
PoLITECHNIKA ŁDDZKA
INSTYTUT CHEMII ORGANICZNEJ

żeromskiego 116, g0-g24 Ł dź,
dr hab. Beata Kolesiriska, prof. PŁ,

tel: 42-63 l -3 I -49 ; e-mail : beata.kolesinska@p. lodz.pl

Recenzja
rc zpr aW dokto rski ej m gr Małgor zaty Katar zyny S o b o c iri ski ej

Magister Małgotzata Katarzyna Sobociriska swoją rozprawę doktorską'zatytułowaną

,,Synteza i badania biologiczne endogennych inhibitor w enkefali naz i ich analog w jako
potencjalnych substancji leczniczych w terapii nieswoistych chor b zapalnych jelit i b lu
trzewnego'' wykonała na Wydzialę Chemii Uniwersytetu Gdanskiego w Pracowni Chemii
Makromolekuł Biologicznych,pod opieką dr hab. Elzbiety Kamysz, profesor UG.

Przedstawiona do recerv'ji praca posiada złoŻoną, wielopoziomową strukturę,
poprawnie dostosowaną do osiągnięcia nadrzędnego celu badan realizowanych w grupie
badawczej, kt ry moŻna określić jako projektowanie, synteza i badanie nowych
peptyd w/peptydomimetyk w bądź ich koniugat w jako substancji o zr Żnicowanej lub
poprawionej względem natywnych odpowiednik w aktywności biologic znej. Szczeg lnie
intensywnie badaną grupą peptyd w i ich analog w Są peptydy opioidowe będące
endogennymi ligandami receptor w opioidowych wązących egzogenną morfinę. Do grupy
peptyd w opioidowych naleŻą enkefaliny, p_endorfiny, dynorfiny oraz nocyceptyna.
Receptory opioidowe biorą udział w kaskadach sygnalizacyjnych odpowiedzialnych za
odczuwanie b lu, regulację funkcji motorycznychi psychoftzycznych, modulację wydzielania
noradrenaliny, wazopresYnY, dynorfiny, dopaminy, hamowaniu wydzielania acetylocholiny,
kurczeniu się naczyi krwionośnych, hamowaniu relaksowania dolnego zwieracza przełyku,
regulacji tempa pasiŻu treści pokarmowej, transportu płyn w i elektrolit w, proces w
zapalnych' Ponadto ekspresja receptor w opioidowych w kom rkach nask rk a oraz tkanki
łącznej pełni rolę w r znicowaniu, namnuŻaniui migracji kom rek w procesie gojenia się ran.
Receptory opioidowe zaanguŻowane są r wniez w regulację: prolifer acji, chemotaksji,
apoptozy kom rek odpornościowych (hamują produkcję przeciwciał otaz proliferację
limfocyt w B)' Peptydy opioidowe są waŻnym ogniwem pomiędzy układem
neuroendokrynnym a immunologicznym. Z pełnym przekonaniem moŻna więc vlyrazi
opinię o aktualności i o wysokiej randzetematyki podjętej w rozprawie.



Uzyskane wyniki badari zostały opisane w pracy liczącej 2l7 stron. Układ ptacy,
dostosowany do celu badawczogo, jest standardowy i obejmuje osiem gł wnych rczdział w:

Przegląd literaturowy' Cel Pracy, Badania Własne, kt re zostały podzielone na Metodologię
otaz Wyniki, Podsumowanie, Bibliografię, Spis Tabel oraz Spis Ilustracji. Wydaje mi się, ze
korzystne byłoby uzupełnienie rczprary o Stręszczenie pracy oraz Wykaz Dorobku
Naukowego Doktorantki.

Część literaturową pracy stanowi 43 stronicowy zbi r kr tkich opracowa przegląd w
literaturowych, kt re stanowią wprowadzeniado kolejnych temat w badawczych rozwijanych
w rozprawie, pozwalając na ptzybliŻenie czytelnikowi meritum podjętych zagadnien
badawczt".":t#:,;:tr",*-",::'J.r,1.,];opioidowych,

. Endogennych peptyd w opioidowych,

' Charakterystyce enzym w degradujących endogenne peptydy opioidowe'
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B lowi, zuwzgIędnieniem funkcji b lu, jego fizjologii orazprzedstawieniem

b lu trzewnego.

Dob r materiału literaturowego obejmuj e uŻ 432 pozycje. Jest on głęboko przemyślany i
prezentuje wszystkie najwuŻniejsze publikacje, co pozwoliło na ruetelną i dogłębną
prezentację stanu wiedzy. Na wyr znienie zasługuj e precyzja wyboru referowanych tekst w i
zwięzłoś wywodu, kt re pozwoliły na stworzenie wyso ce ptzydatnych, skoncentrowanych

opracowari multi_dyscyplinarnych. Pomimo duze go zr Żnicowania temat w poszczeg lnych
fragment w przeglądu literaturowego' utrzymana jest sp jność na:racji dzięki starannemu

doborowi referowanych publikacji i konsekwentnemu podporządkowaniu wszystkich części
składowychnadrzędnemu celowi pracy. Pozwalato na wystawienie wysokiej oceny tej części
rozpraw. w przeglądzie literaturowym zabrakło mi informacji. na temat danych
literaturowych przedstawiających prace nad poszukiwaniem analog w inhibitor w enzym w
rozkładĄących endogenne peptydy opioidowe. Proszę o ustosunkowanie się do tego
zagadnienia w trakcie obrony.

Cel pracy został przedstawiony po wprowadzeniu literaturowym' co dodatkowo
podkreśliło uzasadnienie dla wszystkich jego element w składowych na tle wsp łczesnego
stanu badan. Podj ęte zadarie badawcze obej mowały:



o synteza Leu- o Met-enkefaliny, peptydowych endogennych inhibitor w enkefali naz:
sialorfiny, opiorfiny, spinorfiny oraz zaprojektowanie i otrzymeurie puli nowych analog w
inhibitor w enkefalin o zroŻnicowanej długości i strukturze,
o zbadanie w warunkach in vitro rłrpływu sialorfiny, opiorfiny, spinorfiny otaz
wszystkich otrzymanych analog w na degradację enkefalin zachodzącą pod rłrpływem
enzym w degradujących enkefaliny (aminopeptydaza N, APN; neutralna endopep tydaza,
NEP),

o ocena podatności wyselekcjonowanych peptydowych inhibitor w enkefalinaz na
degradację w ludzkim oso czu i pod, działaniem NEP w warunk ach in vitro,
O modelowanie molekularne in silico, kt re powinno pozwoli ć nawyjaśnie nie przycz'
aktywno ści inhibitorowej peptydovvych inhibitor w enke falinaz,
o ocenę uŻyteczności wyselekcjonowanych inhibitor w enkefalinaz
vivo (badania na modelach zwierzęcych) w celu oceny mozliwości ich
leczeniu nieswoistych chor b zapalnych jelit (NChzJ) orazb lu trzewnym.
w badaniach in vivo zar wno endogenne inhibitory enke falinazjak i ich synt etyczneanalogii
zostały przebadane pod kątem właściwości ptzeciwzapalnych w dw ch modelach
zwieruęcych NChZJ: model TNBS, kt ry pod względem objaw w kliniczn ych oraz podłoŻa
patologic7nego zbliŻonyjest do choroby Leśnikowskiego-Crohna (ChL-C) u ludzi orazmodel
DSS' kt ry pod względem objaw w kliniczny ch orazpatogen ezy odzwierciedla wrzodziejące
zapalenie jelita grubego (WZJG) u ludzi. W badaniach na myszach wykonano ocenę
makroskopową stanu zapalnego dla obu modeli, ocenę mikroskopową w modelu ChL-C,
oznaczenie aktywności mieloperosydazy tkankowej. Przeprowadzono r wniez badania oceny
poziomu ekspresji dw ch enzym w degradujących enkefaliny APN i NEP w pr bkach
biopsyjnych i surowicy pacjent w z ChL-C, WZJG oraz grupy kontrolnej, wyznaczając
poziom mRNA obydwu białek orazich detekcję (technika western blot) i ozrtaczenie poziomu
APN i NEP z wykorzystaniem testu ELISA.
w pierwszym etapie badan Doktorantka ottzymała enkefalinę leucynową, enkefalinę
metioninową oraz endogennę inhibitory enkefalinazsialorfinę, opiorfinę, spinorfinę. Zbadała
vypływ endogennych inhibitor w na rozkład enkefalin przez dwie enkefa1i nazy: APN otaz
NEP i stwier dziła, że we wszystkich przypadkach dodatek endogennego inhibitora
enkefalinaz znacząco hamuje aktyrłmoś APN i NEP vłydłuŻając czas rozkładu enkefalin.
Zbadała r wniez trwałoś endogennych inhibitor w enkefalinaz w ludzkim osoczu' co
pozwoliło v'rykazać', Ża spinorfina i sialorfina są znacznie ba ziej odporne na działanie

w warunkach in

zastosowania w



enzym w osocza w por wnaniu do opiorfiny. Na wysoką ocenę zasługują badania degradacji
endogennych inhibitor w enkefalinaz za pomocą metody MALDI-ToF MS, dzięki czemlJ
Doktorantka' była w stanie scharakt eryzować gł wne produkty degradacji. Wybrane z
zsyntezowanych endogennych peptyd w (za wno enkefaliny jak i sialorfina) wykorzystane
zostały r wniez w badaniach działania przeciwzapalnego w modelu ChL_C. Sialorfina
przebadana została r wnieŻ w mysim modelu WZJG. Wszystkie zsyntezowane endogenne
peptydy przetestowano r wniez pod względem ich działania przeciwb lowego w mysim
modelu b lu trzewnego metodą elektrom iogtaftczną. Kolejne etapy badan. obejmowały
projektowanie, syntezę oraz badanie aktywności inhibitorowych względem APN i NEP puli
analog w endogennych inhibitor w enkefali naz. Pierwsza podgrupa nowych inhibitor w
enkefealinaz stanowiła analogi endogennych inhibitor w enkefalinaz modyfikowanę na
drodze acetylowania -A/-koricolvych reszt aminokwasowych i/lub amidowania C-koricowego
aminokwasu otaz i/-palmitynoilowania z jednoczesnym dobudowywaniem dw ch reszt
lizyny ' W ramach tej podgrupy Doktorantka otrzymała 18 pochodnych endogennych
inhibitor w enkefalinaz. Wybrane pochodne zostały wykorzystane w badaniach in vivo w
mysim modelu ChL-C. Kolejna podgrupę analog w endogennych inhibitor w eŃe falinaz
stanowiły pochodne sialorfiny będące produktami skanu alaninowego (peptydy lg-23),
pochodne stanowiące ,,odwr cone" sekwencj e (tzw. retro peptydy) orazukłady hybrydowe
powstałe w wyniku łączenia N- i C-koricowych fragment w opiorfiny i sialorfiny (peptydy
24-30)' Wszystkie otrzymane analogi przetestowane zostały pod kątem ich aktywności
inhibitorowych względem APN i NEP. W kolejnym etapie badan Doktorantka zsynt ezowała
analogi sialorfiny o zmienionej budowie N-ko cowej reszty aminokwasowej (pochodne 3l-
44)' N_Terminalna reszta glutaminy natywnej sialorfiny została bądź usunięta bądź
wymieniona na: piroglutaminian (pGlp), Asn, Thr, phe, ser, Tyr, His, Ile, val, Lys, Leu, Arg,
orn' Peptydy 3l-34 przetestowano pod kątem właściwości inhibitoro}vych enkefali nazyNEP.
Do podgrupy tej zaliczyc r wniez moŻna analogi sialorfiny modyfikowane w pozycji
pierwszej resztami aminokwasowymi o konfiguracji D (pepty dy 45-50). okazało się, Że w
przypadku peptydu 49 (o-Arg-His-Asn-pro-Arg) zmiana konfigurvcji z L na D zasadowej
reszty N_terminalnej nie wpływa na aktywnoś inhibitorową. otrzymany peptyd
charakteryzował się nawet nieznacznie wyŻszą aktywnością w stosunku do natywnej
sialorfiny' obserwacja ta skłoniła Doktorantkę do otrzymania dw ch kolejnych pochodnych
(peptydy 5l i 52), kt re są analogami sialorfin y zawierĄącyml na N- i/lub C_koricu resztę
argininy o konfiguracji D. Kolejną grupę analog w natywnych inhibitor w enkefalinaz
stanowiły pochodne sialorfiny, spinorfiny i opiorfin y zawierające na N-korlcu dodatkową
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resztę cysteiny' co pozwoliło na otrzymanie puli homo_i heterodimer w (peptydy 53-68).

Dimeryzacja peptyd w pozwoliła na uzyskanie pochodnych batdzo aktywnych jako

inhibitory enkefalinaz) kt re dodatkowo powodowały znaczący wzrost trwałości enkefalin.

Wyselekcjonowany z tej puli peptyd 65 (heterodimer wywodzący się z sialorfiny otaz

spinorfiny poŁączony mostkiem disulfidowym) został poddany badaniu stabilności w osoczu

ludzkim oraz w badaniu in vivo w mysim modelu ChL_C. ostatnią grupę analog w

endogennej sialorfi''y stanowiły pochodne zawierające zmiewtąiloś reszt lizyny na N-koricu

oraz peptydy modyfikowane za pomocą kwas w tłuszczowych połączonych z natywnym

peptydem poprzez dwie reszty lizyny (peptydy 69-74). Przeprow adzone badania nad

aktywnością inhibitorową względem NEP pozwoliły na stwierdzenie, Że większoś z
testowanych pochodnych wykazywała silni ejszą aktywnoś inhibitorową w por wnaniu do

natywnej sialorfiny. Najbardziej aktywny peptyd 72 zawierująey resztę kwasu sterynowego

otaz dwie dodatkowe reszty lizyny zbadany zpstał r wnież w mysim modelu ChL-C.

Podsumowując, Doktorantka otrzymała 79 peptyd w, kt re scharaktetyzowała i
poddała licznym testom z punktu sprawdzenia ich właściwości biologic zrtych, kt re
obejmowały badania in vitro, in vivo oraz in silico. Dysertacja koriczy się rozdziałem

Podsumowanie, gdzie Doktorantka przedstawia w spos b sp jny i czytelny wnioskipłynące z
wykonanych badari

Lektura tekstu rozprawy umtaję za stymulującą do dalszej dyskusji i głębszych przemyślerl.

Wśr d pyta , kt re mi się nasunęły chciałabym postawi kilka następujących:

l. Jakie były przesłanki do stosowania testu chloranilowego do kontrolowania postępu

sprzęgania oraz modyfikacji N-koricowych aminokwas w, w miejsce testu Kaisera lub TNBS,
kt re to są zwykle rekomendowane dla amin pierwszorzędowych?

2. Jakie są zaLety lub wady stosowania metody Wznaczania stopnia obsadzęnię C_

terminalnego aminokwasu w oparciu o r znice masy Żywicy traktowanej pochodną

aminokwasu? Dlaczego nie stosowano standardowej metody opartej o spektrofotome tryczrty

pomiar ilości dibenzofulwenu, kt ra jest rekomendowana metodą, 7zy Doktorantka nie

obawiała się, ze zastosowarLaprzezniąmetoda moze by obarczonabłędem w przypadku nie

dokładnego odmycia Żywicy (obecność depozyt w).

3. Jaka była przesłanka do sprawdzenia warunk w strącania białek z osocza dla badan nad

peptydem 65? W tym przypadku Doktorantka przetestowała metodę z EtoH oraz 48% TFA.
4. Proszę o wyjaśnienie co to znaczy I i II partiaNEP, czym r Żni się enzym?

5. Dlaczego nie wykonano badan nad wpływem ochronnym natywnych endogennych

inhibitor w enkefalinaz na trwałoś Met_enkefaliny w obecności APN?



Od strony edytorskiej rozprawa jest przygotowana bardzo starannie. Wszystkie

rysunki i tabele zostały zredagowane jasno i czytelnie. W pracy nie ma w zasadzie liter wek
(strona 4I jest ,,pobuczenia" w miejsce pobudzenia, strona 47 jest ,,sforami sk rny" a
powinno by sferami skory) otaz w kilku miejscach moŻna znalęźi niepoprawny szyk
zdaria/zwrotu (strona t6 jest ,,niepodstawionego oligopeptydu amidu'' powinno być,

niepodstawionego amidu oligopeptydu) czy teŻ drobne błędy (strona 101, w g rnej części

rysunku jest TNBS, natomiast wszystkie schematy odnoszą się do modelu DSS). Autorka
ustrzegła się stosowania sformułowarl Żatgonowych oraz mało precyzyjnych określeri.
Jedynym miejscem, kt ry moŻna byłoby poprawić, to unikanie powt rzer1. Dotyczy to

kaŻdorazowego omawiania proced,'ry syntezy, oczyszczania oraz protokoł w badan in vivo
ptzy kolejno dyskutowanych grupach analog w natywnych inhibitor w enkefali naz.

Powyzsze fakty świadczą, Że redakcja tekstu rozprawy znajduje się na poziomie
powyżej progu wymagari standardowych. 

- Dysertacja daje wyczerpujące i kompetentne
odpowiedzi na szereg niezmiernie waznych i aktualnych problem w badawczych.
Dokumentuje w spos b bezsprzeczny, Że racjonalne wprowadzanie zmian do cząsteczek
natywnych biologicznie aktywnych peptyd w pozwala na modulowanie właściwości
biologicznych i rozszerzanie stanu wiedzy na temat danego problemu (badania zależmości
budowa - aktyvmoś , SAR), ale r wnież pozwala na uzyskanie znaczącej poprawy
oczekiwanych właściwości obiekt w, Co skutkuje otwarciem drogi do zastosowa
praktycznych. Niewątpliwie wuŻnym osiągnięciem było wykazartie, Że sialorfina i opiorfina
są silnymi inhibitorami APN oraz NEP, zaś spinorfina jest aktywna biologiczrue vryłączrtte
względem APN. Skrupulatne i dogłębne badania natywnych inhibitor w enkefalinaz
stanowiły swoiste sprawdzenie koncepcji badawczej nad swoistą ochroną enkefalin w
obecności aktyrłmych inhibitor w enzym w degradujących peptydy opioidowe. Badania te
pozwoliły na zaprojektowanie i otrzymanie puli analog w inhibitor w enkefalinaz o
aktywności oraz uzytkowych parametrach farmakologicznych przewyŻszających natywne
peptydy. Do grupy wyselekcjonowanych inhibitor w enkefali naz nalęŻą: Palm-Lys_Lys_Gln-
His-Asn-Pro-Arg (peptyd l2), Palm-Lys-Lys-Gln-Arg-Phe-Ser-Arg (peptyd l4), Lys-Lys-
Gln-Arg-Phe-Ser-Arg peptyd 18), Ile-His-Asn-Pro-Arg (peptyd 39), Stear-Lys-Lys-Gln-His-
Asn-Pro-Arg (peptyd 72), heterodimer 65 otrzymarty z połączenia analogu sialorfin y oraz
spinorfiny oraz heterodimer 67 otrzymany z analogu opiorfiny i spinorfiry. Dla wybranych
analog w natywnych inhibitor w enkefali naz wykonane zostały badania ich stabilności w
ludzkim osoczu' Badania in silico natywnej sialorfiny oraz analogu opiorfiny (peptyd l g)



pozwoliły na wyselekcjonowanie pochodnych do badan in vivo. W grupie testowanych na
myszach peptyd w znalazły się peptydy 12, 14, 65 i 72.

Podsumowując, wysoko oceniam wyb r ambitnego tematu badari, w pełni zgodnego
zę wsp łczesnymi kierunkami prac o charakterze podstawowym jak i potencjale

aplikacyjnym. Wysoce pozytywnie oceni am zastosowani e zr Żnicowanych i nowoczesnych
metod bada'wczych, trudny, interdyscyplinarny charakter wykonanych prac niezbędnych dla
ztealizowania wszystkich zada badawczych. Na szczeg lne uznanie zasługuje nie tak często
spotykana biegłość zar wno w wykorzystywaniu szerokiego arsenału metod syntet ycnrych
otaz sprawnoś w posługiwaniu się złoŻonymi, wsp łczesnymi technikami analityczrtYmi,
kt re to Doktorantka potrafiła zaimplementować w badaniach biolog icznych. Umiejętności te
wystawiają najlepsze świadectwo gruntownej wiedzy oraz dojrzałości naukowej Doktorantki.
Wysoko oceniam postęp jaki recenzowana tozptawa wnosi w rozw j projektowania nowych
pochodnych peptydowych celem poprawy ich właściwości biologic znych i użytko wych z
punktu widzenia stosowania peptyd w jako lek w. Przeprowadzone badania dowiodłY, Że

mozliwe jest modulowanie poziomu endogennych enkefalin poprzez hamowanie aktywności
enzym w odpowiedzialnych za ich degradację. opracowane podejście moŻe stanowi
atrakcyjną alternatywę w stosunku do obecnie stosowanych terapii przeciwzapalnych.

Ponadto wyniki badari wskazujące, Że inhibitory enkefali naz - vlykazują działante
przeciwb lowe sprawia, Że mozliwe staje się wykorzystanie enkefalinaz jako celu
farmakologicznego. Uzyskane wyniki są niezwykle istotne zat wno w obszarze badan
podstawowych aleteżmogą stanowi punkt wyjścia do badan aplikacyjnych w odniesieniu do
terapii chor b zapaInych orazłagodzenia b lu.

Na podkreślenie zasługuje r wniez dorobek publikacyjny mgr MałgorzaĘ Katarzyny
Sobociriskiej. obejmuje on 6 artykuł w w czasopismach indeksowanych w JCR, dw ch
artykuł w przeglądowych. Wyniki prac badawczych Doktorantka prezento wała na
konferencjach o zasięgu krajowym i międzynarodowym (18 komunikat w).
Biorąc pod uwagę polvyższe fakty z pełnym przekonaniem stwierdz am, Że ptzedłoŻona do
oceny rozprawa spełni a z naddatkiem ustawow e i zwyczajowe kryteria stawiane rozprawom
doktorskim zgodnie z lJstawą z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukolvych i t5rtule

naukowym z p źn. zm. W związku z tym Wnoszę do Rady Wydziału Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego o dopus zczenie mgr Małgorzaty Katarzyny Sobociriskiej do dalszych etap w
przewodu doktorskiego orazwyr żnienie dysertacji. 
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