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RECENZJA

Pracy doktorskiej mgr Justyny Piekielnej
p.t. , Synteza cyklicznych analogéw endomorfiny-2 o potencjalnym dziataniu
przeciwbdlowym”

wykonanej na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Medycznego w todzi

Od czasu odkrycia endogennych peptydow opioidowych, zsyntetyzowano tysiace ich
analogow do badan zaleinosci pomiedzy struktura a aktywnoscig biologiczng oraz poznania
mechanizmu oddzialywania z receptorami opioidowymi. Ze wzgledu na swojg role w réinych
procesach bioclogicznych, receptory opioidowe pozostajg przedmiotem rozleglych badan
farmakologicznych, ktére obejmujg poszukiwanie nowych lekdw  przeciwbdlowych,
przeciwdepresyjnych pozbawionych dziatari ubocznych. Agonisci receptorow p-opioidowych sg
bardzo waing grupg analgetykow stosowanych w bélach nocyceptywnych i bdlach
neuropatycznych, ale ich uzycie prowadzi do wielu efektow niepozadanych takich jak depresja
oddechowa, zaparcia, tolerancja czy uzaleinienie. Odkrycie w 1997 przez Zadine | wsp dwdch
endogennych tetrapeptydow opicidowych, endomorfiny-1 i endomorfiny-2 o wysokim
powinowactwie do receptoréw p-opioidowych, wysokiej aktywnosci antynocyceptywnej i
stabszych efektach ubocznych dato nadzieje, na znalezienie nowych, bezpiecznych lekdow
przeciwbolowych. Terapia bolu jest obecnie jednym z wyzwan nowoczesne] medycyny. Uiycie
naturalnych ligandow receptorow opioidowych w lecznictwie jest niemoiliwe z uwagi na ich
szybkg enzymatyczng degradacje oraz brak zdolnosci do przenikania bariery krew mozg.
Poszukiwania peptydomimetykow o wysokiej aktywnosci antynocyceptywnej, obejmujg roine

modyfikacje fancucha peptydowego. Jedng z metod zwiekszania aktywnosci iflub selektywnosci
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peptydow bioaktywnych oraz podnoszenia odpornosci na hydrolize enzymatyczng, jest
wprowadzanie do ich struktury aminokwasow niekodowanych oraz elementéw ograniczajgcych
swobode konformacyjng, w tym rowniez cyklizacji taricucha peptydowego.

Badania pomiedzy strukturg a aktywnoscig biologiczng analogow peptyddw opioidowych,
szczegolnie analogdw endomorfin, sa od szeregu lat przedmiotem zainteresowan promotora pracy
prof. dr hab. Anny Janeckiej. Jest ona niewatpliwie niekwestionowanym ekspertem w tej dziedzinie.
Mgr Piekielna wigczyta sie do tematyki dobrze ugruntowanej i podjeta prébe twiérczego rozwiniecia
tych badan, czego wynikiem jest zardwno praca doktorska jak rowniei bardzo bogaty dorobek
publikacyjny. Calos¢ badan doktorantki zostala opublikowana w czasopismach o wysokim
wspotczynniku oddziatywania (Cur. Drug Targets — 3.597, Peptides — 2.614, Org. Biomol. Chem. —
3.487, Bioorg. Med. Chem. — 2.951, Med. Chem. Letters — 3.073). Recenzowana rozprawa doktorska
zgodnie z regulaminem znowelizowanej ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki, ma forme spéjnego tematycznie zbioru pieciu artykutow, w
ktarych mgr Piekielna jest pierwszym autorem. Dysertacja zawiera opis w jezyku polskim i angielskim.
Ta forma rozprawy zwalnia mnie z obowigzku szczegotowe] analizy osiggniec opublikowanych
w recenzowanych czasopismach naukowych.

W pierwszej czesci dysertacji mgr Piekielna zamieszcza streszczenie artykutu przegladowego
Cyclization in Opiocid Peptides, Piekielna J, Perlikowska R., Gach K., Janecka A. Cur. Drug Taorgets,
2013, 14: 798-816), w ktorej dokonany zostat przeglad strategii cyklizacji peptyddw, ktore
wykorzystano do syntezy analogow peptyddw opioidowych. W syntezach wykorzystano tworzenie
wigzania pomiedzy C- lub N-koricem a faricuchem bocznym, pomiedzy grupami funkcyjnymi
fancuchow bocznych oraz pomigdzy N-terminalng grupg aminowg | C-terminalng grupg
karboksylowa. Omodwione zostaly cykliczne analogi peptydéw opicidowych zawierajgce mostki
mono- i disulfidowe, amidowe, ureidowe, guanidynowe oraz konsekwencje biologiczne
przeprowadzonych modyfikacji. Praca przegladowa oparta jest na wybranych 128 oryginalnych
pracach obejmujacych badania przeprowadzone od 1982 do poczgtku 2013 roku. Szkoda, ie
doktorantka nie uzupetnita tego fragmentu rozprawy o najnowsze prace, ktore zostaly opublikowane
od drugiej potowy 2013 roku.

Zatozenia i cel pracy, fragment liczgcy 3 strony, prezentuje zaplanowane przez doktorantke
cykliczne analogi endomorfiny-2, zawierajgce mostek disulfidowy (dwa peptydy) oraz 21 analogow
tetra-, penta- | heksapeptyddw z mostkiem amidowym utworzonym pomiedzy resztg w pozycji 2,
zawierajgcy dodatkowa funkcje aminowg w tancuchu bocznym oraz reszta kwasu asparaginowego
w pozycji C-terminalnej. Peptydy zostaty tak zaprojektowane, ze wbudowanie reszt p-Lys, D-Orn, D-
Dab, cis lub trans-pD-ACAla pozwolito otrzymac cykliczne peptydy o roinej wielkosci pierscienia.

Dodatkowa modyfikacja byto zstapienie reszt Phe® lub Phe® fluorowanymi fenyloalaninami (4-F-Phe,
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2,4-F-Phe i 4-CFs-Phe). Analogi zawierajgce mostek disulfidowy byly nieroczpuszczalne w wodzie co
eliminowato je do uzycia w badaniach biologicznych. Wszystkie liniowe prekursory zostaty otrzymane
na fazie statej z uzyciem zywicy MBHA Rink Amidowej wedtug strategii Fmoc lub na zywicy MBHA z
wykorzystaniem strategii Boc. Po odblokowaniu funkcji aminowej i karboksylowej w farcuchu
bocznym przeprowadzono cyklizacje na fazie statej. Mgr Pirkielna, we wspdtpracy z dr Kluczyk, z
Uniwersytetu Wroctawskiego przeprowadzita, wykorzystujac spektrometrie mas (LC-MS i LC-MS/MS),
analize produktow i oznaczyia stosunek cyklicznych monomerdow do dimerow. Lepszy stosunek
cyklomonomeru do cyklodimeru obserwowata dla zywicy MBHA, co prawdopodobnie wynika z
wiekszej zawady przestrzennej grupy Boc. Moina bylo przewidziec, ze jedyna drogg uzyskania
czystego, cyklicznego monomeru jest cyklizacja w roztworze w duzym rozcienczeniu, co zresztg
doktorantka potwierdzita na dwoch przyktadach. Otrzymane analogi zostaly przebadane na wigzanie
z receptorami opioidowymi, oraz dla wybranych cyklicznych peptydéw przeprowadzono testy in vivo
oraz oznaczono stabilno$é metaboliczng. Szkoda, ie wnioski z tak obszernych badan zostaly opisane
na pot strony.

Majwaziniejszym osiggnieciem mgr Piekielnej jest otrzymanie dwodch cyklicznych pentapeptydow,
analogéw endomorfiny-2 (Dmt-c[D-Lys-Phe-4-F-Phe-Asp]NH; i Dmt-c[p-Lys-Phe-2,4-F-Phe-Asp]NH;)
agonistow receptora MOP i KOP, ktore po podaniu domdzgowym [i.c.v.) eraz obwodowym (i.p.)
wykazywaty aktywnosc przeciwbdlowa. Oznacza to, ze otrzymane ligandy sa zdolne do przekroczenia
bariery krew-madzg.

Doktorantka, mimo tak krotkiego opracowania, nie unikneta bledow redakcyjnych oraz kilku
nomenklaturowych (np. mostek disiarczkowy zamiast disulfidowy, czes¢ teoretyczna zamiast
literaturowa, zwigzki drobnoczgsteczkowe zamiast matoczgsteczkowe).

Kilka stéw na temat warsztatu eksperymentalnego. Z opisu rozprawy wynika, Zze autorka bardzo
dobrze panuje nad metodologig syntezy peptyddw na fazie statej, chromatograficznymi technikami
oczyszczania, badaniami enzymatycznymi oraz testami biologicznymi, ktére wykonywata lub brala
udziat w ich wykonywaniu. Nie jest jednak fatwe do okreslenia udziatu doktorantki w opublikowanych

badaniach, zwtaszcza ie wszystkie prace sg wieloautorskie, a trzy z nich majg 8-12 autorow.

W podsumowaniu recenzji stwierdzam, ze doktorantka dobrze zaplanowata swoje badania i
wykazata sie bardzo dojrzalym podejsciem do realizowanego tematu. Badania podjgte przez
doktorantke sg z punktu widzenia naukowego i aplikacyjnego wysoce aktualne o czym swiadczy duia
iloé¢ publikacji w czasopismach o wysokim wspotczynniku oddziatywania (Sredni IF = 3.144) jak
rowniez pozyskanie funduszy na ich realizacje. Mgr Piekielna jest beneficjentkg Grantu PRELUDIUM,
finansowanego przez Narodowe Centrum MNauki. Badania byly réwniez finansowane z Funduszu

Miodych Naukowcdw Uniwersytetu Medycznego w todzi.
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Wyniki przedstawione w rozprawie w sposob istotny poszerzaja naszg wiedze na temat
zaleznosci pomiedzy budowa analogow endomorfin a ich aktywnoscia biologiczna i daja podstawy do
kontynuowania badan. Analogi zdolne do pokonywania bariery krew-mozg moga byc strukturami

wiodgcymi w poszukiwaniu peptydowego leku przeciwbdlowego.

Z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny dysertacja pt
~Synteza cyklicznych analogéw endomorfiny-2 o potencjalnym dziataniu przeciwbdélowym
" spetnia wszelkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim przez Ustawe o Tytule Naukowym i
Stopniach naukowych oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, Wnosze do Rady Wydzialu
Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w todzi o dopuszczenie mgr farm. Justyny Piekielnej do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. Ponadto w osobno zredagowanym pismie wnosze

o wyrdinienie jej rozprawy.
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