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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Justyny Piekielnej,,Synteza cyklicznych analogéw
endomorfiny-2 o potencjalnym dzialaniu przeciwbélowym”™ wykonanej w Zakladzie
Chemii Biomolekularnej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi pod kierunkiem prof. dr
hab.Anny Janeckiej.

Mimo niezwyklego postgpu biologii molekularnej oraz syntezy chemicznej nie zostaty
jeszcze opracowane satysfakcjonujace sposoby terapii wielu choréb, migdzy innymi leczenia
bolu. Walka z bolem 1 metodami jego tagodzenia ludzkos¢ zajmuje si¢ od wielu wiekow.
Pierwsze zapiski o $rodkach przeciwbélowych pochodzg sprzed 3000 lat. Juz wtedy opium,
czyli wysuszony sok z niedojrzalych makoéwek, byto lekiem stosowanym do u$mierzania
silnego bolu i poprawy samopoczucia. Na poczatku XIX wieku wyizolowano z opium jego
ghowny skiadnik - morfing, a 120 lat pézniej ustalono jej strukture.

Duizym krokiem w leczeniu bélu bylo odkrycie endomorfin, ktore dato poczatek
intensywnym badaniom, majacym na celu =znalezienie nowych efektywnych i
nieuzalezniajacych lekéw przeciwbolowych. Badano takZe zaleznosci pomigdzy ich strukturg
a aktywnoscia biologiczng. W celu zwigkszenia stabilnosci endomorfin modyfikowano je przez
wprowadzanie aminokwasow z szeregu D oraz aminokwasow nienaturalnych, Wprowadzenie
do sekwencji peptydu D-aminokwasu zwigksza jego stabilnos¢ poniewaz wigkszos¢ enzymow
proteolitycznych nie hydrolizuje wigzan peptydowych powstalych z udzialem aminokwasow o
konfiguracji D. Jednak D-aminokwas moze wymusza¢ inng konformacje tancucha
peptydowego. powodujac utrate powinowactwa peptydu do receptora. W przypadku
endomorfin kolejne zastgpowanie reszt aminokwasowych ich D-izomerami nie dato aktywnych
analogéw. Inng metoda zwigkszenia odpornosci na dzialanie peptydaz jest cyklizacja
liniowych sekwencji. Pozwala ona na ograniczenie swobody konformacyjnej czasteczki i
czesto przez to zwigksza powinowactwo wzgledem danego typu receptora. Dodatkowo
cyklizacja moze zwigkszy¢ lipofilowos¢ peptydu co umozliwia jego latwiejsze przekroczenie
bariery krew-mozg. Tym zagadnieniem zajeta si¢ mgr Justyna Piekiclna w swojej pracy
doktorskiej.



Celem przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej bylo znalezienie nowych
cyklicznych analogow endomorfiny EM-2 o potencjalnych wlasciwosciach przeciwbolowych.

Praca ma uklad pigciu zebranych publikacji poprzedzonych 25 stronicowym wstepem.
We wszystkich pigciu pracach mgr Piekielna jest pierwszym autorem i zostaly one
opublikowane w bardzo dobrych czasopismach o wysokim wspélczynniku oddziatywania.
Pierwsza z zalaczonych publikacji ma charakter pracy przegladowej. Warto takze dodaé. jak
znalaztem w Bazie Web of Science, Ze mgr Piekielna jest w sumie wspotautorka 11 publikacii,
co jak dla doktoranta jest wynikiem imponujgcym.

W krotkim wstepie autorka zamiescila na poczatku czgsé teoretyezna, ktorg poswiccila
metodom cyklizacji analogéw peptydéw opioidowych. Opisala ona krytycznie rozne
dotychczas stosowane metody cyklizacji. W zasadzie jest to skrot zalgczonej publikacii
przegladowej (nr. 1) W dalszej czgsci zostaly krotko oméwione otrzymane wyniki i wnioski.

W pracy nr 2 1 3 opublikowanych w czasopismach Peptides i Org. Biol. Chem. Autorka
zajela si¢ badaniem procesu cyklizacji analogéw endomorfiny-2 poprzez wiazanie amidowe
lub poprzez mostek disiarczkowy. W czasie cyklizacji poprzez wiazanie amidowe obok
monomerdw mgr Piekielna obserwowala powstawanie znacznych ilosci cyklicznych dimerow.
W przypadku zwiazkow cyklizowanych poprzez mostek disiarczkowy powstawania dimeréw
nie obserwowala, gdy reakcja cyklizacji prowadzona byla nie na zywicy lecz w roztworze.

W dalszych badaniach Autorka badala wplyw wielkosci pierscienia na stosunek
powstajacych struktur dimerycznych do monomerycznych. Stwierdzila takze, ze wprowadzenie
reszty Dmt zamiast Tyr zmniejszalo proces dimeryzacji poprzez zawade przestrzenng
wynikajaca z obecnosci dwoch grup metylowych. Kluczowe dla otrzymania wylacznie
czystego monomeru okazalo si¢ zastosowanie do syntezy innej zywicy MBHA Amide.

W dalszej kolejnosci mgr Piekielna zajeta sig¢ badaniem wiasciwosci farmakologicznych
otrzymanych analogow. Cykliczne peptydy zawierajace mostek disiarczkowy okazaly sig
trudno rozpuszczalne w wodzie i z tego powodu nie byly dalej badane. Badania otrzymanych
przez autorke peptydow o roinej wielkodci pierscienia, cyklizowanych przez wigzanie
amidowe wykazaly, ze peptyd zawierajacy 14-czlonowy pierscien jest catkowicie selektywny
do receptora MOP i ma subnanomolowe powinowactwo do tego receptora. Te czesé pracy
oceniam bardzo wysoko. Autorce dzigki pracochtonnym badaniom réznych parametrow
syntezy udalo si¢ zsyntezowaé monomeryczny peptyd cykliczny o duzym powinowactwie do
receptora MOP i ustali¢ zalezno$¢ powinowactwa receptorowego od wielkosci pierscienia.
Sadze, ze wyniki przeprowadzonych badan bgda mogly przyczyni¢ sig do projektowania w

przyszlosci peptydomimetykow o jeszeze lepszych wlasciwosciach farmakologicznych.
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W kolejnej pracy mgr Piekielna zajgla si¢ synteza i badaniem analogéw peptydu
Tyr/Dmt-c[D-Lys-Phe-Phe-Asp]NH:, ktorego sztywnos$¢ zwiekszono poprzez zastapienie
lizyny przez cis lub trans 4-aminodicykloheksyloalaning Podobnie jak w przypadku
poprzednich badan dotyczacych cyklizacji przez tworzenie mostkow disiarczkowych,
monomeryczne formy udalo si¢ autorce otrzymaé poprzez synteze w roztworze. Otrzymane
peptydy badane byly pod katem ich powinowactwa do receptorow opioidowych. Autorka
stwierdzita, ze analog zawierajacy izomer cis-ACAla wiaze sie jedynie z receptorem MOP,
podczas gdy peptyd z izomerem trans wykazuje powinowactwo zaréwno do receptora MOP
jak i DOP.

W ostatniej z zalaczonych prac mgr Piekielna zsyntezowata analogi peptydu Tyr/Dmt-
¢[D-Lys-Phe-Phe-Asp]NH2, gdzie zamiast fenyloalaniny w pozycji 3 i 4 wprowadzila
fluorowane pochodne tego aminokwasu. Autorka spodziewala si¢ uzyska¢ zwiekszenie
trwatosci oraz lipofilowosci peptydu. Sposrod zsyntezowanych peptydéw wybrata do badan in
vivo w tescie przeciwbélowym dwa analogi o najwyzszym powinowactwie do receptorow MOP
1 KOP, Dmt-c[D-Lys-Phe-4-F-Phe-Asp]NHz i Dmt-c[D-Lys-Phe-2.4-F-Phe-Asp]NHa. Wyniki
badan potwierdzily zaloienia autorki. Oba peptydy dziataly silniej przeciwbolowo niz
endomorfina-2. Wprowadzenie fluorowanych aminokwaséw spowodowato takze zwigkszenie
lipofilowosci, poniewaz peptydy te byly zdolne do przej$cia przez bariere krew-mozg. Na
podstawie przeprowadzonych badan mgr Piekielna wysunela ogdlng koncepcje, ze czasteczki
peptydoéw o mieszanym powinowactwie do receptordow MOP i KOP wywoluja silniejszy efekt
przeciwbolowy 1 mniej efektow ubocznych niz peptydy selektywnie laczace si¢ z receptorem
MOP.

Ostatecznie autorka sformulowata 6 wnioskow, ktére bezposrednio wynikaja z
uzyskanych wynikow i sa odpowiedzia na postawiony cel pracy.

Przedstawiona do recenzji praca =zawiera bardzo duzg ilos¢ materiatu
eksperymentalnego. Przeprowadzono szereg syntez i wszechstronnych badan. Poniewaz
wszystkie wyniki zamieszczone w pracy zostaly opublikowane w dobrych czasopismach
poprawnos$¢ stosowanej metodyki zostala juz zweryfikowana przez recenzentow. Poniewaz
jednak publikacje sa wieloautorskie i uczestniczyto w nich pare osrodkéw brakuje mi we
wstepie informacji jakie badania zostaly przeprowadzone przez autorke, a jakie zostaly
wykonane przez wspolautorow. W klasycznej pracy doktorskiej zazwyczaj jest to jasno
wyodrebnione i pozwala na latwiejsza oceng. Mysle. ze w trakcie obrony pracy doktorskiej

zostanie to wyjasnione.



Moja uwaga dotyczy takze braku wynikow badan dotyczacych lipofilowosci
zsyntezowanych 1 badanych peptydow. Jak stusznie zaznacza autorka lipofilowosé jest jednym
z gléwnych parametréw odpowiadajacych za skutecznosé przeciwbdlowa otrzymanych
zwigzkow poniewaz istotnie wplywa na mozliwosé przekroczenia bariery krew/mozg. Jednak
w zalaczonych publikacjach ani we wstgpnie nie znalazlem zadnych danych ilosciowych
dotyczgcych badan lipofilowosci. Poréwnanie lipofilowosci otrzymanych peptydéw mogloby
takze pomdc zinterpretowac wyniki skutecznosci zsytezowanych peptydow.

Brakuje mi takze we wstgpie szerszego podsumowania otrzymanych wynikéw. Wstep
koriczy szes¢ krotkich wnioskéw odnoszacych sig do kazdej pracy. Sadze, ze mozna by sie
pokusi¢ na poréwnanie wlasnosci zsyntezowanych w czterech pracach analogach i poréwnaé
jaka zaproponowana metoda cyklizacji i podstawiania aminokwaséw prowadzi do syntezy
najbardziej trwatych i selektywnych analogow.

W podsumowaniu stwierdzam, Ze tematyka pracy doktorskiej mgr Justyny Piekielnej z
punktu widzenia naukowego i aplikacyjnego jest bardzo aktualna i nowatorska. Doktorantka
wykazala si¢ dobrg znajomoscia dziedziny, ktorej dotyczy praca. Wyniki przedstawione w
rozprawie w sposob istotny poszerzaja wiedze na temat mozliwosci otrzymywania i
wykorzystania nowych analogow endomorfin w terapii przeciwbolowej,

Dlatego z pelnym przekonaniem zwracam si¢ do Rady Wydzialu Lekarskiego
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszczenie mgr Justyny Piekielnej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie zwracam si¢ z propozycja wyroznienia rozprawy ze wzgledu na jej
innowacyjny charakter, otrzymanie bardzo wartosciowych wynikéw i mozliwosé zastosowania
uzyskanych wynikéw w projektowaniu i otrzymaniu nowych efektywnych lekow

przeciwbélowych.
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