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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Oliwii Gorzen

pt. ,,Projektowanie, synteza i analiza nowej generacji prolekow przeciwnowotworowych
aktywowanych przez proteazy”

Przedstawiona mi do oceny rozprawa Pani mgr Oliwii Gorzen zostata przygotowana
pod kierunkiem dr hab. inz. Marcina Por¢by, profesora PWr w Katedrze Chemii Biologicznej
i Bioobrazowania Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej, w zakresie dyscypliny

nauk chemicznych.
Struktura pracy, tematyka badawcza i cele rozprawy

Nowotwory nieustannie sa w polu zainteresowan badaczy, nie tylko nauk klinicznych,
ale takze nauk podstawowych. Problematyka nieefektywnych terapii, zwigzanej z tym
opornosci lekowej powoduje, ze poszukiwanie bezpiecznego i selektywnego leku jest ciagle
aktualne. Juz od pierwszych stron dysertacja wykazuje wyrazng orientacj¢ w kierunku chemii
medycznej oraz bioorganicznej z istotnym komponentem analitycznym i elementami onkologii

eksperymentalnej. Doktorantka podejmuje wazng i aktualng tematyke leczenia nowotworow,



stusznie wskazujac jej ztozono$¢ na ktorg sktada si¢ wiele czynnikow genetycznych,
srodowiskowych 1  morfologicznych.  Struktura rozprawy jest raczej zgodna
z migdzynarodowym standardem, odbiega nieco od typowych dysertacji — po rozbudowanym
streszczeniu i wprowadzeniu teoretycznym autorka formutuje cel pracy, prezentuje czesé
badawcza (proleki i ADC, w tym szczegdétowe profilowanie specyficznosci katepsyny S
z wykorzystaniem biblioteki HyCoSul), nast¢puje szczegdtowy opis eksperymentalny,
podsumowanie, dorobek naukowy oraz aparaty pomocnicze (spisy, bibliografia). Brakuje
w tym miejscu rozdziatu dyskusji, a ktorym Doktorantka odniostaby otrzymane wyniki do
osiaggnie¢ innych badaczy, jest to dos¢ kluczowy moment rozprawy. W krétkim podsumowaniu
Autorka syntetyzuje wnioski oraz wskazuje dalsze kierunki rozwoju projektu.

W bogatym wstepie teoretycznym Doktorantka definiuje czym sa nowotwory, opisuje
ich epidemiologie i biologig, finalnie skupia si¢ na raku piersi i dostepnych metodach leczenia.
Jak sama Autorka wskazuje, obecnie mamy wiele dostgpnych terapii m.in. chirurgig,
chemioterapie i radioterapie, ktore wcigz stanowig leczenie pierwszego wyboru. Dostepne sg
tez terapie celowane, ktore Autorka wskazuje we wstepie projektowane w celu blokowania
receptorow, kinaz tyrozynowych czy mechanizméw naprawy DNA. W tym zakresie
zainteresowan plasuje si¢ zakres badawczy rozprawy. Autorka podejmuje si¢ zaprojektowania
nowych selektywnych prolekéw, ktore mogg by¢ lekami nowej generacji. Autorka zaktada, ze
leki beda aktywowane przez wybrane proteazy, takie jak katepsyny B, L i S, wzgledem
komorek raka piersi. Dobrze opracowany wstep w zakresie technologii wytwarzania lekow
cytostatycznych  skoniugowanych z przeciwciatem potwierdza ugruntowang wiedzg
I przygotowanie do podjecia samodzielnych prob syntezy takich lekow. Doktorantka zauwaza
istotne aspekty tego procesu zwigzane z farmakokinetyka, biodostepnoscig lekow ADC, oraz
na ciekawy efekt ,,bystander”, gdzie sasiednie komoérki rowniez sg narazone na dzialanie leku,
mimo iz nie byly na niego eksponowane bezposrednio. Taki efekt moze by¢ korzystny
w przypadku stosowania lekow ADC. Doktorantka w swojej rozprawie wskazata wiele
korzysci z wykorzystania lekow celowanych, wskazuje tez pewne utrudnienia wynikajgce ze
zmienne] ekspresji proteaz w nowotworach, interakcji z innymi mechanizmami
proteolitycznymi, degradacji w mikrosrodowisku nowotworu atakze moze powodowac

dziatania niepozadane.

Wyniki badarn, metodologia i czes¢ doswiadczalna



Autorka jednoznacznie okreslita zadania badawcze, a mianowicie: zaprojektowanie
I syntezg selektywnych peptydowych tacznikow dla katepsyn B, L 1 S (z wykorzystaniem
nienaturalnych aminokwaséw), skonstruowanie prolekéw 1 koniugatow ADC z MMAE oraz
wykazanie przewagi selektywnosci nad tgcznikami typu Val-Cit. Doktorantka zaplanowata
kilka najwazniejszych etapow m.in. syntez¢ peptydowych prolekow i optymalizacja, oceng
aktywacji enzymatycznej, walidacje skutecznosci lekow i aktywnosci przeciwnowotworowej
in vitro, analize wydajnosci dziatania prolekéw w zaleznos$ci od aktywacji przez proteazy, oraz
analize¢ otrzymanych koniugatow. Juz na poczatku okreslania celow Autorka wskazuje z jakimi
problemami si¢ mierzyta w czasie ich realizacji, m.in. dokonata zmiany z doksorubicyny na

monometyloaurystatyne E (MMAE), ze wzgledu na brak stabilnosci pierwszej substancji.

Dos$¢ niestandardowo w tym miejscu rozprawy Autorka formutuje wnioski gdzie
stwierdza, ze MMAE byta dobrym wyborem i daje stabilny, efektywny tadunek cytotoksyczny
dla prolekow. Autorka wskazuje, ze otrzymane proleki wykazaly oczekiwany efekt
przeciwnowotworowy, oraz ze moga one dziala¢ niezaleznie od proteolizy ze stabsza
aktywnoscig. Finalnie wskazuje nowo opracowane koniugaty jako obiecujgce w strategiach
przeciwnowotworowych.

Doktorantka dwutorowo dokonata weryfikacji otrzymanych konstrukcji. Po pierwsze,
hydrolize prolekow selektywnych wzgledem katepsyn B/L monitorowata za pomoca LC-MS
i widm ESI-MS, precyzyjnie dokumentujac mechanizm aktywacji oraz wzrost sygnatu MMAE
w funkcji czasu inkubacji. Po drugie, cytotoksycznos¢ ocenita metodg testu MTS,
z zastosowaniem kontrolnych inhibitorow katepsyn i wariantow z D-aminokwasami, co
jednoznacznie taczy projekt chemiczny z potwierdzonym efektem biologicznym. W kontekscie
ADC Autorka przedstawia procedury syntezy, koniugacji i oczyszczania trastuzumab—-MMAE
z wykorzystaniem maleimid-PEG2, a weryfikacja koniugacji elektroforeza SDS-PAGE
wykazuje heterogeniczno$¢ pasm typowa dla zmiennych wartosci DAR.

Na uwagg zastuguje czes¢ enzymologiczna doswiadczen, dotyczaca katepsyny S, gdzie
autorka, wykorzystujac technologie HyCoSul, rzetelnie argumentuje jej przewage nad
klasycznymi bibliotekami substratowymi (PS-SCL, FPPS, 1QF) w zakresie profilowania
preferencji kieszeni enzymatycznych. Wyniki uzyskane dla katepsyny S zaprezentowane sg
W sposOb nowoczesny 1 stanowig solidng podstawe dla dalszego projektowania selektywnych

tacznikow enzymatycznych.



Walory naukowe i wnioski koncowe

Na szczeg6lng uwage zastuguje dojrzata krytyka rozdziatu dotyczacego katepsyny S —
autorka uczciwie wskazuje ograniczenie linii BT-474 wzgledem aktywno$ci S i proponuje
dalszg weryfikacj¢ na modelach z wysoka ekspresja (SKOV-3, A-431). Z punktu widzenia
standardéw farmaceutycznych sugerowane sa dwa uzupetnienia: ilosciowa analiza DAR (np.
HIC-HPLC, LC-MS, dekonwolucja UV) oraz petne raportowanie wartosci ICso z przedziatami
ufnosci, co pozwolitoby na ilosciowe poréwnania efektow terapeutycznych. W kontekscie
oceny selektywnos$ci wzgledem Val-Cit rekomendowane byloby takze przeprowadzenie testow
stabilno$ci w osoczu oraz badan podatno$ci na proteazy pozalizosomalne, Autorka sygnalizuje
te kwestie, jednak nie przedstawia wtasnych rezultatow, co moze by¢ kierunkiem dalszych
badan.

Doktorantka wykorzystata szeroki wachlarz metodologiczny, wykorzystanie strategii
SPPS, aktywacji PABC, profilowania substratowego HyCoSuL oraz metod analitycznych (LC-
MS/ESI-MS, SDS-PAGE, testow cytotoksycznosci) jest wlasciwe, pokazuje kompleksowe
podejscie do tematu projektowania lekéw i zapewniaja solidne dane eksperymentalne. Jako
naturalne wzmocnienie aspektu farmakologicznego mozna zastosowac rownolegta kontrole na
linii HER2-ujemnej (kontrola swoisto$ci transportu). Dobrze byloby wykorzysta¢ metody

obrazowania/cytometrii dla oceny internalizacji lekow w komorkach.

Z obowigzku recenzenta pozwalam sobie drobne pytania, uwagi i komentarze.

(1) Jaka jest stabilno$¢ nowych prolekow, Autorka wskazuje pewne ograniczenia w tym
zakresie jednak nie znajduj¢ w rozprawie takich danych. Dla prolekow
Z nienaturalnymi aminokwasami przydataby si¢ stabilno§¢ w PBS pH 7.4 1 w 10%
FBS (37°C) oraz w homogenatach lizosomalnych — zwlaszcza jesli celem jest
zastosowanie in vivo (takich danych brak).

(2) W czgsci doswiadczalnej Autorka wykorzystata rozne stezenia proleku w zaleznosci
od metody, przyktadowo w badaniu Kkinetyki aktywacji przez rekombinowane
katepsyny podano 50 uM enzymu i 50 uM proleku (1:1). Natomiast w badaniach in
vitro stgzenia leku oscylujg w zakresie 5-10 nM. Czy mozna te niezalezne badania
porownywac? Jak ten wybor wptywa na ekstrapolacje do warunkow

fizjologicznych?



(3) W przypadku badania kinetyki aktywacji prolekow Autorka pisze, cytuje: ,,Pomiary
przeprowadzono za pomocg LC-MS, a nastgpnie zmierzono pole powierzchni piku
na chromatogramie odpowiadajacego wolnej formie MMAE”, czy stosowano
krzywe wzorcowe i wewngtrzne standardy?

(4) Dlaczego wykorzystano nieselektywny inhibitor E64d skoro nie zmieniat znaczaco
efektu? Jakie przestanki wczesniej za tym staty? Czy wykorzystanie selektywnych
inhibitoréw dla B/L/S poprawityby aktywnos¢ lekow?

(5) Jakie sa wartosci 1Cso (= SEM) prolekow i wolnej MMAE dla kazdej linii? Czy
roznice ,,+ E64d” sg statystycznie istotne?

(6) Jak moznaby oceni¢ ryzyko pozalizosomalnych proteaz (np. katepsyna G, elastaza
neutrofilowa) dla stabilnos$ci tacznikow w tkance guza?

(7) Autorka ocenita cytotoksycznos¢ proleku po 4 dniach, skad taki wybor?
Standardowym czasem w badaniach przesiewowych jest 24h, w przypadku braku
aktywnosci wykonuje si¢ dodatkowe pomiary. Czy krotsza ekspozycja w testach
komorkowych nie powodowata zadnego efektu?

(8) Autorka wskazuje, z¢ MMAE wplywa na polimeryzajce mikrotubul, w pracy
graficznie zaznaczono to dziatanie, ale brak testow funkcjonalnych, czy takie
badania byly prowadzone? W rozprawie Autorka wskazuje ze moze to prowadzi¢
do $mierci komorki, czy Autorka przewiduje jaki typ $Smierci komorkowej moga
indukowac nowe proleki?

(9) Czy wskazany w rozprawie efekt ,,bystender” moze by¢ rowniez indukowany przez
proleki opracowane przez Autorke? Jakie mechanizmy moga by¢ wilaczone

w mikrosrodowisku guza w indukowanie tego zjawiska?

Podsumowujac, rozprawa mgr Oliwii Gorzen stanowi oryginalny, spdjny i warto$ciowy
wklad w dziedzing nauk chemicznych, prezentujac nowatorskie podejscie do projektowania
selektywnych tacznikow proteazowych w prolekach 1 ADC. Autorka zweryfikowata swoje tezy
bardzo solidnym warsztatem metodologicznym oraz dokonata oceny biologicznej. Cele
dotyczace katepsyn B oraz L zostaty w pelni zrealizowane zardwno na poziomie chemicznym,
jak i funkcjonalnym, natomiast tematyka dotyczaca katepsyny S jest otwarta do dalszych badan.
Pomimo drobnych uwag i watpliwosci, ktore majg charakter wylgcznie uzupetniajacy, nie

podwazajg one warto$ci merytorycznej pracy.



Przedstawiona do recenzji rozprawa Pani mgr Oliwii Gorzen pt.: ”Projektowanie,
synteza i analiza nowej generacji prolekow przeciwnowotworowych aktywowanych przez
proteazy”, spetnia warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku, Prawo
0 szkolnictwie wyzszym 1 nauce (tj. Dz.U. z 2022 poz. 574 ze zm.). W zwigzku z powyzszym,
zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki
Wroctawskiej o przyjecie rozprawy oraz dopuszczenie Pani Oliwii Gorzen do dalszych
etapow postepowania dotyczacego nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych
i przyrodniczych w dyscyplinie nauki chemiczne. Jednoczesnie, biorac pod uwage znaczenie
wynikow, szeroki zakres wykonanych badan, nowatorskie podejscie Doktorantki w ich
uzyskaniu, sktadam wniosek do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne o przyznanie

wyréznienia Autorce dysertacji.
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