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Dynamiczny rozwdj gospodarczy, coraz wigksze uprzemystowienie, wiazace sie z tym
skazenie Srodowiska, wspélczesny tryb zycia mieszkancéw aglomeracji miejskich to
wszystko doprowadzilo do bardzo szybkiego rozwoju choréb nazywanych cywilizacyjnymi.
Zaliczamy do nich miedzy innymi choroby ukladu krazenia, w tym chorobe niedokrwienna
serca, nadcisnienie tetnicze, miazdzycg, choroby nowotworowe, cukrzyce, otylosé, choroby
ukfadu oddechowego i inne. Wigkszo$¢ tych chordb jest $cisle zwiazana z ukladem
hemostazy. Sposréd gloéwnych elementéw hemostazy mozna wymienié phytki krwi, $ciane
naczyn krwionosnych, osoczowy uktad krzepniecia, endogenne inhibitory krzepniecia i uktad
fibrynolizy.

Funkcjonowanie uktadu fibrynolitycznego opiera si¢ na proteolitycznej aktywnosci plazminy,
odpowiadajacej przede wszystkim za usuwanie fibryny, przez przeksztalcanie jej do
produktéw degradacji. Ponadto, w warunkach fizjologicznych plazmina pelni znaczaca
funkcje w embriogenezie, angiogenezie oraz w gojeniu ran. Znanym jest fakt wplywu
plazminy na procesy patologiczne, w tym rozwéj miazdzycy, niedokrwienie miesnia
sercowego, stany zapalne oraz odkladanie B-amyloidu w chorobie Alheimera.

Badania z ostatnich lat wskazujq na aktywny udziat uktadu fibrynolitycznego w progresji
nowotworow, w ktérej biatka fibrynolizy odgrywaja istotng role, nie tylko dzieki
bezposredniej aktywnosci proteolitycznej, ale réwniez przez regulacje aktywnosci

metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomérkowe;.



Obecnie zarejestrowane trzy leki dziatajace jako inhibitory plazminy charakteryzuje mala
specyficznos¢ dzialania oraz liczne dziatania niepozadane.

Celem podjetych przez Doktoranta badan bylo poszukiwanie syntetycznego, odwracalnego i
selektywnego inhibitora plazminy.

Do realizacji zalozonego celu zaproponowano synteze na fazie stalej 15 nowych pochodnych
kwasu 6-aminoheksanowego (EACA), zawierajacych peptydowy fragment -Ala-Phe-Lys-
zapewniajacy Wwigzanie si¢ z plazmina, o potencjalnych wiasciwosciach hamujacych
aktywnos¢ plazminy i innych enzyméw uktadu hemostazy.

Praca doktorska przedstawiona do recenzji jest opracowana w sposob klasyczny.
Zawiera czg$¢ teoretyczng, cel pracy, bedacy uzasadnieniem podjecia tematu, czgsé
doswiadczalna, wyniki, dyskusj¢ oraz wnioski.

W czgsci wstepnej Autor opisuje mechanizmy hemostazy. W sposob szczegdlny skupia sie na
opisie aktywatoréw oraz inhibitoréw aktywatoréw plazminogenu, a takze inhibitoréw
plazminy. Ta czg$¢ pracy zostata oparta na 222 pozycjach literaturowych (1), w zdecydowanej
wigkszosci (50%) pochodzacych z obecnego wieku.

Uzasadnienie podjgcia kierunku badan opisane jest w sposéb klarowny.

Analizujac rozdzial poswigcony syntezie chemicznej, daje si¢ zauwazyé bardzo dobre
przygotowanie praktyczne Doktoranta do prowadzenia tego typu badan.

W celu otrzymania nowych zwiazkéw magister Purwin zastosowal metode otrzymywania
peptydow na fazie statej. Jako substratow uzyl fabrycznie przygotowanych Fmoc-
aminokwaséw: Fmoc-Ala-OH, Fmoc-D-Ala-OH, Fmoc-EACA-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH,
Fmoc-Phe-OH oraz trzech no$nikéw polimerowych: zywicy 2-chlorotritylowej do
otrzymywania peptydow w postaci kwasow, zywicy Rink-amidowej do otrzymywania
amidow [-rzgdowych oraz zywicy 1,5-diaminopentylotritylowej do otrzymywania peptydow
w postaci amidéw II-rzgdowych. Odczynnikiem sprz¢gajacym byl TBTU (tetrafluoroboran
O-(benzotriazolo-1-ylo)-1,1,3,3,-tetrametylouroniowy, a przeciwracemizacyjnym HOBt
(hydroksybenzotriazol). Zasada uzywana w reakcji tworzenia wigzania peptydowego bylta
DIPEA (diizopropyloetyloamina). Testami barwnymi uzytymi do identyfikacji I-rzedowej
grupy aminowej byl test chloranilowy i test z wykorzystaniem TNBS (kwas 2.4,6-
trinitrobenzenosulfonowy).

Zsyntetyzowane peptydy zostaly poddane liofilizacji. Scharakteryzowano je oznaczajac ich

temperatur¢ topnienia, czas retencji i mase czasteczkowa.



W wyniku syntezy otrzymano 15 peptydow zawierajacych C-terminalny kwas e-
aminokapronowy. Zwiazki zawieraly na C-koficu: wolng grupe karboksylowa, grupe
amidowa I-rzedowa oraz grupe amidowa Il-rzedows z reszta 1,5-diaminopentylowa.
Nastgpnym etapem pracy byly badania aktywnosci biologicznej in vitro.

Dla wszystkich peptydow oceniono aktywnos¢ antyamidolityczng wobec szesciu enzymow z
grupy proteaz serynowych — plazminy, trombiny, tPA, uPA, kalikreiny oraz trypsyny. Opis
eksperymentu przedstawiony w pracy pozwala wnioskowaé, iz Doktorant sam wykonywat
badania  biologiczne, co jest godne podkreslenia. Wykonano rowniez  test
tromboelastometryczny na krwi pelnej badajagc wplyw zsyntetyzowanych zwiazkéw na
krzepnigcie i fibrynolizg. Sprawdzono ponadto, wplyw otrzymanych peptydéw na
przezywalno$¢ fibroblastow, komorek raka okreznicy linii DLD-1 oraz komérek raka
piersi linii MCF-7 i MDA-MB-231.

Na podstawie wynikéw hamowania aktywnosci enzymoéw (Tab. 14-19) wyznaczono wartosci
[Cso. Sposréd 15. otrzymanych peptydéw, 12 hamowalo aktywno$é plazminy o wartosciach
stgzei ICsp  od 0.02 do 11.39 mM. Hamowanie trombiny wykazywaty 4 zwiazki o
wartosciach ICsg od 3.85 do 7.59 mM, tPA 3 zwigzki o wartosciach ICsy od 6.48 do 17.64
mM oraz urokinazy 3 zwigzki o warto$ciach ICsq 0d 2.61 do 3.38 mM.

Sposréd badanych zwiazkéw najaktywniejszym inhibitorem plazminy byt amid H-D-Ala-
Phe-Lys-EACA-NH2 (7) (IC50 = 0.02 mM), natomiast najaktywniejszym inhibitorem
trombiny peptyd o tej samej sekwencji, lecz z wolng grupa karboksylowa H-D-Ala-Phe-Lys-
EACA-OH (2) (ICsp = 3.85 mM), najaktywniejszym inhibitorem tPA okazat si¢ peptyd H-D-
Ala-Phe-EACA-OH (4) (ICso = 6.48 mM), natomiast najaktywniejszym inhibitorem uPA
peptyd H-Ala-Phe-EACA-NH2 (10) (ICso = 2.61 mM).

Na podstawie doniesien literaturowych autor stwierdzit, iz najwyzsza aktywno$é biologiczna
zwigzku 7. wobec plazminy spowodowana jest prawdopodobnie najlepszym dopasowaniem
struktury do centrum aktywnego plazminy. W tym miejscu nalezy dodaé, iz moze warto
byloby przeprowadzi¢ badania in silico w celu potwierdzenia tej hipotezy.

Biorac pod uwagg réznorodna struktur¢ otrzymanych inhibitoréw bylo mozliwe
wyprowadzenie zalezno$ci pomigdzy strukturg peptydéw a aktywnoscia plazminy i innych
proteaz. W przypadku peptydow z wolng grupa karboksylowa najsilniejsze hamowanie
plazminy wykazywal peptyd H-D-Ala-Phe-Lys-EACA-OH (2) o wartosci inhibicji 78% w
maksymalnym st¢zeniu 20 mM. Jednoczesnie peptyd 2. by} najbardziej aktywny wobec
trombiny; wykazywal hamowanie tego enzymu w 64%. Zaobserwowano, ze usuniecie z

sekwencji lizyny spowodowato catkowita utratg aktywnosci tylko w przypadku peptydu H-
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Ala-Phe-EACA-OH 5, zawierajacego L-alanine, natomiast w przypadku peptydu 4, z alaning
w konfiguracji D, aktywno$¢ ulegla tylko obnizeniu.

Amidy peptydow 6-9 wykazywaly najwyzsza aktywno$¢ wobec plazminy. Najwyzszy
procent hamowania plazminy (94%) wykazywat peptyd H-D-Ala-Phe-Lys-EACA-NH2 (7)
bedac jednoczesnie najaktywniejszym zwiazkiem w calej zsyntetyzowanej serii. RoOwniez w
tej grupie zaobserwowano, ze usuniecie z sekwencji lizyny spowodowalo catkowita utrate
aktywnosci tylko w przypadku peptydu 10., zawierajgcego L-alanine.

Kolejna seri¢ zwiazkéw stanowily peptydy zawierajace amid Il-rzedowy z resztg 1,5-
diaminopentylowa. Midura-Nowaczek i wsp. zaproponowali wprowadzenie do struktur
peptydowych inhibitoréw  plazminy reszte 1,5-diaminopentylowa, jako forme
zdekarboksylowanej lizyny — kadaweryng. Rozwazania nad tego typu fragmentem oparto na
badaniach inhibitoréw trombiny zawierajacych C-terminalng argining, w ktérych w  jej
miejsce wprowadzono zdekarboksylowang strukture — agmatyne.

Zsyntetyzowane zwiazki 11-14 hamowaly plazming w podobnych warto$ciach inhibicji
okoto 80%. Najaktywniejszym peptydem tej serii wzgledem plazminy byl H-D-Ala-Phe-Lys-
EACA-NH-(CH2)5SNH2 (12) z wartoscig ICsp = 1.11 mM. Usuniecie lizyny uniemozliwia
hamowanie enzymu.

Nastepnie przeanalizowano sekwencj¢ -Ala-Phe-EACA-. Tripeptydy z tej grupy réznily sie
od poprzednio opisanej brakiem lizyny (peptydy 4, 5, 9, 10, 14 i 15) w stosunku

do najdiuzszej omawianej sekwencji -Ala-Phe-Lys-EACA- . W tej serii zwiazkéw
zaobserwowano zanik hamowania aktywnosci plazminy przez peptydy zawierajace L-Ala w
P3. Tetrapeptydy -Ala-Phe-Lys-EACA, zawierajace zarowno D- jak i L-Ala - hamowaly
aktywnos¢ plazminy w granicach 80-90%, natomiast usuniecie z sekwencji lizyny
spowodowato znaczace obnizenie tej aktywnosci tylko w przypadku tripeptydéw z L-Ala.
Przeanalizowano réwniez sekwencje -Phe-Lys-EACA- (peptydy 1, 6 i 11), ktora zostala
pozbawiona N-terminalnej alaniny w stosunku do najdiuzszej omawianej sekwencji -Ala-Phe-
Lys-EACA- . W tej serii zaobserwowano hamowanie plazminy w granicach 60-75%.
Najaktywniejszym peptydem tej grupy byt zwigzek H-Phe-Lys-EACA-NH2 (6) o wartosci
stezenia ICso = 1.43 mM. Obnizenie aktywnosci tego typu peptydéw uzasadnia koniecznosé
obecnosci w sekwencji niewielkiej nierozbudowanej przestrzennie hydrofobowej reszty
alaniny do wigzania si¢ z plazmina.

Przeprowadzono réwniez poréwnanie aktywnosci niektérych zsyntetyzowanych peptydow z
danymi dostgpnymi w literaturze, dotyczacymi analogicznych peptydéw niezawierajacych

kwasu e-aminokapronowego.



Ze wzgledu na udowodniony wptyw kwasu e-aminokapronowego na aktywno$é
fibrynolityczna, zsyntetyzowane peptydy, zawierajace tenze kwas w swojej strukturze
poddano testowi tromboelastometrycznemu. Test ten miat na celu zbadanie wpltywu peptydoéw
na kinetyke powstawania i stabilno$¢ skrzepu w krwi pelnej ludzkiej. Badane wybrane
zwigzki w tescie tromboelastometrycznym praktycznie nie wptywaly na parametry
krzepnigcia.

Peptyd -Ala-Phe-Lys- wprowadzano do struktury prolekéw rozpoznawanych przez plazming
w celu selektywnego wzmocnienia aktywnosci przeciwnowotworowej oraz zmniejszenia
dziatan niepozadanych. Miato to miejsce np. w przypadku: doksorubicyny, kamptotecyny,
paklitakselu, daunorubicyny oraz metotreksatu. Biorac pod uwage, iz taka sama sekwencja -
Ala-Phe-Lys- jest obecna w zsyntetyzowanych peptydach wykonano réwniez badania
wplywu peptydéw na komorki zdrowe — fibroblasty oraz komoérki zmienione nowotworowo -
komérki raka okreznicy linii DLD-1, komérki raka piersi linii MCF-7 oraz MDA-MB-231.
Opisywane peptydy nie wykazywaly dzialania cytotoksycznego na komoérki zdrowe i
nowotworowe. Wyniki te z jednej strony rozczarowujace, ale z drugiej, moga postuzy¢ jako
baza do przyszlych syntez w kierunku tejze aktywnosci.

Podsumowujac, praca jest napisana poprawnym jezykiem. Zawiera 122 strony, 45 rycin, 24
tabele oraz obejmuje 249 odpowiednio dobranych pozycji literaturowych. Praca mgr Macieja
Purwina jest przyktadem dobrze zaplanowanej i wykonanej pracy badawczej. Autor
przeprowadzit obszerng dyskusje wynikéw choé, co rzuca si¢ w oczy, brak dyskusji na temat
najwazniejszej czgsci tej pracy, a mianowicie syntezy wykonanej osobiscie przez Doktoranta.
Moze warto byloby podkresli¢ zalety syntezy na nosniku, celowo$¢ zastosowania konkretnej
zywicy, jak tez strategii. W zaden sposob nie umniejsza to jednak wartodci pracy. Uzyskane
wyniki pozwola na racjonalne zaplanowanie syntez kolejnych selektywnych inhibitoréw
plazminy.

Pragne ponadto zaznaczy¢, iz Doktorant jest wspolautorem dwoch publikacii tematycznie
zwigzanych z rozprawa doktorska.

Reasumujgc, stwierdzam, ze praca mgr Purwina spetnia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim, w zwiazku z tym mam zaszczyt przedstawié Wysokiej Radzie Wydziatu
Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w
Bialymstoku wniosek o dopuszczenie mgr Macieja Purwina do dalszych etapdéw przewodu

doktorskiego.



