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Recenzja rozprawy doktorskiej mgra Rafala Lukajtisa
zatytulowanej: ,,Projektowanie, chemiczna synteza oraz badania
aktywnoéci inhibitor6w proteinaz serynowych”

Poszukiwanie analogéw biologicznie aktywnych peptydéw o podwyzszonych
walorach uzytkowych znajduje si¢ w centrum zainteresowania wiekszosci zespotow
badawczych zajmujacych si¢ chemig peptydéw. Zadanie to polega na odpowiednim
zaprojektowaniu i syntezie nowych analogéow peptydu, w ktorych zmieniono budowg
chemiczng okreslonych reszt aminokwasowych, skrécono tafcuchy peptydowe, albo
potaczono wybrane grupy chemiczne w czasteczce peptydu w celu usztywnienia jego
konformacji. Nastgpnie zsyntezowane zwiazki chemiczne poddaje sig odpowiednim
testom biologicznym w celu ustalenia zaleznosci ich dziatania biologicznego od budowy
chemicznej. Zazwyczaj modyfikacje struktur chemicznych peptydéw polegajace na
podstawieniu okreslonej biatkowej reszty aminokwasowej na inng prowadza do
obnizenia a nawet zaniku dziatania biologicznego, co dowodzi ze Przyroda na drodze
ewolucji zoptymalizowata sekwencje aktywnych peptydow. Niemniej jednak badania
aktywnosci takich analogdéw majg duze znaczenie poznawcze, gdyz umozliwiaja
zrozumienie roli poszczegolnych reszt aminokwasowych peptydu w jego dziataniu
biologicznym. Jednakze rywalizacja z Przyrodg w poszukiwaniu peptydowych
farmaceutykéw skuteczniejszych od pierwowzoru nie musi byé a priori skazana na
niepowodzenie. Wspdlczesna chemia organiczna umozliwia syntezg aminokwasow
niewystepujacych w naturze, a ich wprowadzenie do czasteczki peptydow moze

stworzy¢ nowa jakos¢. Dlatego znane s3 liczne przykiady racjonalnego zaprojektowania
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nowych zwigzkéw chemicznych (tzw. peptydomimetykéw), nasladujgcych peptydy
w dziataniu, lecz zawierajace fragmenty niepeptydowe. Zwiazki te sg potencjalnymi
lekami, gdyz mogg wykazywa¢ wyzsza aktywnos¢ biologiczna, stabilno$¢ proteolityczna
i  biodostgpnos¢ od  peptydowego  pierwowzoru.  Wieloetapowa  synteza
peptydomimetykéw jest jednak zadaniem trudnym, mozliwym do przeprowadzenia tylko
w wyspecjalizowanych laboratoriach syntetycznych przez fachowcéw posiadajgcych
duze doswiadczenie i wiedz¢ w chemii organiczne;.

Pan mgr Rafat Lukajtis wykonal pod kierunkiem dr hab. Adama Lesnera,
prof. UG prace doktorska poswiecong badaniom analogéw peptydowych inhibitorow
proteinaz serynowych, zawierajgcych niebiatkowe reszty aminokwasowe. W moim
przekonaniu, tematyka badawcza mgra Rafata Lukajtisa jest aktualna i wpisuje si¢
w nurt nowoczesnych badan z zakresu syntezy i analizy peptydomimetykéw. Nie bez
znaczenia jest tez fakt, ze Doktorant pracowal w $wietnie wyposazonym laboratorium w
Katedrze Chemii Bioorganicznej, wsrdd swiatowej stawy specjalistow zajmujacych sig
chemia organiczng, chemig peptydéw i peptydomimetykéw oraz enzymologig.
Mgr Rafat Lukajtis miat wigc odpowiednie warunki do wykonania ambitnej pracy
doktorskiej w $wietnym zespole badawczym.

Rozprawa doktorska mgra Rafata Lukajtisa liczy 137 stron i skfada sig
z tradycyjnych czesci: Przeglgdu literaturowego, Celu pracy, Badan wtasnych,
Podsumowania i wnioskéw. Zamieszczono tez spis publikacji i komunikatéw Doktoranta
(Dorobek naukowy) oraz Spis rysunkéw i tablic. Rozprawe koficzy Literatura cytowana
zawierajgca 248 odnosnikéw literaturowych. W mojej opinii uktad recenzowanej pracy
doktorskiej spelnia wymogi formalne stawiane rozprawom doktorskim, chociaz

wskazane bytoby umieszczenie krotkiego streszczenie pracy.

W 47-stronnicowym Przeglgdzie literaturowym Autor przedstawil podstawowe
informacje o peptydowych inhibitorach proteinaz, ze szczegdlnym uwzglednieniem
inhibitora trypsyny SFTI-1 z nasion stonecznika, oraz opisal znane peptydy
antymikrobiotyczne ptazéw (w tym OGTI i HV-BBI). Nastgpnie om6éwil metody syntezy

i budowe chemiczng a- i B-peptoidow.



W przegladzie literaturowym zawarto wszystkie informacje niezbgdne do
uzasadnienia Celu pracy, ktérym byty badania nad nowymi analogami nastgpujacych
peptydéw naturalnych:

e SFTI-1 (inhibitor trypsyny wyizolowany z nasion stonecznika)
e OGTI i HV-BBI (peptydy antydrobnoustrojowe wyizolowane z wydzielin skor
ptazéw)

Doktorant  racjonalnie  zaplanowal  struktury  cyklicznych  peptydéw
i peptydomimetykéw, ktére zawieraly niebiatkowe aminokwasy takie jak:
N-podstawione pochodne B-alaniny, B- i y-aminokwasy oraz rézne analogi proliny.
Otrzymanie tych zwigzkdw, a zwlaszcza cyklicznych peptoidéw byto zadaniem trudnym,
gdyz wymagato stosowania niestandardowych metod syntetycznych. Dlatego zadanie
badawcze przedstawione w celu pracy wymagato doskonatego opanowania warsztatu
pracy oraz szybkiego zdobycia wiedzy i doswiadczenia z syntezy organicznej
peptydomimetykéw i ich oczyszczania. Celem tych syntez byta ocena wpltywu
zastosowanych modyfikacji chemicznych na aktywnosci inhibitorowe wzglgdem
wybranych proteaz. Ponadto zaplanowano badania ich stabilnosci proteolitycznej oraz
dziatania cytotoksycznego i antydrobnoustrojowego na wybranych uktadach.

W czgdci Badania wilasne Doktorant przedstawit ogdlne metody syntezy
i oczyszczania zaplanowanych peptydéw. Nastgpnie opisal stosowane metody
wyznaczania réwnowagowych statych asocjacji w ukfadzie enzym - inhibitor oraz
metod¢ badania podatnosci otrzymanych peptydow na hydrolize enzymatyczna.
Wrozdziale tym zamieszczono tez opis badan cytotoksyczno$ci i dziatania
antydrobnoustrojowego.

Z rozdziatu Wyniki i Dyskusja wynika, ze opisane w pracy eksperymenty zostaty
na ogét prawidtowo wykonane a cel rozprawy zostat osiagnigty. Doktorant przeprowadzit
syntezy 45 peptydéw i peptydomimetykow bedacych analogami SFTI-1, OGTI lub HV-
BBI. Wyniki badan enzymatycznych nad otrzymanymi zwigzkami chemicznymi
pozwolily na wyciagnigcie szeregu interesujagcych wnioskéw, z ktorych odnotuje
najistotniejsze:

Zsyntezowane analogi SFTI-1 zawierajace w pozycji P, reszty B-aminokwasowe

lub B-peptoidowe okazaty si¢ aktywnymi inhibitorami B-trypsyny i a-chymotrypsyny,



a jednoczesnie wykazywaly zwigkszona odpornoscig na dziatanie proteaz. Natomiast
zastapienie tych reszt y-aminokwasami prowadzito do zaniku aktywnosci inhibitorowe;.
Zgodnie z przewidywaniem, cyklizacja analogéw SFTI-1 przez utworzenie mostka
disulfidowego spowodowata wzrost stabilnosci proteolitycznej. Doktorant zaobserwowat
tez spadek aktywnosci analogéw SFTI-1 zawierajacych analogi strukturalne proliny
w pozycji Pi’. Peptydy OGTI i HV-BBI wykazywaty dziatanie antymikrobiotyczne
wobec szczepéw gronkowca zlocistego. Peptyd HV-BBI silnie hamowat bydlgca

B-trypsyne, natomiast OGTI okazat sig jej substratem, wykazujacym inhibicj¢ czasowa.

Przeprowadzona przez mgra Rafala Lukajtisa interpretacja wynikéw badan
wlasnych jest na ogét prawidlowa. Z uznaniem odnoszg sig do obszernej dyskusji
uzyskanych rezultatéw, popartej licznymi przyktadami podobnych badan opisanych
w literaturze naukowej. Przedstawiony w rozprawie krytyczny stosunek Doktoranta do

otrzymanych wynikéw $wiadczyé moze o Jego dojrzatosci naukowe;j.

Przechodzac do oceny formalnej rozprawy, pragne podkresli¢ jej estetyczny
wyglad. Niestety, w manuskrypcie znalaztem duza ilos¢ btedow literowych, ktore
niekiedy utrudniaty jego czytanie. Nalezy jednak podkresli¢, ze biedy te nie umniejszaja
wartosci naukowej recenzowanej rozprawy. W trakcie czytania rozprawy doktorskiej
nasuneto mi si¢ kilka uwag i watpliwosci, ktore z obowiazku recenzenta przedstawiam

ponizej:

1. W tekécie rozprawy nie znalaztem konkretnych informacji o wydajnosci
otrzymanych peptydéw, a zwlaszcza o ich czystosci. Przedstawiony na rys. 29
chromatogram uzyskany dla OGTI (linia ciggta) moze sugerowaé obecno$¢ wielu
zanieczyszczen towarzyszacych produktowi wiasciwemu. W mojej opinii
Doktorant powinien poda¢ czysto$ci zwiazkéw chemicznych uzytych do badan
enzymatycznych i biologicznych oraz dokona¢ analizy chemicznej ewentualnych
zanieczyszczen. Nie mozna wykluczy¢, ze niektore z zanieczyszczen mogg by¢

inhibitorami B-trypsyny, i tym samym znieksztatci¢ wyniki badan.



2. Niewatpliwie, opracowanie wydajnej metody syntezy nowych peptamerow jest
zadaniem trudnym i czasochfonnym, gdyz wymaga przeprowadzenia wielu
racjonalnie  zaplanowanych eksperymentow. Dlatego  proszg Doktoranta
o przedstawienie wynikéw swoich badan nad optymalizacja opracowanej metody
syntezy.

3. Na stronie 64 Autor przedstawil w sposob nieprecyzyjny warunki eksperymentu
HPLC: ,Najczesciej stosowalem liniowy uktad gradientowy 10-90% B w czasie
30 Iub 40 minut, przy szybkoSci przeplywu fazy ruchomej wynoszqcym 1ldo 2
mL/min oraz detekcji przy diugosci fali 226 nm." W mojej opinii podawanie
czaséw retencji w tablicach 12, 14, 16, 18 i 20 traci sens, gdyz nieznane s3
rzeczywiste warunki wykonania pomiaru.

4. Powazne watpliwosci budzi przedstawiona w Tablicy 12 duza réznica (4 Da)
pomiedzy masa jonowa zmierzong dla [yPhe5 ]SFTI-1 a jej wartoscig obliczona.

5. Nie jest dla mnie jasne, dlaczego Doktorant nie przeprowadzil badan
konformacyjnych otrzymanych substancji. Nalezy przypuszczaé, ze wyniki takich
badan utatwityby interpretacje wptywu stosowanych modyfikacji strukturalnych

na dziatanie biologiczne otrzymanych peptydow.

Pragne jednak podkresli¢, ze powyzsze pytania i uwagi nie majg charakteru
zarzutéw do recenzowanej rozprawy, lecz powinny by¢ traktowane jako zagajenie do

dyskusji, ktérej oczekuje podczas obrony pracy doktorskiej.

Biorac pod uwage istotne wyniki uzyskane przez Doktoranta, dobre opanowanie
technik laboratoryjnych, oraz zdobycie umiejgtnosci krytycznej interpretacji uzyskanych
wynikéw badan, recenzowang prace doktorska oceniam bardzo wysoko. Na wyr6znienie
zastuguje tez duza ilo$¢ dobrych publikacji i komunikatow konferencyjnych, w ktérych
Rafal Lukajtis jest wspotautorem.

W moim przekonaniu rozprawa doktorska mgra Rafata Lukajtisa zatytutlowana:
,Projektowanie, chemiczna synteza oraz badania aktywnosci inhibitoréw proteinaz
serynowych” stanowi cenny wktad naukowy i spetnia wszystkie wymagania okreslone

w ustawie o stopniach i tytule naukowym. Dlatego stawiam wniosek do Rady Wydziatu



Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pana mgra Rafata Lukajtisa do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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