszystkie zsyntezowane endogenne
peptydy przetestowano réwniez pod wzgledem ich dzialania przeciwbdlowego w mysim
modelu bélu trzewnego metoda elektromiograficzng. Kolejne etapy badan obejmowaty
projektowanie, synteze oraz badanie aktywnosci inhibitorowych wzgledem APN i NEP puli
analogéw endogennych inhibitoréw enkefalinaz. Pierwsza podgrupa nowych inhibitoréw
enkefealinaz stanowita analogi endogennych inhibitoréw enkefalinaz modyfikowane na
drodze acetylowania N-koncowych reszt aminokwasowych i/lub amidowania C-konicowego
aminokwasu oraz N-palmitynoilowania z Jednoczesnym dobudowywaniem dwéch reszt
lizyny. W ramach tej podgrupy Doktorantka otrzymata 18 pochodnych endogennych
inhibitoréw enkefalinaz. Wybrane pochodne zostaty wykorzystane w badaniach in vivo w
mysim modelu ChL-C. Kolejna podgrupe analogéw endogennych inhibitoréw enkefalinaz
stanowily pochodne sialorfiny bedace produktami skanu alaninowego (peptydy 19-23),
pochodne stanowigce ,,odwrécone” sekwencje (tzw. retro peptydy) oraz uktady hybrydowe
powstate w wyniku laczenia N- i C-koncowych fragmentow opiorfiny i sialorfiny (peptydy
24-30). Wszystkie otrzymane analogi przetestowane zostaly pod katem ich aktywnosci
inhibitorowych wzgledem APN i NEP. W kolejnym etapie badan Doktorantka zsyntezowala
analogi sialorfiny o zmienionej budowie N-konicowej reszty aminokwasowej (pochodne 31-
44). N-Terminalna reszta glutaminy natywnej sialorfiny zostala badz usuni¢ta badz
wymieniona na: piroglutaminian (pGlp), Asn, Thr, Phe, Ser, Tyr, His, Ile, Val, Lys, Leu, Arg,
Orn. Peptydy 31-34 przetestowano pod katem wiasciwosci inhibitorowych enkefalinazy NEP.
Do podgrupy tej zaliczyé réwniez mozna analogi sialorfiny modyfikowane w pozycji
pierwszej resztami aminokwasowymi o konfiguracji D (peptydy 45- -50). Okazalo sig, ze w
przypadku peptydu 49 (D-Arg-His-Asn- -Pro-Arg) zmiana konfiguracji z L na D zasadowej
reszty N-terminalnej nie wplywa na aktywnos¢  inhibitorowa. Otrzymany peptyd
charakteryzowal sie nawet nieznacznie wyzszg aktywno$cia w stosunku do natywnej
sialorfiny. Obserwacja ta sktonita Doktorantk¢ do otrzymania dwéch kolejnych pochodnych
(peptydy 51 i 52), ktére sg analogami sialorfiny zawierajagcymi na N- i/lub C-konicu reszte
argininy o konfiguracji D. Kolejng grupe analogéw natywnych inhibitoréw enkefalinaz

stanowity pochodne sialorfiny, spinorfiny i opiorfiny zawierajace na N-koncu dodatkowg




resztg cysteiny, co pozwolito na otrzymanie puli homo-i heterodimeréw (peptydy 53-68).
Dimeryzacja peptydéw pozwolila na uzyskanie pochodnych bardzo aktywnych jako
inhibitory enkefalinaz, ktére dodatkowo powodowaly znaczacy wzrost trwatosci enkefalin.
Wyselekcjonowany z tej puli peptyd 65 (heterodimer wywodzacy si¢ z sialorfiny oraz
spinorfiny polgczony mostkiem disulfidowym) zostal poddany badaniu stabilnosci w osoczu
ludzkim oraz w badaniu in vivo w mysim modelu ChL-C. Ostatnig grupe analogdéw
endogenne;j sialorfiny stanowity pochodne zawierajace zmienng ilo$é reszt lizyny na N-koficu
oraz peptydy modyfikowane za pomocg kwaséw ttuszczowych polaczonych z natywnym
peptydem poprzez dwie reszty lizyny (peptydy 69-74). Przeprowadzone badania nad
aktywnoscig inhibitorowa wzgledem NEP pozwolily na stwierdzenie, ze wickszos¢ z
testowanych pochodnych wykazywata silniejsza aktywno$é inhibitorowa w poréwnaniu do
natywnej sialorfiny. Najbardziej aktywny peptyd 72 zawierajacy reszte kwasu sterynowego
oraz dwie dodatkowe reszty lizyny zbadany zostal réwniez w mysim modelu ChL-C.
Podsumowujgc, Doktorantka otrzymata 79 peptydéw, ktére scharakteryzowala i
poddala licznym testom z punktu sprawdzenia ich wilasciwosci biologicznych, ktore
obejmowaly badania in vitro, in vivo oraz in silico. Dysertacja koficzy si¢ rozdzialem
Podsumowanie, gdzie Doktorantka przedstawia w sposéb spojny i czytelny wnioski plynace z
wykonanych badan.
Lektura tekstu rozprawy uznaje za stymulujgca do dalszej dyskusji i glebszych przemyslen.
Wsréd pytan, ktore mi sig nasungty cheiatabym postawié kilka nastepujacych:
1. Jakie byly przestanki do stosowania testu chloranilowego do kontrolowania postepu
sprz¢gania oraz modyfikacji N-koncowych aminokwaséw, w miejsce testu Kaisera lub TNBS,
ktdre to s zwykle rekomendowane dla amin pierwszorzedowych?
2. Jakie sa zalety lub wady stosowania metody wyznaczania stopnia obsadzenie C-
terminalnego aminokwasu w oparciu o réznice masy zywicy traktowanej pochodng
aminokwasu? Dlaczego nie stosowano standardowej metody opartej o spektrofotometryczny
pomiar ilosci dibenzofulwenu, ktéra jest rekomendowana metodg, czy Doktorantka nie
obawiala sig, ze zastosowana przez nig metoda moze byé obarczona blgdem w przypadku nie
doktadnego odmycia zywicy (obecno$é depozytow).
3. Jaka byla przestanka do sprawdzenia warunkéw stracania bialek z osocza dla badaf nad
peptydem 65? W tym przypadku Doktorantka przetestowala metode¢ z EtOH oraz 48% TFA.
4. Proszg o wyjasnienie co to znaczy I i II partia NEP, czym rdzni si¢ enzym?
5. Dlaczego nie wykonano badan nad wpltywem ochronnym natywnych endogennych

inhibitoréw enkefalinaz na trwato$é Met-enkefaliny w obecnosci APN?




Od strony edytorskiej rozprawa jest przygotowana bardzo starannie. Wszystkie
rysunki i tabele zostaly zredagowane jasno i czytelnie. W pracy nie ma w zasadzie literowek
(strona 41 jest ,pobuczenia” w miejsce pobudzenia, strona 47 jest ,sferami skorny” a
powinno by¢ sferami skéry) oraz w kilku miejscach mozna znalez¢ niepoprawny szyk
zdania/zwrotu (strona 16 jest »niepodstawionego oligopeptydu amidu” powinno by¢
niepodstawionego amidu oligopeptydu) czy tez drobne bledy (strona 101, w gérnej czesci
rysunku jest TNBS, natomiast wszystkie schematy odnosza si¢ do modelu DSS). Autorka
ustrzegla si¢ stosowania sformutowan zargonowych oraz mato precyzyjnych okreslen.
Jedynym miejscem, ktéry mozna byloby poprawié, to unikanie powtérzeﬁ. Dotyczy to
kazdorazowego omawiania procedury syntezy, oczyszczania oraz protokotéw badan in vivo
przy kolejno dyskutowanych grupach analogéw natywnych inhibitoréw enkefalinaz.

Powyzsze fakty $wiadcza, ze redakcja tekstu rozprawy znajduje si¢ na poziomie
powyzej progu wymagan standardowych. Dysertacja daje wyczerpujace i kompetentne
odpowiedzi na szereg niezmiernie waznych i aktualnych probleméw badawczych.
Dokumentuje w sposob bezsprzeczny, ze racjonalne wprowadzanie zmian do czasteczek
natywnych biologicznie aktywnych peptydéw pozwala na modulowanie wlasciwosci
biologicznych i rozszerzanie stanu wiedzy na temat danego problemu (badania zalezno$ci
budowa - aktywnos$¢, SAR), ale réwniez pozwala na uzyskanie znaczacej poprawy
oczekiwanych wlasciwosci obiektéw, co skutkuje otwarciem drogi do zastosowan
praktycznych. Niewatpliwie waznym osiagnieciem byto wykazanie, ze sialorfina i opiorfina
s silnymi inhibitorami APN oraz NEP, za$ spinorfina Jest aktywna biologicznie wylacznie
wzglgdem APN. Skrupulatne i doglebne badania natywnych inhibitor6w enkefalinaz
stanowily swoiste sprawdzenie koncepcji badawczej nad swoistg ochrong enkefalin w
obecnosci aktywnych inhibitoréw enzyméw degradujacych peptydy opioidowe. Badania te
pozwolily na zaprojektowanie i otrzymanie puli analogéw inhibitoréw enkefalinaz o
aktywnosci oraz uzytkowych parametrach farmakologicznych przewyzszajacych natywne
peptydy. Do grupy wyselekcjonowanych inhibitoréw enkefalinaz nalezg: Palm-Lys-Lys-Gln-
His-Asn-Pro-Arg (peptyd 12), Palm-Lys-Lys—Gln-Arg-Phe—Ser—Arg (peptyd 14), Lys-Lys-
Gln-Arg-Phe-Ser-Arg peptyd 18), lle-His-Asn-Pro-Arg (peptyd 39), Stear-Lys-Lys-Gln-His-
Asn-Pro-Arg (peptyd 72), heterodimer 65 otrzymany z potgczenia analogu sialorfiny oraz
spinorfiny oraz heterodimer 67 otrzymany z analogu opiorfiny i spinorfiny. Dla wybranych
analogéw natywnych inhibitoréw enkefalinaz wykonane zostaly badania ich stabilnosci w

ludzkim osoczu, Badania in silico natywnej sialorfiny oraz analogu opiorfiny (peptyd 18)




pozwolily na wyselekcjonowanie pochodnych do badan in vivo. W grupie testowanych na
myszach peptyddéw znalazly sie peptydy 12, 14, 65 i 72.

Podsumowujac, wysoko oceniam wybér ambitnego tematu badan, w pelni zgodnego
ze wspltczesnymi kierunkami prac o charakterze podstawowym jak i potencjale
aplikacyjnym. Wysoce pozytywnie oceniam zastosowanie zréznicowanych i nowoczesnych
metod badawczych, trudny, interdyscyplinarny charakter wykonanych prac niezbednych dla
zrealizowania wszystkich zadan badawczych. Na szczegélne uznanie zastuguje nie tak czesto
spotykana bieglos¢ zar6wno w wykorzystywaniu szerokiego arsenalu metod syntetycznych
oraz sprawnos¢ w postugiwaniu si¢ ztozonymi, wspétczesnymi technikami énalitycznymi,
ktore to Doktorantka potrafila zaimplementowaé w badaniach biologicznych. Umiejetnosci te
wystawiaja najlepsze swiadectwo gruntownej wiedzy oraz dojrzatosci naukowej Doktorantki.
Wysoko oceniam postep jaki recenzowana rozprawa wnosi w rozwdj projektowania nowych
pochodnych peptydowych celem poprawy ich wlasciwosci biologicznych i uzytkowych z
punktu widzenia stosowania peptydéw jako lekow. Przeprowadzone badania dowiodly, ze
mozliwe jest modulowanie poziomu endogennych enkefalin poprzez hamowanie aktywnosci
enzymow odpowiedzialnych za ich degradacje. Opracowane podejscie moze stanowié
atrakcyjng alternatywe w stosunku do obecnie stosowanych terapii przeciwzapalnych.
Ponadto wyniki badaf wskazujace, ze inhibitory ~enkefalinaz - wykazuja dziatanie
przeciwbOlowe sprawia, ze mozliwe staje si¢ wykorzystanie enkefalinaz jako celu
farmakologicznego. Uzyskane wyniki sa niezwykle istotne zar6wno w obszarze badan
podstawowych ale tez moga stanowi¢ punkt wyjscia do badan aplikacyjnych w odniesieniu do
terapii chor6b zapalnych oraz tagodzenia bolu.

Na podkreslenie zastuguje réwniez dorobek publikacyjny mgr Matgorzaty Katarzyny
Sobocinskiej. Obejmuje on 6 artykulow w czasopismach indeksowanych w JCR, dwéch
artykutlow  przegladowych. Wyniki prac badawczych Doktorantka prezentowata na
konferencjach o zasiggu krajowym i mig¢dzynarodowym (18 komunikatow).

Biorac pod uwage powyzsze fakty z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedtozona do
oceny rozprawa speltnia z naddatkiem ustawowe i zwyczajowe kryteria stawiane rozprawom
doktorskim zgodnie z Ustawa z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym z pézn. zm. W zwigzku z tym wnosz¢ do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu

Gdanskiego o dopuszczenie mgr Malgorzaty Katarzyny Sobocinskiej do dalszych etapow
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przewodu doktorskiego oraz wyrdznienie dysertacji.




