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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr farm. Joanny Ziemskiej pt.:
»Charakterystyka nowych, zaprojektowanych metodami chemii obliczeniowej

inhibitorow aminopeptydazy leucynowej”

Wprowadzenie nowego leku do lecznictwa trwa kilkanascie lat, a koszty takiego
przedsiewziecia zwykle przekraczajg 1 mid dolaréw. Szacuje sie, ze mniej wiecej 1 na
40 000 zwigzkéw chemicznych zbadanych na zwierzetach doswiadczalnych dociera
do etapu badan klinicznych na ludziach, zakonczonych wprowadzeniem nowego leku.
Poszukiwanie nowych srodkéw leczniczych jest wiec jednym z najwiekszych wyzwan
dla przemystu farmaceutycznego, ktéry przed wprowadzeniem technik
komputerowych, bazowat gtébwnie na intuicji naukowej wynikajgcej z doSwiadczenia
chemikéw i farmakologow.

Dzi$§, zastosowanie wspomaganych komputerowo metod projektowania lekow
umozliwia obnizenie naktadéw, skrécenie czasu trwania tego procesu i, co jest rownie
wazne, ograniczenie uzycia zwierzgt do badan. Metodyka komputerowego
wspomagania projektowania lekéw polega na przeszukiwaniu chemicznych baz
danych strukturalnych i korzystaniu z programéw obliczajgcych parametry
geometryczne czagsteczek, modelowanie iloSciowej zaleznosSci miedzy strukturg
zwigzku a jego aktywnoscig oraz ostateczne wyznaczanie modelu farmakoforowego
polegajgcego na okresleniu podstawowych elementow strukturalnych, niezbednych do
rozpoznania ligandu przez receptor, co, inaczej méwigc, ma doprowadzi¢ do
okreslenia struktury rokujgcej nadzieje okreslonego dziatania biologicznego.

Doktorantka, jak sama podkresla we wstepie, zainteresowata sie tematyka
projektowania nowych substancji chemicznych o spodziewanym dziataniu leczniczym
juz na studiach farmaceutycznych. Zainteresowania te mogta rozwija¢ w pozniejszej
pracy w Narodowym Instytucie Zdrowia Publicznego — Panstwowym Zakfadzie
Higieny, w czym znacznie jej pomogta realizacja grantu dotyczgcego poszukiwan
nowych antybiotykéw. W wyniku tych badan podazyta tropem, ktory wkrotce

doprowadzit wykonawcéw grantu do licznej grupy pochodnych izochinoliny o
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obiecujgcych wiasciwosciach biologicznych chociaz, jak to czesto bywa w badaniach
naukowych, innych niz oczekiwane dziatanie biobojcze. Okazato sie bowiem, ze mgr
Ziemska, dysponujgc odpowiednimi umiejetnosciami i majgc dostep do narzedzi
umozliwiajgcych badanie zaleznosci miedzy strukturg chemiczng zwigzkow
chemicznych a ich aktywnoscig biologiczng, podjeta poszukiwania takich zaleznosci
skupiajgc sie na kinazach aminopeptydowych.

Ta tematyka stata sie przedmiotem pracy doktorskiej mgr Joanny Ziemskiej,
ktora do urzeczywistnienia swoich fascynacji naukowych wybrata narzedzia i metody
stosowane w chemii obliczeniowej. Wyniki tych badan przedstawita w postaci szeregu
publikacji naukowych, ktére zaproponowata jako podstawe doktoratu. W teoretycznym
wprowadzeniu do rozprawy w sposob zwiezly, lecz przy tym wyczerpujacy, opisata
proces projektowania nowej substancji leczniczej zwracajgc uwage na punkty o
znaczeniu krytycznym dla jego przebiegu.

Role kinaz aminopeptydowych w przyspieszaniu proliferacji, a nastepnie
migracji komorek nowotworowych réznych typow raka Doktorantka opisata w pierwszej
publikacji pt. , Tyrosine kinase, Aurora kinase and leucine aminopeptidase as attractive
drug targets in initiating therapy — characterization of their inhibitors”, w ktorej oméwita
znaczenie aminopeptydaz leucynowej, tyrozynowej i kinaz Aurora w cyklu
komorkowym, ze szczegolnym uwzglednieniem procesu nowotworowego. Omawiajgc
te zagadnienia zwrdcita uwage na nadspodziewanie wysokg ekspresje tych enzyméw
towarzyszgcg procesowi nowotworzenia. Podkre$lita przy tym potencjalng role
inhibitorow aktywnos$ci tych enzyméw w leczeniu raka. Artykut ten, ktérego mgr
Ziemska jest pierwszg autorka, stanowi nie tylko wyczerpujgcy przeglad
piSmiennictwa, ale takze wigcza sie w naukowy dyskurs o inhibitorach kinaz jako
potencjalnych lekach przeciwnowotworowych. W tym artykule, opublikowanym w
czasopi$mie Roczniki Panstwowego Zaktadu Higieny w 2016 r. Doktorantka wskazuje
na potrzebe poszukiwan zmierzajgcych do poprawy indeksu terapeutycznego nowych
inhibitorow kinaz aminopeptydowych. Publikacja ta byta cytowana m.in. przez
miedzynarodowy zesp6t badawczy z Uniwersytetow w USA i w Chinach w czasopi$mie
EBioMedicine nalezgcym do grupy Lancet. Pozwala to nabra¢ przekonania, ze wiedza
teoretyczna mgr Ziemskiej, znajomo$¢é tematu i umiejetnoS¢ wigczenia sie do
miedzynarodowego dyskursu naukowego daty dobre podstawy do racjonalnego

sformutowania zadan, jakie zamierzata podjg¢ w najblizszej przysztosci.



Ich cele okreslita jako zaprojektowanie i scharakteryzowanie nowych
inhibitoréw aminopeptydazy leucynowej, jako kandydatéw do dalszych studiow nad
potencjatem tych zwigzkéw w leczeniu raka. Cel ten postanowita osiggng¢ wykonujgc
szereg badan, ktore stanowigc cele posrednie, stopniowo, etapami przyblizaty jg do
mety. Analiza dokonan na poszczegoéinych etapach oraz ich chronologia $wiadczy, ze
Doktorantka dobrze sobie radzi z planowaniem naukowym. Mam tu na mysli
wytyczenie mapy drogowej postepowania, ktéra w jasny spos6b okresla logiczny cigg
poszukiwan, badan i eksperymentow, na koncu ktérej pojawia sie charakterystyka
aktywnosci biologicznej pochodnych izochinoliny wytypowanych do dalszych badan.
Mgr Ziemska zaczeta od utworzenia modelu okreslajgcego przestrzenne
rozmieszczenie atomoéw oraz grup funkcyjnych pochodnych izochinoliny w celu
optymalizacji potencjatu wigzania sie z odpowiednim receptorem aminopeptydazy
leucynowej. Wymagato to wykorzystania wspomaganych komputerowo metod
teoretycznych. Majac juz taki farmakofor Doktorantka przystgpita do wirtualnego
przeszukiwania chemicznych baz danych w celu znalezienia odpowiednich
pochodnych izochinoliny. W nastepnej kolejnosci okreslita najbardziej prawdopodobng
strukture 3D wykorzystujgc do tego celu metode dokowania molekularnego, ktora
umozliwia dopasowanie czgsteczki do miejsca docelowego aminopeptydazy
leucynowej. Uwage zwraca biegto$¢ mgr Ziemskiej w postugiwaniu sie odpowiednimi
programami komputerowymi, a sam opis parametrow oceny usadowienia badanych
zwigzkéw w centrum aktywnym aminopeptydazy leucynowej $wiadczy o jej biegtosci
przy interpretacji wynikow wirtualnego przeszukiwania.

Podobne odczucia towarzyszg podczas lektury opisu nastepnego etapu
poszukiwan, ktorym bylo modelowanie ilo$ciowej zaleznosci pomiedzy strukturg
badanych zwigzkéw a ich aktywnoscig. W tej czesci Doktorantka przeprowadzitg
obliczenia 3D-QSAR wykorzystujgc oprogramowanie umozliwiajagce oszacowanie
oczekiwanego zahamowania aktywnosci aminopeptydazy leucynowej. Doprowadzito
to do wylonienia pochodnych izochinoliny o spodziewanych wilasciwosciach
inhibitorow tego enzymu, jako kandydatéw do dalszych badan. Dalsze etapy badan
wymagaty od Doktorantki dodatkowych umiejetnosci organizacyjnych poniewaz,
niezaleznie od potrzeby zsyntetyzowania wytypowanych metodg 3D-QSAR
pochodnych izochinoliny, konieczne byto przeprowadzenie badan potwierdzajgcych
dziatanie antyproliferacyjne in vitro na r6znych liniach komérkowych i udowodnienie,

ze wynika ono z zahamowania aktywnosci aminopeptydazy leucynowej, a takze
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zbadanie jak wytoniona w tych badaniach czgsteczka oddziatuje na cykl komérkowy i,
co ma w tym przypadku szczegélne znaczenie, czy $mier¢ komorki nastepuje w drodze
apoptozy. Badania te doprowadzity do jednego kandydata (3,3-dikarboksylan 6,8-
dibenzyloksy-3,4-dihydroizochinoliny), ktory miat postuzy¢ jako substancja modelowa,
reprezentujgca wiekszg liczbe pochodnych izochinoliny i ktory mgr Ziemska poddata
kolejnym badaniom, tym razem toksykologicznym, w warunkach in vivo w celu
wykazania ewentualnego dziatania uczulajgcego, draznigcego, zbadania ostrej
toksycznosci dermalnej i po narazeniu drogg pokarmowg. Wreszcie potwierdzita, ze
zwigzek ten hamuje aktywno$¢ mikrosomalnej aminopeptydazy leucynowe;
wyizolowanej z soczewki oka wotu. Wszystkie te badania opublikowata w czasopiémie
Bioorganic and Medicinal Chemistry w jednym bardzo obszernym artykule naukowym,
majgcym fundamentalne znaczenie dla ocenianej rozprawy doktorskiej. W opinii
recenzujgcego materiat opublikowany w tym artykule z powodzeniem wystarczytby na
co najmniej trzy publikacje w dobrych czasopismach naukowych. Nie jest jednak
rzeczg recenzenta ingerowac w strategie publikacyjng Doktorantki.

Oddzielnych publikacji doczekata sie czes¢ teoretyczna, wigczona przez mgr
Ziemskg do cyklu stanowigcego podstawe rozprawy doktorskiej. Mam tu na mysli
opublikowany w czasopi$mie Chemical Papers artykut dotyczacy wykonanych przez
nig badan teoretycznych, w ktérym szczegdlowo przedstawita metodologie
wykorzystang in silico przy projektowaniu serii pochodnych izochinoliny, kwasow
fosfinowego i fosfonowego jako potencjalnych inhibitorow aminopeptydazy
leucynowej, przy dokowaniu molekularnym badanych zwigzkéw do centrum
aktywnego enzymu, utworzeniu farmakoforu, analizie 3D-QSAR, analizie map
konturowych czgsteczek i w koricu obliczeniach umozliwiajgcych okreslenie niektorych
wiasciwoséci toksykologicznych zaprojektowanych czasteczek. Lektura tego artykutu
pozwala zrozumie¢, jak rozleglych poszukiwan wstepnych wymagato przeszukanie
licznych chemicznych baz danych pod katem wytypowania zwigzkow, co do ktérych
mozna byto mie¢ nadzieje, ze spetnig kryteria dokowania do centrum aktywnego
aminopeptydazy leucynowej. Rezultaty wieloetapowego odfiltrowywania in silico
substancji niespetniajacych kolejnych, coraz ostrzejszych kryteriow doprowadzity
Doktorantke do 35 zwigzkéw o bardzo dobrej doktadno$ci dopasowania w modelu 3D-
QSAR i nastepnie do zaledwie 9 dodatkowo zapewniajacych odpowiednig site tego
dokowania wyrazang funkcjg opisujaca wiasciwosci fizykochemiczne kompleksu

receptor-ligand. Badania te zostaty zwienczone kolejng publikacjg ztozong na

4



poczgtku tego roku do czasopisma Molecules i opublikowang juz w kwietniu br. Artykut
dotyczyt dokowania 3,3-dikarboksylanu 6,8-dibenzyloksy-3,4-dihydroizochinoliny do
centrum aktywnego aminopeptydazy leucynowej i zostat zilustrowany grafikami
komputerowymi wygenerowanymi przez oprogramowanie umozliwiajgce wizualizacje
interakcji badanych zwigzkéw z centrami aktywnymi enzymu.

Niezaleznie od tych badan Doktorantka przedstawita wyniki oceny
prawdopodobienstwa, ze badana czasteczka spetni podstawowe wymagania dla leku,
to jest wykaze odpowiednie wiasciwo$ci w badaniach ADME in silico, ktore pozwalajg
przewidywac losy badanej substancji w ustroju. Udokumentowata takze bardzo dobre
dopasowanie pomiedzy wynikami hamowania enzymu w zalezno$ci od stezenia
inhibitora otrzymanymi w drodze eksperymentu i metodg in silico.

Podsumowujgc opis dokonan podczas tych badan warto zwréci¢ uwage na
zasieg przeprowadzonego screeningu, ktory obejmowat poczatkowo ok. 200 milionéw
substancji zgromadzonych w trzech najwiekszych bazach danych chemicznych, by po
kolejnych zawezaniach kryteriéw, otrzyma¢ w koricu jedng pochodng izochinoliny,
ktérg mozna byto wytypowac jako inhibitor aktywnosci aminopeptydazy leucynowe;j,
rokujacy nadzieje na nowg substancje leczniczg w niektérych postaciach raka.

Zaprezentowany jako praca doktorska cykl badan mgr Ziemska zwienczyta
szeScioma wnioskami. Wszystkie one znajdujg potwierdzenie w wynikach
przeprowadzonych badan. Na uwage zastuguje wniosek nr 4, w ktérym wyraza
przekonanie, ze nastepnym etapem prac bedzie synteza najbardziej obiecujgcych
pochodnych izochinoliny i badania in vifro na liniach komorkowych oraz
toksykometryczne na zwierzetach doswiadczalnych. Dobrze to $wiadczy o badaniach,
ktére dajac odpowiedz na pytanie zadane przed ich rozpoczeciem, ukazujg po ich
zakonczeniu kolejne problemy do rozwigzania. Doktorantce mozna tylko
pogratulowac, ze je dostrzegta i zamierza sie z nimi upora¢ w przysztosci.

Nalezy tu jeszcze podkresli¢, ze poszukiwania Doktorantki (wraz z zespotem)
zostaty zwienczone dwoma patentami, polskim i europejskim. Z obowigzku recenzenta
nalezy takze dodac¢, ze we wszystkich publikacjach wytypowanych przez Doktorantke
jako podstawa rozprawy doktorskiej rola mgr Ziemskiej byta wiodaca.

Nie dostrzegtem tez w autoreferacie zadnych usterek, ktére mogtyby wptynaé
na mojg wysokg oceny dotychczasowych dokonan naukowych i praktycznych mgr

Joanny Ziemskiej.



Podsumowujac, z satysfakcjg wyrazam przekonanie, ze przedstawiona do
oceny rozprawa doktorska mgr Joanny Ziemskiej pt.: ,Charakterystyka nowych,
zaprojektowanych metodami chemii obliczeniowej inhibitoréw aminopeptydazy
leucynowey” spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim.

Przedstawiam zatem Wysokiej Radzie Narodowego Instytutu Zdrowia
Publicznego — Paristwowego Zaktadu Higieny wniosek o dopuszczenie mgr farm.
Joanny Ziemskiej do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego i, z uwagi na wysokg
warto$¢ merytoryczng i poznawczg tej pracy, wnioskuije o jej wyrdznienie uzasadniajac
to nowatorskim podejsciem do rozwigzywania probleméw badawczych,
innowacyjnoécig i wysokim poziomem naukowym dorobku naukowego

przedstawionego jako podstawa niniejszej oceny.
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