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Ocena rozprawy doktorskiej mgra Karola Wtorka ,,Synteza i charakterystyka
farmakologiczna nowych analogéw o mieszanym powinowactwie do receptoréw
odpowiedzialnych za modulacje¢ efektéw bolowych” wykonanej w Zakladzie Chemii
Biomolekularnej Uniwersytetu Medycznego w Y.odzi pod kierunkiem prof. dr hab. Anny
Janeckiej.

Mimo niezwyklego postepu biologii molekularnej oraz syntezy chemicznej nie zostaly
jeszeze opracowane satysfakcjonujace sposoby terapii wielu choréb, miedzy innymi leczenia
bolu. Walkg z bélem i metodami jego tagodzenia ludzkoéé zajmuje sie od wielu wickow.
Pierwsze zapiski o $rodkach przeciwbolowych pochodza sprzed 3000 lat. Juz wtedy opium,
czyli wysuszony sok z niedojrzalych makéwek, bylo lekiem stosowanym do u$mierzania
silnego bolu i poprawy samopoczucia. Na poczatku XIX wieku wyizolowano z opium jego
glowny skiadnik - morfing, a 120 lat pézniej ustalono jej strukture. Morfina oddzialywuje
bardzo silnie na zlokalizowane w mézgu receptory opioidowe. Jednak przy podawaniu morfiny
wystepuja niepozadane efekty uboczne, takie jak mdtosci, wymioty, zahamowanie perystaltyki
jelit, depresja oddechowa, a przy jej dluzszym stosowaniu silne uzaleznienie fizyczne oraz
rozwoj tolerancji. Dlatego po poznaniu struktury morfiny i opracowaniu jej syntezy chemicznej
zajeto sig syntezg jej analogow, ktore moglyby powodowaé mniej efektéw ubocznych w tym
szczegolnie uzaleznienia i tolerancji. Jednakze ta drogg nie uzyskano przelomowych efektow.

Innym obiecujgcym kierunkiem sg zwigzki peptydowe aktywujace receptory
opioidowe. Wystepujace w organizmie endogenne peptydy charakteryzowaty sie zazwyczaj
niezbyt duzym powinowactwem receptorowym oraz selektywnoscia, pozwolily jednak na
rozpoczgcie poszukiwan ich analogéw o wiekszym powinowactwie i aktywnosci.
Zaobserwowano roéwniez, ze podawanie mieszaniny lekow i tym samym aktywacja dwéch
receptorow opioidowych jednoczesnie jest bardziej korzystna niz tylko jednego receptora.
Zapoczatkowalo to badania nad projektowaniem i synteza ligandow, ktore w jednej czgsteczce
posiadajag fragmenty aktywujgce dwa rozne receptory. Poniewaz receptory opioidowe nie s3
jedynymi zaangazowanymi w procesy bolowe zaprojektowano takze tzw. ligandy biwalentne,
aktywujace jednoczesnie receptor opioidowy oraz inny, zwigzany z przekazywaniem bolu.

Otrzymane leki moga aktywowa¢ rdézne mechanizmy transmisji bolu, powodujac silniejsze



dzialanie 1 zmniejszenie efektow ubocznych. Takimi ukladami mogg by¢ na przyklad
potgczenia opioidu z antagonista receptora NK1, ktory blokuje sygnaly indukowane przez
substancje P, ktéra ma dziatanie pro-b6lowe.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska miata dwa gltéwne cele badawcze:

1. Synteza oraz okreslenie wlasciwosci in vitro nowych analogéw opioidowych

zawlerajacych niebiatkowe aminokwasy,

2. Otrzymanie peptydéw hybrydowych o mieszanym powinowactwie do receptoréw

odpowiedzialnych za modulacje efektow bélowych.

Praca ma uktad szesciu zebranych publikacji poprzedzonych 30-stronicowym wstepem.
We wszystkich szesciu pracach mgr Wtorek jest pierwszym autorem i zostaly one
opublikowane w dobrych czasopismach o wysokim wspdlezynniku oddzialywania. Dwie z
zataczonych publikacji maja charakter pracy przegladowej. Warto takze doda¢, jak znalazlem
w Bazie Web of Science, ze mgr Wtorek jest wspotautorem w sumie 11 publikacji, co jak dla
doktoranta jest wynikiem bardzo dobrym.

We wstgpie autor zamiescil na poczatku czes¢ dotyczacg zrodet i metod leczenia bélu a
nastepie opisal poszczegdlne receptory opioidowe oraz ligandy tych receptoréw, zaréwno
agonistow jak i antagonistow. W dalszej czesci opisane zostaly receptory neurokininowe, oraz
agonisci 1 antagonisci tych receptoréw. Autor nie opisal szerzej receptorow NOP, ale ich opis
oraz opis ligandéw tych receptoréw znalazt sie w dotgczonej pracy przegladowej ,,Potential of
nociceptin/orphanin FQ peptide analogs for drug development” Na koncu krotko zostaly
opisane dwufunkcyjne ligandy opioidowe oraz ligandy biwalentne. Tutaj takze szerszy opis
tych ukladéw mozna znalezé w zalgczonej pracy przegladowej ,,The search for opioid
analgesics with limited tolerance liability”. W dalszej czg$ci autor omowil poszezegdlne
oryginalne prace zalagczone do pracy doktorskie;j.

W zalaczonej pracy nr.l ,,Endomorphin-2 analogs containing modified tyrosines:
Biological and theoretical investigation of the influence on conformation and pharmacological
profile” autor opisal synteze i1 wlasciwosdci czterech nowych analogéw endomorfiny-2
modyfikowanych w pozycji 1. Modyfikacje te polegaty na otrzymaniu analogdéw zawierajacych
Tyr z grupg OH w pozycji meta, Tyr podstawiong w pozycjach 3', 5' lub dodatkowo
podstawiona chlorem w pierscieniu Dmt. Jeden z nowych analogow, [Dmt(3'-Cl)1]JEM-2, miat
wigksze powinowactwo do receptoréw MOR oraz wigksza lipofilowosé¢ zmierzong w uktadzie
n-oktanol-woda, co powinno zwigkszy¢ jego przenikanie przez barier¢ krew-mozg. Dokowanie

tego peptydu do receptora MOR pokazalo na oddziatywanie typu chloro-rt z indolem Trp293 i



imidazolem His297 receptora. Wyniki tej interesujacej pracy otwieraja droge do otrzymywania
nowych lekéw na bazie endomorfiny-2 o lepszych wiasciwosciach przeciwbélowych.

W pracy nr 5 “Synthesis, Pharmacological Evaluation, and Computational Studies of
Cyclic Opioid Peptidomimetics Containing B 3-Lysine” opublikowanej w czasopismie
Molecules autor zajat sig modyfikacja poprzednio otrzymanego w zespole cyklicznego peptydu
Tyr-c[D-Lys-Phe-Phe-Asp]NH: wykazujacego duze powinowactwo do MOR i KOR. Zwiazek
ten wykazywal w testach in vivo silne dzialanie przeciwbolowe u myszy. W ramach pracy
doktorskiej mgr Wtorek zmodyfikowal peptyd poprzez wprowadzenie B*-Lys o konfiguracji R
lub S i zbadal wplyw takiej modyfikacji na powinowactwo do receptoréw opioidowych.
Okazalo si¢, ze jedynie peptyd zawierajgcy (R)-B>-Lys byt w stanie selektywnie wiazaé i
aktywowa¢ MOR. W drugiej modyfikacji cyklopeptyd nie wykazywal powinowactwa do
zadnego z receptoréw opioidowych, co pokazato ze powinowactwo tych cyklopeptydéw do
receptorow opioidowych zalezy od konfiguracji uzytego -aminokwasu.

Nastepne dwie publikacje dotycza badania powinowactwa receptorowego i dziatania
przeciwbdlowego peptydéw hybrydowych, oddziatywujgcych jednoczesnie z dwoma typami
receptordw, MOR/NK 1 oraz MOR/NOP. Inspiracjg do tych prac byta obserwacja, ze aktywacja
tylko jednego typu receptora mnie wystarcza do uzyskania odpowiedniego efektu
przeciwbolowego i zmniejszenia skutkéw obocznych. Logicznym rozwigzaniem tego problemu
jest synteza zwigzkow hybrydowych, ktére moga dziala¢ niezaleznie na dwa receptory. W
pierwszej pracy ,,Synthesis and pharmacological evaluation of hybrids targeting opioid and
neurokinin receptors,, opublikowanej w czasopi$mie Molecules autor zsyntezowat hybrydowe
analogi zawierajace jako czgsé opioidowa cyklopeptyd Tyr-c[D-Lys-Phe-Phe-Asp]NH: o
duzym powinowactwie do MOR i KOR oraz antagoniste receptora NKI1, C-terminalny
fragment spantidu II lub agoniste C-koficowy fragment substancji P o diugosci od 3 do 6
aminokwasow. Okazato sie, ze tylko hybrydy zawierajace 6-cio cztonowe fragmenty spantidu
IT lub SP wykazywaty wysokie powinowactwo do NK1. W dalszych badaniach in-vivo autor
wykazal, ze tylko dwa z badanych zwigzkow agonista opioidowy/antagonista NK1 oraz
agonista opioidowy/agonista NK1 wykazywaly whasciwosci przeciwbdlowe, przy czym efekt
byl zalezny od dawki. Byl to wynik zaskakujacy gdyz mozna sie spodziewal, ze efekt
przeciwbélowy bedzie znacznie wigkszy dla hybrydy zawierajacej antagoniste receptora NK1
spantid II. Niestety autor nie przedyskutowat tego zjawiska.

Wazng obserwacjg byl fakt, Zze oba badane in vivo analogi nie powodowaly, w
przeciwienstwie do referencyjnego cyklopeptydu Tyr-c[D-Lys-Phe-Phe-Asp]NH», rozwoju

tolerancji ani zapar¢, ktore zazwyczaj towarzysza stosowaniu opioidow.



W tej czgdcei pracy brakuje mi jednak badan trwalodei hybryd z fragmentami substancji
P w surowicy krwi. Wiadomo jest, ze zardwno substancja P jak jej fragmenty nie s trwale w
organizmie ulegajac rozpadowi enzymatycznemu. Z tego powodu w radiofarmacii, w
dziedzinie w ktérej pracuje, zamiast substancii P stosuje sie jednak jej trwalsze zmodyfikowane
analogi z zamienionymi aminokwasami w pozycji 8 (Phe na Thi)i 11 (Met na utl. Met).

Nastepna praca zatytulowana Biological activity and molecular docking of chimeric
peptides targeting opioid and NOP receptors zostata opublikowana w International Journal of
Molecular Science i dotyczyta hybryd wykazujgcych powinowactwo do receptoréow
opioidowych oraz do receptora NOP, przy czym fragmentem opioidowym, byt ten sam jak w
poprzedniej pracy cyklopeptyd, a fragmentem taczacym si¢ z receptorem NOP byl znany z
literatury syntetyczny peptyd Ac-RYYRIK-NH;. Oba fragmenty =zostaly polaczone
bezposrednio lub za pomoca sekwencji Gly-Gly-Gly. Obie hybrydy wykazywaty
powinowactwo do receptorow MOR i KOR, ale tylko hybryda bez lacznika aktywowala
receptor NOP. Brak aktywacji receptora NOP wytlumaczono wynikami obliczen dopasowania
do receptora. Przeprowadzone badania in-vivo potwierdzily wystepowanie efektu
przeciwbolowego w wyniku stosowania badanej hybrydy oraz, ze w wywolywaniu efektu
przeciwbdlowego braty udziat zar6wno receptory opioidowe jak i NOP.

W podsumowaniu mgr Wtorek sformutowat 14 wnioskow, ktére bezposrednio wynikaja
z uzyskanych wynikoéw i sg odpowiedzig na postawiony cel pracy.

Przedstawiona do recenzji praca zawiera bardzo duzg ilo$¢ materialu
eksperymentalnego. Przeprowadzono szereg syntez a takze wszechstronnych badan, w tym in-
vivo. Poniewaz wszystkie wyniki zamieszczone w pracy zostaly opublikowane w dobrych
czasopismach poprawnosé stosowanej metodyki badan zostala juz zweryfikowana przez
recenzentow. Zamieszczone w rozprawie publikacje sa wieloautorskie 1 zostaly wykonane w
paru osrodkach. Brakuje mi jednak we wstepie informacji jakie badania zostaty
przeprowadzone przez autora, a jakie zostaly wykonane przez wspétautoréw. W klasycznej
rozprawie doktorskiej zazwyczaj jest to jasno wyodrebnione i pozwala na tatwiejszg ocene.
Mysle, ze w trakcie obrony pracy doktorskiej zostanie to wyjasnione.

Brakuje mi takze w zalaczonym wstepie szerszego podsumowania otrzymanych
wynikow. Wstep koncza krétkie wnioski odnoszace sie do poszezegolnych przedstawionych
publikacji. Sadzg, ze na podstawie wszystkich publikacji mozna by sie pokusi¢ na
sformutowanie szerszych ogélniejszych wnioskow.

W podsumowaniu stwierdzam, ze tematyka pracy doktorskiej mgra Karola Wtorka z

punktu widzenia naukowego i aplikacyjnego jest bardzo aktualna i nowatorska. Doktorant



wykazat si¢ dobra znajomoscig dziedziny, ktorej dotyczy praca. Wyniki przedstawione w
rozprawie w sposdb istotny poszerzaja wiedze na temat mozliwoséci otrzymywania i
wykorzystania nowych peptydowych analogéw w terapii przeciwbolowej a takze peptydow
hybrydowych, oddzialywujacych jednoczesnie z dwoma typami receptoréw, MOR/NK1 oraz
MOR/NOP. Trzeba takze podkregli¢, ze praca jest napisana bardzo starannie, zrozumiale,
dobrym i jasnym jezykiem. Nie znalazlem w zasadzie zadnych btedéw jezykowych.

Wobec powyzszego stwierdzam, ze oceniana praca mgra Karola Wtorka ,,Synteza i
charakterystyka farmakologiczna nowych analogbw o mieszanym powinowactwie do
receptorow odpowiedzialnych za modulacje efektow bélowych™ w pelni spelnia kryteria dla
rozpraw doktorskich okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie
Wyzszym i Nauce (Dz. U. 2018, poz. 1668) i z pelnym przekonaniem zwracam sie do Rady
Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszezenie mgra Karola Wtorka
do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.

Jednoczes$nie zwracam si¢ z propozycja wyr6znienia rozprawy ze wzgledu na jej
innowacyjny charakter, otrzymanie bardzo wartosciowych wynikow i mozliwosé zastosowania

uzyskanych wynikéw w projektowaniu 1 otrzymaniu nowych efektywnych lekow
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przeciwbolowych.




