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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej pt: ,Synteza i badania biologiczne
pochodnych kwasu 6-aminoheksanowego jako potencjalnych

inhibitoréw plazminy” autorstwa mgr. Macieja Purwina

Pojecie hemostazy odnosi si¢ do zespotu mechanizméw obronnych organizmu,
majacych na celu utrzymanie plynnosci krwi krazacej oraz ochrong przed jej utrata
w wyniku przerwania ciagtosci naczyn krwionosnych. Uklad ten odgrywa rowniez znaczaca
role w regulacji funkcji lozyska naczyniowego. a takze mechanizméw odpornosciowych
ustroju. O prawidlowo funkcjonujacej hemostazie méwimy wtedy, gdy zachodzi rownowaga
pomigdzy czynnikami aktywujgcymi oraz hamujacymi procesy krzepnigcia. Wymaga to
zaangazowania wielu ukladéow i stanowi wypadkowa funkcjonowania bardzo
skomplikowanych i zlozonych mechanizméw. W tym, wspoltdziatania naczyn krwionosnych
i przylegltych tkanek, ptytek krwi, bialek ukladu krzepnigcia i ukfadu fibrynolitycznego,
inhibitorow i aktywatoréw bialek ukladu antykoagulacyjnego oraz uktadu fagocytarnego,
monocytéw i granulocytéw obojetnochtonnych. Wedtug teorii funkcjonalnej, hemostaza jest
procesem tréjfazowym, w sktad ktérego wehodza:

- hemostaza pierwotna, gdzie w wyniku zaangazowania naczyn oraz plytek dochodzi do
wytworzenia czopu plytkowego w miejscu uszkodzenia naczynia:

- procesy krzepniecia, ktore w wyniku aktywacji przez szereg czynnikow takich jak czynnik
tkankowy (TF), czynniki osoczowe oraz plytkowe (PF3) doprowadzaja do wytworzenia
fibryny wzmacniajacej czop ptytkowy i powstaje skrzep ostateczny;

- fibrynoliza, w efekcie ktorej dochodzi do rozpuszczenia skrzepu.
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Fizjologicznie, wszystkie te procesy sa ze soba nierozerwalnie pofaczone, a giownym
aktywatorem krzepnigcia w ustroju jest czynnik tkankowy (TF) pochodzacy z uszkodzonych
tkanek lub zwiazany z monocytami. Istota procesu krzepnigcia jest przeksztalcenie
rozpuszczalnego biatka — fibrynogenu, w poczatkowo rozpuszczalng i niestabilng fibryne,
a nastepnie w nierozpuszczalng sie¢ fibryny. Powstanie skrzepu fibrynowego jest procesem
wieloetapowym. Pod wplywem trombiny (osoczowego czynnika krzepnigcia Ila) dochodzi do
odszczepienia krotkich fragmentéw podjednostek o i B fibrynogenu, spontaniczne;
polimeryzacji i wytworzenia fibryny labilnej. W kolejnym etapie przy udziale czynnika XlIlIIa
i jonoéw Ca®" powstaja usieciowane oligomery fibryny stabilnej.

Naturalng przeciwwaga dla proceséw krzepnigcia stanowi uklad fibrynolityczny.
Podstawowa funkcja tego ukladu jest usuwanie fibryny oraz utrzymanie przeptywu krwi.
Glownym biatkiem fibrynolizy jest plazminogen, proenzym, ktory aktywowany jest do
aktywnej proteazy serynowej — plazminy. Specyficznymi substratami dla plazminy sa fibryna
oraz fibrynogen, ktére pod jej wplywem rozpadaja si¢ na niskoczasteczkowe fragmenty
peptydowe. Procz wczesniej wymienionych, specyficznymi substratami dla plazminy sa
réwniez czynnik wzrostu $rédblonka (VEGF), witronektyna, kolagenaza, fibronektyna,
sktadniki dopetniacza C3/C5, osteokalcyna czy tenascyna C. Dlatego tez, plazminogen oraz
aktywne formy plazminy odgrywaja wazne funkcje nie tylko w utrzymaniu hemostazy, ale
rowniez w degradacji przestrzeni miedzykomoérkowych, migracji komorek (w tym
nowotworowych), leczeniu ran oraz w stanach zapalnych. Ponadto udowodniony zostal
wplyw plazminy na procesy patologiczne takie jak rozw6j miazdzycy, niedokrwienie migsnia
sercowego, odkiadanie B-amyloidu w chorobie Alzheimera, a takze wzrost guzow czy tez
powstawanie przerzutow nowotworowych.

Inhibitory plazminy od lat sa stosowane w leczeniu zdarzen krwotocznych.
W szczegdlnosci w przypadku nasilonej fibrynolizy oraz zwiazanych z nig efektami
ubocznymi. Substancje te, znalazty rowniez zastosowanie w terapii wspomagajacej w zespole
rozsianego wykrzepiania wewnatrznaczyniowego (DIC). Inhibitory plazminy, ze wzgledu na
zrédlo pochodzenia, dzieli si¢ na naturalne oraz syntetyczne. Inhibitory naturalne to
substancje biatkowe pochodzenia endogennego badz egzogennego, ktére wykazuja zdolnos¢
do hamowania plazminy i/lub innych proteaz serynowych. Inhibitory endogenne wyst¢puja
fizjologicznie w ukladzie krwiono$nym czlowieka i sa to np. o- antyplazmina, o>-

makroglobulina, o;- antytrypsyna, inhibitor fibrynolizy aktywowany trombing (TAFI),
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antytrombina III czy tez trombospondyna. Do naturalnych inhibitoréw egzogennych zalicza
sie zwiazki pochodzenia bakteryjnego, roslinnego oraz zwierzgcego. Wsrdd nich wymienic
nalezy takie  substancje jak  aprotynina  (inhibitor  trypsyny  pochodzacy
z trzustki bydlecej) czy leupeptyna — bakteryjny inhibitor proteaz pozyskany ze szczepu
Streptomyces roseus. Wéréd innych naturalnych i egzogennych inhibitoréw plazminy
wymieni¢ mozna zwiazki takie jak tekstylina-1 wyizolowana z jadu weza australijskiego czy
tryptogalinina znajdujaca si¢ w §linie kleszcza Ixodes scapularis. Do syntetycznych
inhibitoréw plazminy zalicza si¢ substancje dzialajace na centrum aktywne plazminy oraz
substancje hamujace aktywnos¢ proteolityczng i amidolityczng. Wsr6d nich wymieni¢ nalezy
inhibitory fibrynolizy takie jak kwas e-aminokapronowy (EACA), kwas traneksamowy
(AMCHA) czy kwas p-aminometylobenzoesowy (PAMBA). Modyfikacje w obrgbie
maloczasteczkowych  antyfibrynolitykéw  zaowocowaty — opracowaniem  pochodnych
oddziatywujacych z centrum aktywnym plazminy. Wéréd nich nalezy wymieni¢ pochodne
aminokwaséw argininy i lizyny, krotkie peptydy, amidy lizyny, pochodne aldehydowe,
nitrylowe oraz inhibitory typu OS. Obecnie zarejestrowane sa tylko trzy leki dzialajace jako
inhibitory plazminy i sa to aprotynina, kwas g-aminokapronowy (EACA) oraz kwas
traneksamowy (AMCHA).

Celem przedstawionej do recenzji pracy bylo poszukiwanie syntetycznego,
selektywnego i odwracalnego inhibitora plazminy, ktéry moglby znalezé zastosowanie
w terapii chor6b zwigzanych z dysfunkcjg krzepnigcia krwi oraz leczenia uposledzonego
gojenia ran, stanéw zapalnych oraz nowotworéw. W ramach realizowanych zadan
badawczych zsyntezowano 15 nowych peptydéw — pochodnych kwasu e-aminokapronowego
(EACA) posiadajacych fragment aminokwasowy wykazujacy powinowactwo do plazminy
(-Ala-Phe-Lys-). Wszystkie uzyskane zwigzki wykazywaly zdolno$¢ do hamowania
aktywnosci plazminy, jednoczesnie nie wykazujac cytotoksycznosci wobec badanych linii
komorek fibroblastéw oraz linii komérek nowotworowych. W rezultacie wytypowany zostal
peptyd: H-D-Ala-Phe-Lys-EACA-NH,, ktéry moze zosta¢ wykorzystany jako selektywny
inhibitor plazminy i substancja o potencjalnym dziataniu leczniczym.

Rozprawa doktorska mgr. Macieja Purwina przygotowana zostala zgodnie
z wymaganiami stawianym tego typu pracom. Obejmuje 99 stron tekstu, w tym 45 rycin i 24
tabele. Pismiennictwo liczy 249 pozycji, z czego wigkszo$¢é to publikacje zagranicznych

renomowanych czasopism. Uklad pracy jest klasyczny i obejmuje: Wstep (str. 5), Czgs¢
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teoretyczng (str. 7 — 46), Cel pracy (str. 47), Czgs$¢ doswiadczalng (str. 48 — 65), Wyniki (str.
66 — 86), Dyskusje (str. 88 — 103) oraz Wnioski (str. 104). W pracy ujgte zostaly rowniez:
Spis tresci, Wykaz uzywanych skrotéw oraz Streszczenie w jezyku polskim oraz angielskim
(str. 105 — 106).

W czesci teoretycznej mgr Maciej Purwin przedstawia w sposob uporzadkowany
i przejrzysty teori¢ dotyczaca hemostazy. Po kolei opisywane sa mechanizmy lezace
u podstaw zachowania réwnowagi ukladéw krzepnigcia oraz fibrynolizy. Dodatkowym
atutem sa ryciny i tabele porzadkujace i ilustrujace opisywane procesy. Przedstawiona w tej
cze$ci teoria pozwala na wprowadzenie czytelnika w tematyke realizowanych badan
w ramach rozprawy doktorskiej. Cel pracy przestawiony zostal jasno i precyzyjnie.

W czesci doswiadczalnej skrupulatnie opisane zostaly wykonane badania. Syntezy
przeprowadzono z wykorzystaniem metodologii Fmoc/tBu, metodami powszechnie
stosowanymi w chemii peptydéw. Procesy syntezy, oczyszczania oraz analiz wykonano
poprawnie. W tym kontek$cie pragne zwroci¢é uwage, Ze opisy na stronie 61 sa
prawdopodobnie pomylka Autora, gdyz nie oczyszczal On na kolumnie analitycznej i nie
analizowal na kolumnie preparatywnej (Autor pomylil kolumny na etapie pisania pracy
doktorskiej). Bledem jest stosowanie samej wody jako eluentu wyjsciowego w chromatografii
RP-HPLC (chyba, ze posiada si¢ specjalne do tego celu kolumny).

Z obowiazku Recenzenta pragne nadmienié, iz rozprawa nie jest pozbawiona blgdow
jezykowych i stylistycznych. Na stronie 21 Autor wymieniajac rodzaje bakterii
odpowiedzialnych za aktywacje¢ plazminogenu powinien zastosowa¢ Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp.. a nie ,.Staphylococci” czy ,.Streptococci”. Na tej samej stronie rowniez
powinno byé: ,Domeny typu Kringle” zamiast ,domeny kringle”. W calej pracy Autor
w zapisie utamkow dziesietnych stosuje kropke zamiast przecinka, co jest niepoprawne. By
nadaé przejrzystosci przedstawionych danych, nalezaloby zwréci¢é uwage na format zapisu
liczbowego. Sugeruje sig, by zamiast wielokrotnie powtarzanych zer po przecinku stosowac
wykladniczy zapis utamkéw dziesietnych lub zmiane przedrostka jednostek (np. w Tabeli 4,
czy tez dane na stronie 43). Autor nie ustrzegl si¢ réwniez przed popeinieniem bigdow
interpunkcyjnych, czy tez literowek. Bledy wspomniane powyzej nie ujmujg jednak wysokiej
warto$ci merytorycznej pracy.

W ocenie Recenzenta badania biologiczne zostaly wykonane poprawne, a dotyczyly

one — badan in vitro aktywnosci amidolitycznej plazminy, trombiny, tPA (tkankowego
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aktywatora plazminogenu), uPA (urokinazowego aktywatora plazminogenu), kalikreiny oraz
trypsyny, zas dla plazminy, takze badan wplywu peptydow na aktywnos¢ fibrynolityczna.
Testy cytotoksycznos$ci wykonano w obecnosci MTT w stosunku do fibroblastéw komorek
nowotworowych okreznicy (linia DLD-1) oraz linii komérek nowotworowych piersi (MCF-7
oraz MDA-MB-231). Ponadto przeprowadzono réwniez badania nad wptywem otrzymanych
zwigzkow na kinetyke powstawania i stabilnosci skrzepu.

Na podstawie uzyskanych wynikow mgr Maciej Purwin sformutowal 5 wnioskow.
Autor podsumowat realizowane przez siebie badania. Podkreslil, ktore z badanych zwigzkow
charakteryzowaly si¢ wyzsza aktywnoscig fibrynolityczna, a ktére wyzszym powinowactwem
wobec plazminy. We wniosku 4 autor zasugerowal, iz za brak toksycznosci uzyskanych
pochodnych odpowiedzialna jest obecno$¢ C-terminalnego kwasu g-aminokapronowego
(EACA) i podkreslit mozliwy zwigzek jego obecnosci ze wzrostem przezywalnosci komorek.

Ogblna ocena pracy doktorskiej na stopien doktora nauk farmaceutycznych
mgr. Macieja Purwina jest pozytywna i spelnia wszelkie warunki okreslone w Art. 13 ust. 1
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki, z pézniejszymi poprawkami z 2014 r. (Dz. U. Poz 1852). Jednoczesnie
wnioskuje o dopuszczenie przez Wysoka Rade Wydzialu Farmaceutycznego z Oddzialem
Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku mgr. Macieja Purwina

do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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