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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Oliwii Gorzen
pt. ,, Projektowanie, synteza i analiza nowej generacji prolekéw przeciwnowotworowych
aktywowanych przez prooteazy”
Rozprawa doktorska zostata przygotowana pod kierunkiem dr hab. inz. Marcina Poreby, prof.
uczelni w Katedrze Chemii Biologicznej i Bioobrazowania Wydziatu Chemicznego Politechniki
Wroctawskiej

W ostatnich latach medycyna spersonalizowana zyskata na znaczeniu, stajgc sie jednym z
kluczowych obszaréw badan i praktyki klinicznej, szczegdlnie w kontekscie terapii nowotworowych.
W miare jak nasza wiedza o biologii nowotworéw oraz mechanizmach ich opornosci na leczenie
roSnie, coraz bardziej dostrzegamy potrzebe opracowywania innowacyjnych strategii
terapeutycznych, ktére bedg bardziej skuteczne i mniej toksyczne dla pacjentéw. W tym kontekscie,
proleki peptydowe stanowig obiecujacg klase zwigzkéw, ktdre mogg by¢ wykorzystane do
precyzyjnego dostarczania lekéw przeciwnowotworowych, a ich aktywacja przez specyficzne
proteazy otwiera nowe mozliwosci w zakresie celowanej terapii.

Proleki, definiowane jako nieaktywni prekursorzy lekéw, ktére po przeksztatceniu w
organizmie stajg sie aktywne, zyskujg na znaczeniu w kontekscie terapii nowotworowych. Dzieki
mozliwosci modyfikacji ich struktury chemicznej, proleki mogg by¢ projektowane w taki sposéb, aby
byty aktywowane jedynie w obecnosci okreslonych enzymdw, co pozwala na osiggniecie wysokiego
stopnia selektywnosci. Kluczowym elementem tego podejscia jest zrozumienie, ktére proteazy sg
nadmiernie eksprymowane w okreslonych typach nowotwordw, co umozliwia projektowanie
prolekédw, ktdére bedy aktywowane tylko w ich obecnosci. Taka strategia nie tylko zwieksza
skutecznos¢ terapii, ale réwniez minimalizuje dziatania niepozgdane, co jest szczegdlnie istotne w
kontekscie terapii nowotworowych, gdzie pacjenci czesto doswiadczajg powazinych skutkéw
ubocznych.
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Proleki peptydowe aktywowane przez proteazy stanowig innowacyjne podejscie w terapii
nowotworowej, ktdre taczy w sobie zalety zardwno terapii celowanej, jak i terapii opartej na
prolekach. Poprzez potaczenie prolekéw z przeciwciatami monoklonalnymi skierowanymi na
receptor HER2, mozliwe jest stworzenie synergicznych strategii terapeutycznych, ktére mogg
prowadzi¢ do bardziej efektywnego i bezpiecznego leczenia pacjentek z rakiem piersi. W kontekscie
nowotworéw piersi, receptor HER2 (ang. human epidermal growth factor receptor 2) odgrywa
kluczowaq role w patogenezie i progresji choroby. Kluczowe jest wiec zrozumienie mechanizméw
aktywacji prolekéw przez specyficzne proteazy, co pozwoli na optymalizacje ich dziatania oraz
zwiekszenie skutecznosci terapii.

Rozwdj prolekéw peptydowych aktywowanych przez proteazy to nie tylko obiecujaca
strategia terapeutyczna, ale takze krok w strone bardziej spersonalizowanej i efektywnej medycyny.
Dzieki mozliwosci precyzyjnego dostosowania terapii do specyficznych potrzeb pacjentéw, mozemy
zyska¢ nowe narzedzia w walce z rakiem, ktére bedg bardziej skuteczne i mniej inwazyjne. W miare
jak badania nad tymi nowymi zwigzkami bedg postepowag, istnieje nadzieja na znaczgce postepy w
leczeniu nowotwordéw i poprawe jakosci zycia pacjentéw. W ten nurt badan nad poszukiwaniem
nowych prolekdéw, wrazliwych na dziatanie wybranych enzymoéw wewnatrzkomérkowych wpisuje
sie praca doktorska mgr Oliwii Gorzen. Praca miesci sie w nurcie poszukiwan nowoczesnych, bardziej
selektywnych metod leczenia nowotworéw, majgcych na celu ograniczenie toksycznosci
systemowej i poprawe profilu bezpieczenstwa terapii.

Rozprawa doktorska mgr Oliwii Gorzen liczy 217 stron maszynopisu i posiada ukfad zgodny z
konwencjg rozpraw doktorskich z zakresu nauk chemicznych i biomedycznych. Praca zostata
podzielona na 6 gtdwnych czesci, z czego za zasadniczg tres¢ naukowga uznaé mozna rozdziaty: Wstep
teoretyczny, Cel pracy, Badania wtasne, Czes¢ eksperymentalna oraz Podsumowanie, Bibliografia.
Strukture te uzupetniajg: Streszczenie po polsku i angielsku, Projekty dodatkowe, Dorobek naukowy
autorki, Spis schematow i rysunkdw, Spis tabel oraz Wykaz stosowanych skrotow. Tres¢ rozprawy
wzbogacona zostata o liczne wysokiej jakosci kolorowe rysunki oraz zestawienia tabelaryczne w tym
bardzo poglagdowe mapy cieplne. Z punktu widzenia edytorskiego rozprawa zostata przygotowana z
bardzo duzg starannoscig. W kilku miejscach odnotowatam jedynie drobne uchybienia jezykowe.

Na szczegdlng uwage zastuguje bardzo rozbudowany przeglad literatury (Wstep teoretyczny,
strony 6-46), ktéry obejmuje aktualny stan wiedzy w zakresie biologii nowotwordw, terapii
celowanych oraz koncepcjii rozwoju koniugatéw typu przeciwciato—lek (ADCs). Doktorantka zawarta
W nim szczegétowe omowienie mechanizmow dziatania, ograniczen oraz najnowszych technologii
zwigzanych z projektowaniem i klinicznym zastosowaniem ADCs. Autorka wykazata sie bardzo dobrg
orientacjg w biezgcej literaturze specjalistycznej, co nadaje tej czesSci pracy duzg wartos¢
przeglagdowgq i rozdziat ten mégtby stanowi¢ artykut na przyktad w Wiadomosciach Chemicznych.
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Celem gtéwnym pracy doktorskiej mgr Oliwii Gorzen byto opracowanie nowej generacji
selektywnych peptydowych prolekéw przeciwnowotworowych oraz koniugatéw przeciwciato—lek
(ang. Antibody-Drug Conjugates, ADC), aktywowanych przez wybrane proteazy (katepsyny B, Li S),
w celu zwiekszenia precyzji dostarczania leku do komérek nowotworowych, poprawy efektywnosci
terapeutycznej i ograniczenia toksycznosci wobec zdrowych tkanek. Doktorantka wyznaczytfa sobie
réwniez kilka celi szczegétowych ktére wymienita w rozdziale Cel pracy. Autorka postawita sobie za
cel stworzenie systemdéw terapeutycznych, ktére charakteryzowatyby sie zaréwno wysoka
skutecznoscig przeciwnowotworowg, jak i ograniczong toksycznoscig dla zdrowych tkanek, co jest
jednym z najistotniejszych wyzwan wspoétczesnej onkologii molekularnej.

Praca ma charakter interdyscyplinarny przez to ze tgczy zaawansowang chemie medyczng,
enzymologie, projektowanie substratow oraz bioanalize z praktycznym ukierunkowaniem na
zastosowania kliniczne. Zastosowane podejscie badawcze obejmuje zaréwno koncepcje
projektowania czgsteczek na poziomie molekularnym, jak i ich funkcjonalng ocene w warunkach
biologicznych, co znaczaco podnosi wartos¢ aplikacyjng pracy.

W pierwszym etapie badan autorka skupita sie na opracowaniu prolekéw zawierajgcych
peptydowe faczniki, ktére ulegaja hydrolizie pod wptywem wybranych proteaz tj. katepsyn B i L,
znanych z podwyziszonej aktywnosci w mikrosrodowisku wielu typéw nowotwordw.
Zaprojektowane struktury oparta na analizie specyficznosci substratowej tych enzymoéw z
wykorzystaniem biblioteki HyCoSul, co pozwolito na precyzyjne dopasowanie sekwencji
tetrapeptydowych odpowiedzialnych za selektywne uwalnianie leku. W jej przypadku
monometyloaurystatyny E (MMAE), silnego inhibitora mikrotubul, cho¢ planowana byfa
poczatkowo doksorubicyna (DOX) ale z uwagi na niskg stabilnos¢ zostata wymieniona na MMAE.

Doktorantka przeprowadzita szereg analiz enzymatycznych, ktére wykazaty, ze
zaprojektowane taczniki ulegajg selektywnej hydrolizie przez odpowiednie katepsyny. Kolejne etapy
badan obejmowaty testy cytotoksycznosci na liniach komérkowych, ktére miaty zweryfikowaé
skutecznos¢ terapeutyczng opracowanych prolekéw. Pomimo zadowalajgcych wynikéw pod
wzgledem selektywnosci enzymatycznej, efekt cytotoksyczny nie byt tak silny, jak zaktadata. Wyniki
sugerowaty alternatywny mechanizm dziatania, niezalezny od proteolizy, na przyktad wynikajacy z
bezposredniego przenikania nieaktywowanych czgsteczek przez btone komdrkowg i ich dziatania na
mikrotubule wewnatrzkomérkowe. Dodatkowo, zastosowanie inhibitora katepsyn (E64d) nie
wptywato istotnie na cytotoksyczno$é, co stanowito podstawe do postawienia hipotezy o
mechanizmie niezaleznym od enzymatycznej aktywacji.

W odpowiedzi na powyzsze obserwacje, mgr Oliwa Gorzen rozszerzyta zakres badan o
projektowanie i synteze koniugatéw przeciwciato—lek (ADCs), ktére miaty umozliwi¢ bardziej
kontrolowane i selektywne dostarczanie substancji czynnej do komérek nowotworowych,
szczegblnie tych wykazujgcych nadekspresje receptora HER2. W tym celu zastosowata te same
sekwencje tgcznikowe, co w prolekach, jednak tym razem potfgczone z przeciwciatem anty-HER2,
umozliwiajgcym internalizacje kompleksu do wnetrza komorki. Zgodnie z zatozeniem, aktywacja
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miata zachodzi¢ dopiero w kwasnym srodowisku lizosomalnym, gdzie aktywne katepsyny mogtyby
rozcigc€ facznik i uwolnié lek.

Badania nad koniugatami ADC wykazaty wyraznie zwiekszong cytotoksycznos¢ w
poréwnaniu do samych prolekdw, co potwierdzito stusznos¢ kierunku modyfikacji strategii
terapeutycznej. Co wiecej, eksperymenty z zastosowaniem D-aminokwasow w tgczniku pokazaty, ze
wprowadzenie trudniej hydrolizowanych elementéw obniza skutecznosc¢ terapii co potwierdzito, ze
enzymatyczna aktywacja w lizosomach ma kluczowe znaczenie dla dziatania koniugatu.

Na szczegdlng uwage zastugujg réwniez badania nad katepsyng S, enzymem o bardziej
ograniczonej ekspresji, ale potencjalnie interesujgcym jako cel terapeutyczny. W odréznieniu od
poprzednich etapdw, Doktorantka samodzielnie przeprowadzita analize specyficznosci substratowe;j
katepsyny S, wykorzystujgc biblioteke substratéw fluorogenicznych. Na podstawie tych wynikéw
zaprojektowata dwa nowe taczniki, ktére nastepnie wykorzystata w strukturach prolekéw i ADCs.
Cho¢ testy przeprowadzone na linii BT-474 (o niskiej ekspresji katepsyny S) nie przyniosty
jednoznacznych wynikéw wskazujgcych na aktywacje przez ten enzym, autorka trafnie zauwazyta
koniecznos¢ dalszych badan na innych liniach komérkowych, takich jak SKOV-3 czy A-431, gdzie
katepsyna S jest bardziej obecna.

Koncowa czesé pracy stanowi probe uogdlnienia uzyskanych wynikéw i sformuftowania
zalecen do dalszych badan. Autorka zwrdécita uwage na potencjalne mozliwosci zastosowania
narzedzi takich jak CRISPR/Cas9 w celu wyciszenia ekspresji konkretnych proteaz, co mogtoby
pozwoli¢ na bardziej precyzyjne okreslenie mechanizméw aktywacji koniugatéw ADC. Ponadto,
zaproponowata wykorzystanie selektywnych inhibitorow proteaz jako narzedzi wspierajacych
walidacje projektowanych systemdw terapeutycznych.

Tematyka pracy doktorskiej jak i jej wykonanie bardzo mi sie podoba. Podczas lektury nasunety
mi sie nastepujace pytania:

(1) Czy badania z inhibitorem E64d rzeczywiscie wystarczajgco potwierdzajg brak aktywacji
enzymatycznej? Czy byly rozwazane inne inhibitory lub strategie obnizenia ekspres;ji
proteaz?

(2) W opisie syntezy peptydowych prolekéw zawierajacych doksorubicyne (str. 54),
Doktorankta wspomina, ze synteze prowadzita metodg SPPS z uzyciem zywicy 2-CTC, a
nastepnie pisze o uwalnianiu peptydu z zywicy amidowej Rink. Prosze o doprecyzowanie,
na ktorej zywicy faktycznie przeprowadzono synteze tetrapeptyddw i czy nie doszto tu
do pomytki w opisie. Jesli Doktorantka zastosowata rézne zywice w réznych etapach lub
dla réznych zwigzkow, prosze wskazaé, czym sie kierowata przy ich wyborze i jakie miato
to znaczenie dla pdzniejszej funkcjonalizacji peptydu.

(3) Czy zastosowanie technologii HyCoSulL przy doborze tgcznikdw nie ograniczato
roznorodnosci chemicznej mozliwej do przetestowania? Jak Doktorantka ocenita, ze
uzyskane tgczniki sg rzeczywiscie optymalne?
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(4) Na przedstawionych chromatogramach LC-MS (Rys. 11) widoczny jest stopniowy wzrost
sygnatu dla wolnej DOX oraz spadek sygnatu odpowiadajgcego prolekowi (PEPTYD-
PABC-DOX) w czasie inkubacji z katepsyng B. Prosze o doprecyzowanie, ktére z
pozostatych pikéw obserwowanych po 10 godzinach inkubacji odpowiadajg fragmentom
peptydu powstatym w wyniku hydrolizy tgcznika. W szczegdlnosci, czy Doktorantka
zidentyfikowata sygnat odpowiadajacy peptydowi pozbawionemu DOX, oraz czy
przeprowadzona zostata analiza masowa tych produktéw w celu potwierdzenia ich
tozsamosci?

(5) W przedstawionym chromatogramie LC-MS (Rys. 24) dla hydrolizy proleku Ac-Cha-Leu-
hSer(Bzl)-Cit-PABC-MMAE brakuje jednoznacznej informacji, ktéry kolor krzywej
odpowiada konkretnemu czasowi inkubacji (5, 30 Ilub 60 minut). Prosze o
doprecyzowanie, jak przypisa¢ poszczegdlne przebiegi do czasu inkubacji, poniewaz bez
tej informacji trudno jednoznacznie ocenié przebieg hydrolizy oraz stopieft uwalniania
MMAE.

(6) W tekscie znajduje sie stwierdzenie, ze komérki HEK-293T wykazywaty najwyzszy poziom
przezywalnosci sposrod wszystkich badanych linii komdérkowych (Rys. 39—-41). Prosze o
doprecyzowanie, czy zostato to statystycznie potwierdzone oraz czy mozna bytoby
przedstawi¢ dane z testow cytotoksycznosci w formie zbiorczego wykresu
poréwnawczego (np. wykresu stupkowego z wartosciami ICso lub % przezywalnosci przy
wybranym stezeniu proleku), co pozwolitoby mi tatwiej zweryfikowaé te obserwacje. W
obecnej formie trudno jest bezposrednio poréwnac dane z osobnych rycin.

(7) Czy zastosowane koniugaty ADC byty poréwnywane z istniejgcymi na rynku lub w
badaniach klinicznych (np. T-DM1)?

(8) Dlaczego mimo wysokiej selektywnosci enzymatycznej Doktorantka nie zaobserwowata
spodziewanej cytotoksycznosci prolekéw? Czy Doktorantka rozwazata wptyw stabilnosci
zwigzkéw w osoczu lub problemy z penetracjg komérkowa?

(9) Jakie byty najwieksze ograniczenia techniczne lub koncepcyjne, z jakimi Doktorantka sie
zmierzyta podczas wykonywania swojej pracy doktorskiej?

Czesc eksperymentalna pracy doktorskiej zawiera szczegétowy opis zastosowanych metod,
procedur syntezy, testdw biologicznych i warunkéw analitycznych. Zostata przygotowana w sposéb
przejrzysty i wystarczajgco szczegdtowy, umozliwiajgcy powtdrzenie eksperymentow. Badania
obejmowaty zaréwno aspekty chemiczne (synteze zwigzkdow), jak i biologiczne (testy aktywacji
enzymatycznej, cytotoksycznosci, elektroforeze, analizy z inhibitorem E64d), a takze ocene
efektywnosci systemdédw dostarczania lekéw w kontekscie endocytozy i aktywacji w lizosomach.
Ciekawe i warte odnotowania jest réwniez to, ze autorka zasygnalizowata inne potencjalne kierunki
badawcze, bedace naturalnym rozwinieciem gtéwnego nurtu pracy, w tym badania nad prolekami
aktywowanymi przez legumaine oraz selektywnymi inhibitorami katepsyny S. Cho¢ ze wzgledu na
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ograniczony czas przewidziany na realizacje doktoratu nie zostaty one rozwiniete eksperymentalnie,
ich uwzglednienie sSwiadczy o szerokim spojrzeniu autorki na problematyke i zrozumieniu
dynamicznego charakteru badan naukowych, ktére nieustannie generujg nowe pytania i hipotezy.
Podsumowanie zostato dobrze zredagowane i trafnie syntetyzuje wyniki badan wtasnych, odnosi sie
do celdw pracy i jasno wskazuje potencjat dalszego rozwoju projektu.

Wyniki recenzowanej pracy doktorskiej znalazty finat w postaci jednej publikacji naukowej
znajdujgcej sie obecnie w recenzji. Doktorantka jest réwniez wspétautorkg innej publikacji
opublikowanej w wysoko punktowanym czasopismie z listy JCR tj. Current Opinion in Chemical
Biology (2024). Dodatkowo, pani Oliwia Gorzen jest wspdtautorkg czterech wystgpien
konferencyjnych, z ktérych dwa zaprezentowata osobiscie w formie wystgpien ustnych. Miatam
przyjemnosc¢ uczestniczyé w jednej z tych prezentacji podczas Polskiego Sympozjum Naukowego w
2023 r., co pozwolito mi zapamietac¢ Doktorantke jako osobe wyjgtkowo zaangazowang w realizacje
swoich badan, potrafigcg jasno i przekonujgco przedstawic ich cele oraz znaczenie.

Podsumowujgc, recenzowana rozprawa spetnia wszystkie ustawowe kryteria przewidziane dla
rozpraw doktorskich, a jej warto$¢ merytoryczna, nowatorstwo podejscia, jakos¢ danych oraz
staranno$¢ opracowania graficznego i redakcyjnego pozwalajg z petnym przekonaniem stwierdzic,
ze mgr Oliwia Gorzen zastuguje na nadanie jej stopnia doktora nauk Scistych i przyrodniczych w
dyscyplinie nauki chemiczne. Jej dysertacja stanowi przyktad dojrzatego, kompleksowego podejscia
do problemu celowanego dostarczania lekéw w terapii przeciwnowotworowej. Autorka wykazata
sie umiejetnoscia formutowania hipotez badawczych, samodzielnoscia w projektowaniu
eksperymentow oraz elastyczng zdolnoscig do przystosowania zatozen eksperymentalnych w
odpowiedzi na uzyskane wyniki. Wartos¢ naukowa pracy jest wysoka, a jej wyniki mogga stanowié
solidng podstawe do dalszych badan nad nowymi generacjami koniugatéw ADC o zwiekszonej
selektywnosci enzymatycznej. Biorgc pod uwage powyzsze fakty, stwierdzam, ze przedfozona do
oceny rozprawa spetnia ustawowe i zwyczajowe kryteria stawiane rozprawom doktorskim zgodnie
z wymaganiami artykutu 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz.U.z2022r., poz. 574 z pézn. zm.). W zwigzku z tym wnosze do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki
Chemiczne Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie mgr Oliwii Gorzen do dalszych etapdw
postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie
nauki chemiczne.

Majac na uwadze wysoki poziom merytoryczny oraz oryginalnosé rozprawy mgr Oliwii Gorzen,
wnosze o przyznanie jej pracy doktorskiej wyrdznienia. Dysertacja wnosi istotny wktad w rozwdj
nowoczesnych terapii celowanych poprzez zaprojektowanie selektywnych prolekéw i koniugatow
ADC aktywowanych przez proteazy. Szczegdlne uznanie budzi kompleksowe podejscie tgczace
synteze, badania enzymatyczne i biologiczne oraz samodzielne opracowanie tgcznikow
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selektywnych, zwtaszcza dla katepsyny S. Uzyskane wyniki majg wysokg wartos¢ naukowq i
aplikacyjna.
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