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Recenzja rozprawy doktorskiej

Mgr Rafala Lukajtisa pt. ,,Projektowanie, chemiczna synteza oraz
badania aktywnoSci inhibitor6w proteinaz serynowych”

Proteinazy to grupa enzymoéw proteolitycznych odpowiedzialnych za hydrolize wigzania
peptydowego. Ich dzialanie nierozerwalnie wigze si¢ z funkcjonowaniem biatek — to one poprzez
odpowiednie przetwarzanie bialek wywolujg ich aktywacj¢ badz dezaktywacj¢ przekladajgc to
bezposrednio na ich aktywno$¢ biologiczng. Sposréd wielu istotnych funkcji, jakie proteinazy
pelnig w organizmie mozna wymieni¢ chociazby procesy zwigzane z aktywacjg wielu
bioaktywnych sekwencji, wptyw na dziatanie uktadéw: immunologicznego, trawiennego, krazenia,
nie wylaczajac z tego ukladu nerwowego. Mozna $miato zaryzykowaé stwierdzenie, ze ich rola
rozpoczyna si¢ juz w momencie zaplodnienia dajacego poczatek nowemu zyciu, a koficzy sie w
procesach apoptozy, czyli naturalnych procesach zaprogramowanej $mierci komérek. Najlepiej
opisang grupg enzymo6w proteolitycznych sg proteinazy serynowe. Zwigzane jest to zaréwno z
faktem, Ze stanowig one najliczniejsza grupg enzymow ale rowniez z ich kluczowsg rola, jaka petnia
w organizmach zywych. Dla zapewnienia pelnej kontroli proceséw proteolitycznych zachodzacych
w naszych organizmach konieczna jest mozliwos¢ regulacji aktywnosci katalitycznej enzyméw. W
przyrodzie proces ten odbywa si¢ przy pomocy substancji hamujacych ich dziatanie zwanych
inhibitorami. Odpowiednie manipulacje w obrgbie struktury inhibitora daja mozliwosé
potencjalnego wykorzystania go jako narzedzia diagnostycznego w badaniu proceséw
przebiegajacych z udzialem enzymow, ale takze kazg postrzega¢ tak zmodyfikowane zwiazki jako
narzgdzia terapeutyczne stosowane w chorobach spowodowanych nieprawidtowym ich
funkcjonowaniem.
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Przedstawiona do recenzji praca zrealizowana zostala w Katedrze Chemii Bioorganicznej,
Wydzialu Chemii UG, kierowanej przez prof. Krzysztofa Rolke¢ pod kierunkiem dr hab. Adama
Lesnera, prof. nadzw. UG. Od wielu lat tematyka realizowana przez zesp6t Pana Profesora Rolki
zwigzana jest z poszukiwaniem zaréwno substratow jak i inhibitorow proteinaz serynowych.
Intensywne badania skutkowaly dokonaniem wielu ciekawych odkryé, czego dowodem jest
ogromna liczba prac naukowych opublikowanych przez grupe badawczg. Opisane w rozprawie
doktorskiej badania sg kontynuacjg poszukiwan efektywnych i selektywnych inhibitor6w proteinaz
serynowych. W swojej pracy mgr Rafat Lukajtis skoncentrowat si¢ na modyfikacji struktury trzech
inhibitor6w pochodzenia naturalnego: SFTI-1 — wyodregbnionego z nasion stonecznika oraz OGTI i
HV-BBI - wyodrgbnionych z wydzielin skor ptazéw (zab: Odorrana grahami i Huia versabilis).
Poprzez wprowadzenie do ich czasteczek réznych kodowanych aminokwaséw, fragmentéw
peptoidowych (zawierajacych reszty glicyny z réznie podstawionym atomem azotu) oraz
' pochodnymi i mimetykami proliny postanowil oceni¢ wpltyw zaproponowanych modyfikacji na
powinowactwo, selektywno$¢, odpornos¢ proteolityczng oraz aktywnos$¢ inhibitorows (wobec
bydlecej a-chymotrypsyny, bydlecej B-trypsyny i innych wybranych proteinaz serynowych) tak
otrzymanych analogéw. Dodatkowo dzigki wspélpracy z dr Marcinem Sienczykiem z Zakladu
Chemii Medycznej i Mikrobiologii Politechniki Wroctawskiej, poza jednym wszystkie pozostate
analogi zostaly przebadane pod katem aktywnosci antydrobnoustrojowej (wobec Escherichia coli i
Staphylococcus aureus), natomiast dzigki wspétpracy z dr Michatem Pikulg z Zaktadu Immunologii
Klinicznej i Transplantologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego cztery z analogéw zostaly
przebadane pod katem cytotoksycznosci. W sumie w trakcie realizacji prac zostalo
zaprojektowanych, zsyntezowanych i przebadanych 45 analogéw. W tym miejscu pierwsza uwaga
krytyczna — ani w samej pracy ani w zalacznikach nie znalazlem bezposrednich informacji
dotyczacych charakterystyki otrzymanych zwigzkow.

Rozprawa doktorska mgr Rafala Lukajtisa podzielona jest na dziewi¢é rozdziatéw
poprzedzonych spisem tresci i wykazem stosowanych skrétow. Tekst pracy przedstawiony jest na
137 stronach maszynopisu, opatrzonych trzydziestoma czterema rysunkami, dwudziestoma
czterema tabelami (tutaj kolejna uwaga, czy tez pytanie — dlaczego sa one nazywane w tekscie
(chociaz nie zawsze) tablicami?). Prac¢ konczy rozdziat zatytulowany ,,Wykaz literatury”, kt6ry
liczy 150 pozycji. Jest on obszerny, poniewaz wszystkie zacytowane pozycje literaturowe zostaty
przytoczone z tytutami. Musze przyznaé, ze znacznie utatwilo mi to poruszanie si¢ po pracy i
dotarcie do kilku z nich. O ile rozdziaty: (VI) ,,Dorobek naukowy”, (VII) ,,Spis rysunkéw”, (VIII)
,»Opis tablic” i wymieniony wczesniej (IX) nie wymagaja komentarza chcialbym przez chwilg

zatrzymaC si¢ przy czterech pozostatych. Wiasciwy tekst dysertacji rozpoczyna si¢ rozdzialem



zatytulowanym ,,Cze$¢ literaturowa” (I) obejmujacym 43 strony. Jest to swego rodzaju
wprowadzenie w tematyke badawczg pracy. Doktorant charakteryzuje w kolejnych podrozdziatach i
podpodrozdziatach inhibitory proteinaz, mechanizmy inhibicji, peptydy o wlasciwosciach
inhibitorowych i antydrobnoustrojowych wyizolowane z plazéw i wreszcie definiuje peptoidy i
peptomery w kontekscie planowanych syntez.

Kolejny rozdziat zatytulowany ,,Cel pracy” (II) jest w praktyce informacja o sposobie
realizacji zadan badawezych. Na szesciu stronach Doktorant doktadnie informuje jakie zabiegi w
obrgbie jakich peptydéw zostana przeprowadzone i jakich spodziewa sie rezultatow. Opis
przeprowadzonych eksperymentéw i omoéwienie wynikéw zawarte sg w dwdéch kolejnych
rozdziatach zatytutowanych odpowiednio ,,Badania wiasne” (III) i ,,Wyniki i dyskusja” (IV). W
pierwszym z nich znajdujemy bezposrednie odniesienie do zastosowanych technik i sposobu
przeprowadzenia eksperymentéw. Podzielony on zostal na trzy podrozdzialy poswigcone
odpowiednio: syntezie i oczyszczaniu zwigzkéw, badaniom kinetycznym — w czesci tej znalazly sie
dokladne opisy wyznaczania réwnowagowych statych asocjacji i wreszcie opisom badan
biologicznych. ,,Wyniki i dyskusja” odnosza si¢ bezposrednio do efektéw uzyskanych poprzez
modyfikacje ~wprowadzone w obrgbie trzech naturalnie wystepujacych inhibitoréw.
Podsumowaniem catosci badan, a wihasciwie efektow uzyskanych w trakcie ich realizacji jest
rozdziat (V) ,,Podsumowanie i wnioski”. W rozdziale tym Pan Rafat w punktach przedstawil
najwazniejsze osiggnigcia swojej pracy. Niewatpliwie jednym z nich sg wyniki prac uzyskane dla
analogéw SFTI-1. Zaprojektowanie serii analogéw modyfikowanych w pozycji P resztami B-
aminokwaséw doprowadzilo do uzyskania silnych i stabilnych proteolitycznie inhibitoréw bydlece;j
P-trypsyny i a-chymotrypsyny. Na uwagg zastuguja réwniez wyniki badan poswiecone wplywowi
charakteru reszt aminokwasowych w pozycjach Py i Py’ i cyklizacji tego fragmentu czasteczki na
stabilno$¢ proteolityczng analogéw. Z kolei pochodne Pro wprowadzane w kluczows dla
aktywnosci pozycje P;’ inhibitora poprawily co prawda jego stabilnosé proteolityczna,
spowodowaly jednak zmniejszenie aktywnosci inhibitorowej. Zabiegi przeprowadzone w obrebie
inhibitoréw wyodrebnionych z wydzielin skéry zab nie doprowadzily do uzyskania zwigzkow o
interesujgcych wiasciwosciach.

Analizujac opisane w dysertacji eksperymenty pod katem oceny warsztatu naukowego
Doktoranta nalezy wystawi¢ mu wysoka notg. Pan mgr Lukajtis wykazat sie jako bardzo sprawny
chemik syntetyk otrzymujgc kilkadziesiat, czasami skomplikowanych jezeli chodzi o ich synteze,
zwigzkéw. Z nielicznymi wyjatkami (sam wymienia je w tekécie jako problematyczne syntezy)
analogi zostaly otrzymane z dobrymi wydajnosciami (zakladam, ze tak bylo, chociaz jak

wspomnialem wezesniej w pracy brak danych na ten temat) i wykorzystane do dalszych testéw i



oznaczen. Doktorant, oprocz sprawnej pracy W ,mokrym” laboratorium chemicznym, dat si¢
réwniez poznaé jako naukowiec cechujacy si¢ znajomosciag wielu technik analitycznych, ktore
pozwolity mu zweryfikowa¢ uzyskane wyniki. Na szczegblng uwage zashuguje tu znajomos¢
spektrometrii mas, technik chromatograficznych i kinetyki enzymatycznej. Na pewno praca w
do$wiadczonym zespole naukowym pomogia mu zdoby¢ wiedze i umiejgtnosci w tak szerokim
sakresie. Nie mozna tez nie doceni¢ checi poszerzenia informacji o wiasciwosciach uzyskanych
analogéw o ich aktywnos¢ antydrobnoustrojowa i cytotoksycznos¢ — stad inicjatywa wspoipracy z
osrodkami w Tréjmiescie i we Wroctawiu.

Z racji obowiazku jaki spada na recenzenta muszeg wytkngé réwniez pewne stabe strony
rozprawy doktorskiej mgr Rafata Lukajtisa. O ile co do poziomu i jakosci przeprowadzonych badan
oraz co do wynikéw uzyskanych w trakcie ich realizacji nie mozna mie¢ wigkszych zastrzezen, o
tyle sama praca, a w szczegblnosci jej strona edytorska pozostawia wiele do zyczenia. W pracy
znalaztem wiele literowek, bledow stylistycznych i interpunkcyjnych, ktore kontrastujg z poziomem
naukowym pracy. Mam wrazenie, ze W trakcie przygotowywania rozprawy zabrakio czasu na
staranng jej korektg. Nie zmienia to oczywiscie w zaden sposéb rangi i znaczenia
przeprowadzonych eksperymentow, pozostawia jednak pewien niedosyt co do oceny catosci. Nie
bede w tym miejscu wskazywat wszystkich brakujacych przecinkow (chociaz ze wzgledu na fakt,
e dla Pana Rafala nie zawsze bylo oczywistym stawianie go nawet przez sfowem ,ktory” mozna
tych brakéw znalezé sporo) z obowiazku recenzenta przytocze jednak kilka niefortunnych
sformutowan:

str. 27 ,,W petli cykliczne;j...”

str. 33 ,,Jiang i wspétpracownicy zaproponowali zastapienie w czasteczce inhibitora mostka
disulfidowego na mostek etylenowy oraz olefinowy.”

str. 34 ,Rozmiar, czy inaczej moéwigc ilos¢ aminokwasow niezbednych utworzenie
czasteczki, przektada si¢ bezposrednio na koszt syntezy takiego zwigzku.”

str. 34 ,Synteza chemiczna dwoch analogéw SFTI-1...doprowadzita do otrzymania
zwiazkéw o bardzo duzej stabilnodci proteolitycznej, lecz mniejszej 100 krotny spadek statej
inhibicji.”

str. 35 ,Badania grupy brytyjskiej doprowadzily do selekcji, ktéra wydajnie hamowata
enzymy o tej specyficznosci ze stalg...”

str. 36 ,.Ze wzgledu na mozliwo$¢ otrzymywania na drodze syntezy chemicznej, jak i
ekspresji w systemach biologicznych od potowy XXI wieku SFTI-1 lezy w centrum zainteresowan

wielu grup badawczych.”



str. 105 ,,Wyznaczajac rownowagowe state asocjacji tak otrzymanych zwigzkach (tablica
22) okazalo sig, ze jedynie analog 44 okazat si¢ zupelnie nieaktywny w stosunku do wszystkich
trzech proteinaz.”

Dorobek naukowy mgr Rafata Lukajtisa sklada si¢ z pigciu publikacji w recenzowanych
czasopismach naukowych z tzw. listy filadelfijsiej, dwéch prac zamieszczonych w materiatach
pokonferencyjnych i szesciu komunikatéw zaprezentowanych na konferencjach naukowych.
Wszystkie sympozja to konferencje o zasiggu migdzynarodowym. Jest to dorobek znaczacy i
bardzo dobrze $wiadczacy o aktywnosci naukowej doktoranta. Na szczegélng uwage zashuguje
rowniez fakt, iz publikowane i prezentowane wyniki odnoszg si¢ bezposrednio do efektow
eksperymentéw wchodzacych w sktad recenzowanej pracy.

Podsumowujgc stwierdzam, Ze praca doktorska mgr Rafala Lukajtisa speinia wszelkie
wymagania zwyczajowe i ustawowe stawiane rozprawom doktorskim i tym samym, po spetnieniu
pozostatych wymogéw, stanowi podstawe nadania mu stopnia naukowego doktora, Zwracam sie do
Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego z wnioskiem o dopuszczenie mgr Rafala

Lukajtisa do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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