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»Inhibitory chitynaz jako potencjalne leki

w chorobach o podlozu zapalnym i wléknieniowym”

Przedstawiona do oceny praca doktorska mgr inz. Marzeny Mazur zostala wykonana
pod kierunkiem Promotora prof. dr hab. n. med. Jakuba Fichny z Zaktadu Biochemii,
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi oraz Promotora pomocniczego dr inz. Jacka Olczaka z
OncoArendi Therapeutics S.A. Tematyka jest bardzo interesujaca, rola chitynaz u ssakow
wymaga wnikliwych badan, bowiem ich podwyzszony poziom obserwuje si¢ u pacjentéw z
chorobami, ktérych podlozem jest stan zapalny (astma, choroby zapalne jelit), a takze
widknienie tkanek (idiopatyczne widknienie pluc, sarkoidoza, stluszczeniowe zapalenie
watroby). Obecnie wiadomo juz, ze organizm ludzki wytwarza dwa enzymy hydrolizujace
chityne: kwasng chitynaze ssaczg (AMCase) oraz chitotriozydazg (CHIT1). Nadal pozostaje
do wyjasnienia czy te chitynazy moga stanowi¢ cel terapeutyczny w leczeniu powyzszych
chordb, ktore wcigz sg wyzwaniem dla wspotczesnej medycyny. W éwietle powyzszych
danych, tematyka przedstawionej do oceny pracy doktorskiej mgr inz. Marzeny Mazur
wydaje si¢ bardzo aktualna.

Celem rozprawy bylo zardwno zaprojektowanie jak i synteza maloczasteczkowych
inhibitorow kwasnej chitynazy ssaczej oraz chitotriozydazy o wysokiej aktywnosci oraz
odpowiednim profilu farmakokinetycznym, a nastepnie zbadanie ich wplywu na przebieg

indukowanego stanu chorobowego w modelach choréb zapalnych i widknieniowych.



Pragn¢ podkresli¢ ze, cykl prac stanowigcy podstawe postepowania doktorskiego,
sklada si¢ z 5 publikacji (1 przegladowej oraz 4 oryginalnych), we wszystkich Doktorantka
jest pierwszym autorem, a struktury tych nowych inhibitoréw chitynaz sa juz chronione przez
3 patenty. Mgr inz. Marzena Mazur przedstawila oéwiadczenia wspotautoréw $wiadczgce o
Jej znaczacym udziale w przygotowaniu zatgczonych publikacji bedacych podstawg rozprawy
doktorskiej. Ponadto, wszystkie eksperymenty zostaty wykonane po uzyskaniu licznych zgod
Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach (65/2014; 73/2014; 11/2015;
213/2016; 003/2016; 452/2017; 2/£B123/2019; 17/£.B132/2019), co wymagalo niewatpliwie
bardzo duzego naktadu pracy.

Przedstawiona do oceny rozprawa zawiera 265 stron, praca sklada si¢ z typowych
rozdziatéw takich jak: Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Wykaz skrotow,
Wprowadzenie, Cel i zakres pracy, Spis publikacji stanowiacych podstawe pracy doktorskiej,
Opis badann, Podsumowanie, Finansowanie, Bibliografia. Warto podkresli¢, ze uzyskane
wyniki powstaty przy wsparciu finansowym w ramach realizacji 4 projektéw badawczych
(POIR.01.01.01-00-0551/15; POIR.01.01.01-00-0168/15; POIG.0104.00-14-374/13;
POIR.01.01.01-00-0552/16) oraz dziatalnosci statutowej Zaktadu Biochemii Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi. W pracy umieszczono réwniez skany zgdd Lokalnej Komisji Etycznej
ds. Doswiadczen na Zwierzgtach oraz o$wiadezen wspdtautorow, a ponadto pdfy publikacji
stanowigcych podstawe niniejszej rozprawy doktorskiej. Poprawny styl, logiczny ukiad pracy,
prawidtowe cytowanie literatury, a takze prezentacja i dyskusja wynikéw wskazuje na dobrze
opanowang przez Doktorantke umiejetnos¢ pracy naukowe;j.

We Wprowadzeniu Doktorantka pokrotce zapoznaje czytelnika z tematyka pracy,
natomiast szczegolowy i bardzo rzetelny opis roli chitynaz w chorobach zapalnych i
widknieniowych znajduje si¢ w Jej pracy przegladowej ,,Chitinases and Chitinase-Like
Proteins as Therapeutic Targets in Inflammatory Diseases, with a Special Focus on
Inflammatory Bowel Diseases” opublikowanej w 2021 roku w czasopi$mie International
Journal of Molecular Sciences (IF=5924), wchodzacej w sklad cyklu publikacji
stanowigcego podstawe pracy doktorskiej. W kolejnym rozdziale Doktorantka przedstawilta
wnikliwie zalozenia i cele pracy, a nastgpnie spis publikacji stanowigcych podstawe pracy
doktorskiej, co istotne we wszystkich jest ona pierwszym autorem. Ukazaly si¢ one w
renomowanych czasopismach - ,,Targeting acidic mammalian chitinase is effective in animal
model of asthma” - Journal of Medicinal Chemistry w 2018 (IF=6,054); ,.Discovery of
selective, orally bioavailable inhibitor of mouse chitotriosidase” - Bioorganic & Medicinal
Chemistry Letters 2018 (IF=2,44); ,,Development of dual chitinase inhibitors as potential
new treatment for respiratory system diseases” - Journal of Medicinal Chemistry 2019

(IF=6,205); ,,The anti-inflammatory effect of acidic mammalian chitinase inhibitor OAT-177



in DSS-induced mouse model of colitis” - International Journal of Molecular Sciences 2022
(IF=5,924). Sumaryczny Impact Factor z tych wyzej wymienionych prac wynosi 26,547.

W kolejnym rozdziale Doktorantka sumiennie i logicznie omawia pokrdtce, strategie
badawczg oraz dyskutuje opublikowane w tych pracach rezultaty. W pierwszej pracy
oryginalnej opublikowanej w 2018 roku Doktorantka zaprezentowata badania, ktére
zakonczyly si¢ stworzeniem selektywnego inhibitora kwasnej chitynazy ssaczej OAT-177. Co
wazne podjeta sie tego zadania poniewaz pomimo ogromnego postepu jaki dokonat sie w
leczeniu astmy nadal istnieje potrzeba poszukiwania matoczasteczkowych lekéw opartych o
nowe cele molekularne. Doktorantka wybrata do swoich badan kwasng chitynaze ssacza,
ktorej zwigkszone wytwarzanie stwierdzono w ostatnich latach w plucach oséb chorych na
astm¢. Badania przeprowadzone na myszach wskazywaty, ze jej neutralizacja przeciwciatem
monoklonalnym, a takze nieselektywnym inhibitorem allosamidyng powoduje korzystne
efekty w modelach zapalnych astmy wywotanych zaréwno roztoczem kurzu domowego jak i
albuming jaja kurzego. W $wietle danych literaturowych Doktorantka shusznie uznata, ze
kwasna chitynaza ssacza moze by¢ nowym celem molekularnym w chorobach zapalnych ptuc
i rozpoczeta prace nad stworzeniem matoczasteczkowego selektywnego jej inhibitora. Z listy
istniejgcych inhibitoréw chitynaz, do optymalizacji wybrata matoczasteczkowy inhibitor,
zwigzek Wyeth 1. Szereg przeprowadzonych analiz wykazal, ze w czesci centralnej
czasteczki odlegtos¢ zasadowego atomu azotu piperazyny do reszty kwasu asparaginowego
213 jest nieoptymalna i wynosi 3,7 A. Doktorantka, przesuwajac centralny zasadowy atom
azotu z pierscienia piperazyny do 4-aminopiperydyny stworzyla zwigzek 7a o znaczaco
lepszej aktywnosci wobec kwasnej chitynazy ssaczej w poroéwnaniu ze zwigzkiem Wyeth 1.
Nastepnie we wspolpracy z grupa dr A. Podjarnego z Uniwersytetu w Strasburgu podjeta
prébe krystalizacji inhibitora 7a. Stworzona struktura krystalograficzna wykazata, ze
odlegto$é pomiedzy kwasem kwas asparaginowym 213 i azotem wynosi 2,8 A. Ta
wprowadzona optymalizacja zaowocowata ponad 15-krotng poprawg aktywnosci w ludzkim
enzymie i 20-krotng w mysim. Do dalszych badan wytypowata 5 zwigzkéw (7a, 7f, 7g, 7j i
15a) i okreslita ich stabilnos¢ metaboliczng w mysich mikrosomach watrobowych oraz profil
farmakokinetyczny. Wykazata, ze 3 zwigzki (7f, 7g i 15a) charakteryzuja si¢ dobrg
biodostepnoscia i niskim klirensem. Optymalnym pod wzgledem aktywnosci i parametréw
farmakokinetycznych okazal si¢ zwigzek 7g, ktéry jednak wykazywat fototoksycznosé.
Ostatecznie do badan w modelach zwierzecych wybrata inhibitor 7f, ktéry otrzymat nazwe
OAT-177. Co warto podkresli¢, jego dziatanie przeciwzapalne potwierdzita w badaniach in
vivo w mysim modelu ostrego zapalenia drég oddechowych, ktéry uzyskala po podaniu
ekstraktu z roztoczy kurzu domowego. Analiza dowiodla, ze OAT-177 zmniejsza napltyw
komérek zapalnych do pluc, a szczegdlnie eozynofilii, a takze obniza stezenia TGFBl w



poptuczynach oskrzelowo-pgcherzykowych oraz poziom IgE w osoczu. Co wazne, zwigzek
ten nie wykazywat genotoksycznosci w tescie fluktuacyjnym Amesa, a takze charakteryzowat
si¢ wysoka aktywnoscia in vifro wobec ludzkiej i mysiej kwasnej chitynazy ssaczej, a takze
dobrym profilem farmakokinetycznym u myszy. Niemniej jednak, ze wzgledu na
zidentyfikowane w badaniach in vitro oddzialywania z istotnymi z punktu bezpieczefistwa
farmakologicznego celami molekularnymi zwigzek OAT-177 zostal wykluczony z dalszego
rozwoju przedklinicznego, chociaz nadal moze stuzy¢ jako substancja narzedziowa w
modelach zwierzgcych réznych choréb. I tak w kolejnych eksperymentach Doktorantka
wykazata przeciwzapalng skuteczno$¢ OAT-177 w mysim modelu nieswoistych choréb
zapalnych jelit wywolanym podaniem dekstranu siarczanu sodu. Rezultaty tych badafi
opublikowata w 2022 w pracy oryginalnej, w ktérej podkreslita, ze OAT-177 wykazuje
bardzo waski indeks terapeutyczny. Ponadto, Doktorantka wskazala, ze leczenie nieswoistych
choréb zapalnych jelit bytoby bardziej efektywne po zastosowaniu inhibitoréw celujacych w
kwaséng chitynazg ssaczg i chitotriozydaze.

Warto podkresli¢, ze Doktorantka konsekwentnie podjeta si¢ proby stworzenia
zar6wno selektywnego inhibitora mysiej chitotriozydazy, jak i podwdjnego inhibitora
kwasnej chitynazy ssaczej i chitotriozydazy. Bylo to mozliwe poniewaz w swoich
wczesniejszych eksperymentach wytypowata juz kilka zwiazkéw o wigkszej aktywnosci
wobec chitotriozydazy anizeli kwasnej chitynazy ssaczej. I tak zwigzek oznaczony jako
wiodacy nr 1 przedstawiony na Rys. 4 pracy doktorskiej zostal wybrany przez Doktorantke do
dalszych badan ze wzgledu na mozliwo$¢ modyfikacji pierscienia piperazyny w celu dalszej
optymalizacji. Liczne zsyntetyzowane zwiazki zawierajace rézne podstawniki R1 i R2 zostaty
przebadane przez Doktorantke w testach enzymatycznych w celu potwierdzenia aktywnosci i
selektywnosci wzgledem chitotriozydazy, a uzyskane wyniki przedstawita w rozbudowane;j
Tabeli 3. Ostatecznie Doktorantka wybrata analog nr 9 czyli OAT-2068, poniewaz
charakteryzuje si¢ on wysoka aktywnoscia wobec mysiej chitotriozydazy i 143-krotng
selektywnoscia wzgledem mysiej kwasnej chitynazy ssaczej, co w polaczeniu z dobrym
profilem farmakokinetycznym uczynilo go bardzo dobrym narzgdziem farmakologicznym.
Niestety dalsze przeprowadzone przez mgr inz. Marzeng Mazur eksperymenty dowiodly, ze
aktywnos$¢ OAT-2068 wobec ludzkiej chitotriozydazy jest niewystarczajgca. Natomiast, co
istotne Doktorantka dowiodta ze OAT-2068 w mysim modelu widknienia pluc wywoltanym
bleomycyng hamuje aktywnos$¢ chitynolityczng w okoto 40-50% w osoczu, a analiza
histopatologiczna skrawkdéw pluca przy uzyciu skali punktowej Ashcrofta potwierdzita jego
skutecznos¢ przeciwwlOknieniowa. Co warto podkreslic, stworzony przez Doktorantke

zwigzek OAT-2068 jest pierwszym selektywnym inhibitorem mysiej chitotriozydazy o



dobrym profilu farmakokinetycznym i dlatego moze on stuzyé¢ do zbadania roli tego enzymu
w zwierzecych modelach réznorodnych choréb o podtozu zapalnym.

W dalszych badaniach majac na uwadze trudno$ci zwigzane z opracowaniem
selektywnego inhibitora chitotriozydazy aktywnego zaréwno w mysim, jak i w ludzkim
enzymie, Doktorantka postanowita stworzy¢ zwiazek aktywny zaréwno wobec mysiej
kwasnej chitynazy ssaczej jak i chitotriozydazy. Mgr inz. Marzena Mazur w swojej pracy
podkreslita, ze w eksperymentach zwracata szczegélng uwage na zminimalizowanie
kardiotoksycznosci, zwigzanej z hamowaniem kanatu potasowego hERG oraz wplywie na
transportery monoaminowe, w tym dopaminowy i serotoninowy - co zostalo stwierdzone w
przypadku OAT-177. Doktorantka projektowanie podwdjnych inhibitoréw chitynazy
rozpoczela od zmiany hydrofobowej grupy izobutylowej w zwigzku OAT-177 na male
polarne grupy. Podejscie to miato na celu zoptymalizowanie aktywnosci wobec biatek
targetowych oraz zmniejszenie hamowania kanalu hERG, jednakze nie doprowadzito to do
uzyskania inhibitorow o zalozonym profilu. Doktorantka jednak si¢ nie podata, doglebna
analiza struktur krystalograficznych oraz modelowanie molekularne pokazato, ze korzystne
moze by¢ usztywnienie struktury inhibitora na drodze cyklizacji w pozycji benzylowej i
fenetylowej do pierscieni 5- i 6-cztonowych. Takie podejscie zaowocowalo odkryciem
zwigzku nr 30, czyli OAT-870, bedacego podwdjnym inhibitorem kwasnej chitynazy ssaczej
i chitotriozydazy, ktéry charakteryzuje si¢ zoptymalizowanym profilem farmakokinetycznym
u myszy 1 szczura. Zwigzek ten nie wykazat genotoksycznosci w tescie fluktuacyjnym
Amesa, dlatego Doktorantka kontynuowata badania dotyczace jego oddzialywania z
szeregiem kluczowych, z punktu bezpieczenstwa farmakologicznego, celéw molekularnych w
panelu réznorodnosci w CEREPie. Niestety OAT-870 wykazat aktywno$¢ wobec transportera
dopaminy, zaréwno w tescie komérkowym jak i wigzania radioliganda. Dlatego tez, pomimo
iz Doktorantka stworzyla podwdjnego inhibitora kwasnej chitynazy ssaczej i chitotriozydazy
o nanomolowej aktywnosci wobec ludzkich i mysich enzyméw, to jednak jego wptyw na
transporter dopaminy uniemozliwit kontynuacj¢ dalszych badan przedklinicznych.

Podsumowujac, pragng podkreslié, ze w trakcie przygotowywania rozprawy
doktorskiej mgr inz. Marzena Mazur zaprojektowala i zsyntetyzowata ponad 250 zwigzkdw.
Ze sposobu prowadzonych eksperymentéw wynika ze charakteryzuje sie¢ Ona duzym
samozaparciem i dociekliwoscia, a takze odpornoscia na niepowodzenia co $wiadczy o Jej
dojrzalosci naukowe;j. Przeprowadzone na duzg skalg bardzo intensywne badania umozliwity
zidentyfikowanie selektywnych inhibitoréw chitynaz o dobrym profilu farmakokinetycznym.
Niewatpliwie waznym sukcesem Doktorantki jest réwniez to, ze struktury -nowych
inhibitoréw chitynaz sg chronione przez 3 patenty, ktérych jest wspdlautorem. Ponadto

sposréd zaprojektowanych i zsyntezowanych zwigzkéw 3 inhibitory chitynaz: OAT-177,



OAT-870 i OAT-2068 zostaly przetestowane w modelach zwierzecych, co miato na celu
poznanie roli chitynaz w patologii choréb uktadu oddechowego i nieswoistych choréb
zapalnych jelit.

Co bardzo wazine przeprowadzone przed Doktorantk¢ badania przyczynily si¢ do
odkrycia zwigzku OATD-01, nieselektywnego inhibitora kwasnej chitynazy ssaczej i
chitotriozydazy, ktéry podobnie jak opisane w niniejszej rozprawie zwigzki OAT-177, OAT-
2068 i OAT-870, wykazal skuteczno$¢ w zwierzgcych modelach choréb zapalnych i
widknieniowych ukladu oddechowego. Jednoczesnie zwigzek ten charakteryzuje sig
bezpiecznym profilem farmakologicznym, dlatego zostat dopuszczony do I fazy badan
klinicznych, ktérej rezultaty potwierdzity jego dobre wlasciwosci. Licencja na dalszy rozwoj
OATD-01 zostala sprzedana, jak wspomina Doktorantka w swojej pracy, koficem 2020 roku
firmie Galapagos NV, ktdra jest $wiatowym liderem w dziedzinie poszukiwan nowych terapii
w leczeniu idiopatycznego widknienia ptuc i wkrétce rozpocznie sie II faza badan
klinicznych. Eksperymenty Doktorantki zaowocowaly zidentyfikowaniem skutecznych
narzedzi do badania roli chitynaz w przebiegu stanu chorobowego oraz odkryciem zwiazku
OATD-01, ktory w niedalekiej przysztosci moze staé si¢ elementem terapii nieuleczalnej
choroby, jaka jest idiopatyczne widknienie ptuc.

Podsumowujgc, uzyskane w niniejszej rozprawie doktorskiej wyniki s3
nowatorskie - wskazuja na ogromny potencjal inhibitoréw chitynaz w leczeniu choréb,
ktorych podlozem jest stan zapalny (astma, choroby zapalne jelit), a takze wioknienie
tkanek (idiopatyczne wiéknienie pluc, sarkoidoza, stluszczeniowe zapalenie watroby). Z
przyjemnoscia, zatem pragne stwierdzic, ze przedstawiona do recenzji praca autorstwa
mgr inz, Marzeny Mazur zatytulowana ,Inhibitory chitynaz jako potencjalne leki w
chorobach o podiozu zapalnym i widknieniowym” spelnia okres§lone ustawowo warunki
stawiane rozprawie doktorskiej, dlatego mam zaszezyt wnosi¢ do Wysokiej Rady Nauk
Medycznych Uniwersytetn Medycznego w FLodzi o dopuszczenie mgr inz. Marzeny
Mazur do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie z uwagi na istotng
warto$¢ merytoryczng pracy, ktérej wyniki maja implikacje kliniczne, zostaly
opublikowane w renomowanych czasopismach o lgcznym Impact Factor 26,547, a takze

sg chronione przez 3 patenty, skladam wniosek o przyznanie Doktorantce wyrodznienia.
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