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Recenzja rozprawy doktorskie] Pani mgr Oliwii Gorzen pt.

»~Projektowanie, synteza i analiza nowej generacji prolekow przeciwnowotworowych
aktywowanych przez proteazy”

Nowotwory sa druga gtowna przyczyna zgonow na swiecie. W 2024 roku z powodu nowotwordw
zmarto w Polsce ponad 100 0G0, a na swiecie okoto 9,7 miliona osdb. Jednym z najwazniejszych
wyzwan w terapli nowotworow jest ich duza heterogennoscé. Komorki nowotworowe w obrebie
jednego guza moga rozni¢ sie pod wzgledem genetycznym i molekularnym, co utrudnia
opracowanie skutecznych metod leczenia. W terapii nowotwordéw stosuje sie réznorakie
metody, klasyczne typu chirurgia, radioterapia lub chemioterapia oraz nowoczesne, redukujace
skutki uboczne typu immunoterapia, terapia celowana lub terapia hormonalna. Opracowanie
nowych, skutecznych terapii celowanych minimalizujacych skutki uboczne leczenia, jest
olbrzymim wyzwaniem dla przemystu farmaceutycznego.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Oliwii Gorzen stanowi prébe
znalezienila nowych, skuteczniejszych metod selektywnego niszczenia komorek
nowotworowych. Praca badawcza zostata przeprowadzona w bardzo dobrym zespole
badawczym Katedry Chemii Biologicznej i Bioobrazowania Wydziatu Chemicznego Politechniki
Wroctawskie] pod bezposrednia opieka dr hab. inz. Marcina Poreby prof. PWr. Zespdt posiada
bardzo bogate doswiadczenie w projektowaniu oraz syntezie zwiazkow dla celowanej terapii, co
w potaczeniu z zasobami bedacymi w dyspozycji Katedry w efektywny sposob przyczynity sie do
powstania tej, pod wieloma wzgledami atrakcyjne] dysertacji.

Rozprawa doktorska Pani mgr Oliwii Gorzen Jest obszerna, liczy 217 stron. Praca rozpoczyna sie
od streszczen, po ktérych znajduje sie rozdziat ,WSTEP TEORETYCZNY” zajmujacy 37 stron,
nastepnie ,CEL PRACY” oraz rozdziat ,,BADANIA WEASNE” w ktory doktorantka zamiescita wynik
oraz komentarze do wynikow. Ten rozdziat liczy az 120 stron. Dalej w rozprawie zamieszczony
zostat rozdziat ,CZESC EKSPERYMENTALNA”, gdzie doktorantka opisata metody
eksperymentalne uzyte w rozprawie. Nastepnie w pracy znajduje sie dwustronicowy opis
dodatkowych badan, ktore prowadzita doktorantka w trakcie realizacji rozprawy oraz
siedmiostronicowe podsumowanie prowadzonych badan, informacje o publikacjach
doktorantki oraz spisy rysunkow, tabel oraz literatury. Bibliografia jest obszerna, liczy 194
pozycje, w wiekszosci cytowane sa nowe, nie starsze niz 10 lat prace. Zastosowany przez Pania
mgr Gorzen podziat pracy jest rzadko spotkany w rozprawach doktorskich, przypomina raczej



forme stosowang w publikacjach. Niemniej, uktad rozprawy jest logiczny i pozwala ha
przesledzenie toku eksperymentéw oraz podjetych przez doktorantke krokow podczas
prowadzenia badan.

We wstepie do pracy, doktorantka w sposob nalezyty zawarta wszystkie niezbedne do
Zrozumienia tematyki rozprawy informacje. Celem badan byto opracowanie skuteczniejszych
zwigzkow selektywnie niszczgcych komorki nowotworowe, z tego powodu Pani mgr Gorzen
rozpoczyna wstep od ogolne] charakterystyki procesu nowotworzenia oraz epidemiologii
nowotworow. W dalszej czesci opisuje kluczowe cechy nowotwordw oraz przechodzi do
szczegotowego opisu nowotworow piersi, ich charakterystyki i podtypdw. Informacje sg
przedstawione w sposob wystarczajgco szczegotowy i dostarczajg niezbedng wiedze
czytelnikowi. Druga czes¢ wstepu poswiecona jest terapiom przeciwnowotworowym, gtéwna
czesc opisu skupia sie na terapiach celowanych. Szczegolny nacisk doktorantka ktadzie na
przedstawienie przeciwciat koniugowanych z cytostatykami (antibody-drugconjugates, ADC). Ta
czesc pracy jest bardzo dobrze napisana, w tekscie znajduje sig duzo informacji, poczawszy od
historii rozwoju ADC, poprzez mechanizm ich dziatania, wady i zalety, do przyktaddw
zastosowania oraz badan klinicznych terapii nowotworow piersi. Rozdziat koriczy sie opisem
prob obejscia mechanizmdw opornosci nowotwordw z uzyciem nowych technologii ADC lub
terapii skojarzonych. Doktorantka relatywnie duzo miejsca poswiecita technologii ADC
w stosunku do danych na temat prolekdw, ktérymi gtownie zajmuje sie w swojej pracy.
Przesuniecie proporcji zamieszczonych ilosci informacji poprawitoby odbidr catej pracy.

Opis metod eksperymentalnych uzywanych podczas realizacji pracy znajduje sie w rozdziale
pt. ,,CZESC EKSPERYMENTALNA”. Procedury s3 opisane nalezycie, autorka rozprawy z dobrg
szczegotowoscig opisata metody uzywane w pracy. llos¢ procedur jest duza, Pani mgr Oliwii
Gorzen stosuje spory wachlarz technik: syntezy peptyddw oraz ich pochodnych z toksynami,
zwigzkami fluorogennymi lub glikolem polietylenowym {PEG); analizy kinetyki enzymatycznej,
hydrolizy pochodnych peptydow; badanie aktywnosci cytotoksycznej z uzyciem hodowli
komorkowych, syntezy koniugatdow przeciwciat z pochodng aurystatyny oraz metody
chromatograficzne. Znajomos¢ oraz umiejetnosé uzycia licznych metod badawczych bardzo
dobrze swiadczy o przygotowaniu warsztatu badawczego doktorantki.

Do najwazniejszych wynikéw otrzymanych Przez Panig mgr Oliwie Gorzen zaliczam:

Synteze prolekow, ktdre zawieraty peptydowe tgczniki selektywne dla katepsyn B i L. Zwigzki te
potencjalnie miaty by¢ hydrolizowane przez enzymy obecne w srodowisku guza {np. HER2-
dodatnie komorki nowotworowe). Dzieki technologii HyCoSul doktorantka mogta
zoptymalizowac sekwencje peptydow tak, aby byly one rozpoznawane wytgcznie przez
katepsyny Bi L co zostato potwierdzone z uzyciem testdw enzymatycznych.

Weryfikacje aktywnosci prolekdw z uzyciem linii komdrkowych MDA-MB-231, MCF-7, BT-474
oraz HEK-293-T. Niespodziewanie, proleki wykazywaty aktywnosc¢ cytotoksyczng niezalezng od
aktywnosci katepsyn, co wykazano stosujgc niespecyficzny inhibitor katepsyn, doktorantka
whnioskuje, ze musi istnie¢ niezalezny mechanizm internalizacji prolekéw, ktory skutkuje ich
toksycznoscig. Brak réznic w aktywnosci prolekow, pomimo wykazanej specyficznosci wobec
katepsyn, sktonit autorke pracy do zastosowania opracowanych tgcznikow w koniugatach
przeciwciat z monometyloaurystatyng E.



Opracowanie specyficznych i optymalnych sekwencji peptydowych rozpoznawanych przez
katepsyne S. Doktorantka przeszukujgc biblioteki substratow fluorogennych zmapowata wptyw
podstawien naturalnych i nienaturalnych aminokwasow w pozycjach P4-P2 na selektywnosé
rozpoznawania przez enzym. Przeprowadzone przez Panig mgr Gorzen analizy kinetyczne
z uzyciem katepsyny S pozwolity na wybdr selektywnych sekwencji peptydowych do dalszych
badan.

Otrzymanie prolekow zawierajgcych wysoce selektywne sekwencje peptydowe dla katepsyny S.
Doktorantka wykonata synteze peptyddw zawierajacych specyficzne sekwencje, a nastgpnie
skoniugowata je z MMAE. Specyficznos¢ uwalniania toksyny z otrzymanych prolekdw zostata
potwierdzona z uzyciem testéw enzymatycznych z katepsyng S.

Weryfikacje aktywnosci prolekéw z uzyciem linii komérkowychMDA-MB-231, MCF-7, BT-474
oraz HEK-293-T. Podobnie jak dla prolekdow zawierajgcych zawierajgce sekwencje selektywne
dla katepsyn B i L, badane zwigzki wykazywaty aktywnosc cytotoksyczng niezalezng od
aktywnosci katepsyn. Sugeruje to niezalezny mechanizm translokacji prolekow, ktory skutkuje
ich toksycznoscig. Z tego powodu, réwniez te sekwencje autorka postanawia zastosowac
w koniugatach przeciwciat z MMAE.

Otrzymanie koniugatdw przeciwciat zawierajgcych nowe specyficzne sekwencje rozpoznawane
przez katepsyny B, Li S oraz zwigzek cytotoksyczny - MMAE. Doktorantka przeprowadzita syntezy
odpowiednich tgcznikéw peptydowych, zawierajgcych opracowane w trakcie realizacji pracy
sekwencje, potgczyta je z MMAE, a nastepnie koniugowata do przeciwciata anty-HER2. Analiza
aktywnosci biologicznej otrzymanych ADC z uzyciem linii komorkowe|BT-474 wykazaty wyzszg
skutecznos¢ dla tgcznikow projektowanych dla katepsyny B w stosunku do linkerdw
hydrolizowanych przez katepsyne L. Otrzymane wyniki pokazujg, Zze optymalizacja
hydrolizowanych tgcznikow w ADC moze poprawic ich potencjat terapeutyczny. Niestety
obserwacje aktywnosci biologicznej ADC z tgcznikiem specyficznym dla katepsyny S nie
dostarczyty jednoznacznych wnioskow.

W trakcie czytania rozprawy nasuneto mi sig kilka pytan oraz uwag:

Czy sprawdzano toksycznosc prolekow przy innych czasach pomiedzy ekspozycjg komorek na
prolek, a wykonaniem testu MTT?

Czy sprawdzono stabilnos¢ peptydowych prolekéw w pH, w ktérym robiono analizy
enzymatyczne z uzyciem katepsyn?

Czy weryfikowano ekspresje katepsyn w uzywanych liniach komérkowych (w medium znad
komarek), jesli nie, w jaki sposéb mozna to zweryfikowadc? Czy sprawdzano stabilnosc¢ prolekdw
i ADC w medium znad komorek?

Czy weryfikowano DAR przez MS lub spektrofotometrycznie?
Jakie byty koricowe stezenia DMSO podczas badania kinetyki hydrolizy prolekow, czy wptywato
to na szybkosd reakcji?

Czy mozna porownac |C,, dla otrzymanych w pracy ADC z danymi literaturowymi dla ADC
z linkerem Val-Cit i toksyng MMAE. W jaki sposob byto liczone IC,,?

Dlaczego narysunkach 72173 na osi Y jest wzgledna aktywnosé, a nie szybkoscé reakcji?



Czy sg dowody, ze prolek (peptyd koniugowany z MMAE) moze wigzac sie z tubuling?
Na rysunku 31 proleki 298 i 299 wydaja sie lepsze w obecnosci inhibitora, prosze o komentarz.

Co oznacza: ,Intensywnos¢ fluorescencji (RFU) uwolnionego ACC mierzono,
wykonujgc petna hydrolize piatej partii substratéw fluorogenicznych o znanym stezeniu”,
rozdziat5.1.4.2.

Wydaje mi sig, ze w rozdziale 5.1.1.4 Sprzeganie z monometyloaurystatyng E zabrakto opisu,
kiedy i w jakiej ilosci dodawana jest MMAE.

Jako kontroli zamiast wolnego MMAE, dla lepszego obrazu powinien byé uzyty MMAE z
fragmentem pozostatym po hydrolizie katepsyna.

Na chromatografach widoczne sg szczyty o nie piki; na rysunku 29 zabrato legendy; co
oznaczajg zielone kwadraty na rysunku 767; na stronie 96 glutamina jest okreslona jako
aminokwas zasadowy; obcojezyczne wyrazy powinny by¢ pisane kursywa; majtanzynoid DM4
pojawia sie jako inhibitor mikrotubul i czynnik uszkadzajacy DNA (Rys. 4); na rysunkach 101
i 102 zamieszczono obraz rozdziatu elektroforetycznego, a nie elektroforeze; rozdziat 5.1.4
konczy sie tytutem kolejnego rozdziatu.

W rozdziale ,BADANIA WLASNE” zostawitbym reprezentatywne analizy MS oraz wybrane
struktury prolekdw, pozostate przenidstboym do suplementu co poprawitoby czytelno$é
rozdziatu.

Podsumowujac, badania przeprowadzone przez Paniag mgr Oliwie Gorzen dostarczaja wielu
wartosciowych wynikdw o duzym potencjale aplikacyjnym. Pomimo niepowodzenia ambitnego
planu wykazania, ze proleki posiadajace sekwencje hydrolizowane przez katepsyny B, L i S sa
specyficzne w niszczeniu wybranych linii komérkowych, wywodzacych sie z raka piersi,
opracowane sekwencje moga znalezé praktyczne zastosowanie. Zostato to czeSciowo
udowodnione przez autorke rozprawy w skonstruowanych przez nig koniugatach przeciwciat
anty-HER2 z MMAE, gdzie uzyta opracowane przez siebie peptydowe taczniki.

Moja ocena przedtozonej do recenzji rozprawy doktorskiej ,,Projektowanie, synteza i analiza
nowej generacji prolekdéw przeciwnowotworowych aktywowanych przez proteazy” jest wysoka,
a rozprawa spetnia warunki okre$lone w art. 187 ust. 1-2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nhauce (t.j. Dz. U. 22024 r. poz. 1571). Wnosze o dopuszczenie magister
Mgr Oliwii Gorzen przez Rade Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczes$nie, majac na uwadze olbrzymia ilo$é
wykonanej pracy oraz poziom przedstawionej rozprawy wnosze o wyrdéznienie pracy doktorskiej
stosowna nagroda.

Daniel Krowarsch
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