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OCENA
rozprawy doktorskiej mgr Moniki Wojciechowskiej
pt. “Projektowanie i synteza koniugatéw peptydowych kwaséw nukleinowych z

peptydami penetrujacymi btone komoérkowa ”

Pani mgr Monika Wojciechowska wykonata prace doktorska zatytutowana: ,Projektowanie i
synteza koniugatéw peptydowych kwaséw nukleinowych z peptydami penetrujagcymi btone
komorkowq” pod kierunkiem naukowym prof. dr hab. Piotra Rekowskiego na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego.

Przediozona rozprawa dotyczy opracowania nowatorskiej metody otrzymywania potgczen
peptydowych  kwaséw nukleinowych z peptydami przenikajacymi przez btone komorkowa.
Uzyskane potaczenia zostaty poddane badaniom biologicznym a ich zdolno$¢ od oddziatywan z
kwasami nukleinowymi zostata przetestowana metoda elektroforezy kapilarnej.

Peptydowe kwasy nukleinowe to strukturalne analogi kwaséw nukleinowych, w ktérych szkielet
cukrowo-fosforanowy zostat zastgpiony szkieletem poliamidowym. Ta modyfikacja strukturalna
pozwala unikngé anionowego charakteru uzyskanego biopolimeru a w rezultacie otrzymac
czasteczki zdolne do oddziatywania z DNA i RNA znacznie silniej niz niemodyfikowane kwasy
nukleinowe. Réznica w powinowactwie uwidocznia sie zwiaszcza w roztworach i niewielkiej sile
jonowej. Jednak, pomimo bardzo silnego wigzania z DNA i RNA, duzej stabilnosci enzymatycznej i
chemicznej, bezposrednie zastosowania PNA w terapii antysensownej czy tez antygenowej sg
znaczaco utrudnione przez ich niewielka zdolno$¢ do wnikania do wnetrza komérki. Jednym z
rozwigzan tego problemu jest koniugacja PNA z peptydami penetrujgcymi btone komoérkowa.
Pomimo, ze syntezy takich koniugatéw byly juz wczesniej opisane w literaturze naukowej,
zastosowane tu podejécie jest oryginalne i nowatorskie poniewaz wykorzystuje stosunkowo
niedawno odkryta reakcje cykloaddycji alkinowo-azydkowej. Reakcja ta, ze wzgledu na
selektywno$é, wysoka wydajnos¢, korzystna kinetyke a takze wysoka stabilnos¢ powstajacych

koniugaf«v jest-idealna n’?etodq do otrzymywania aktywnych biologiczne makroczasteczek.
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Zatem postawiony problem badawczy ma interesujace implikacje biologiczne i moze sig przyczynic
do opracowania ogélnej metody syntezy substancji aktywnych farmakologiczne, ktore mogtyby by¢

wykorzystywane do selektywnej regulacji ekspresji biatek w komérce.

Ocena pracy

Dysertacja liczy 136 stron i napisana jest jasno i zrozumiale. Zamieszczony materiat graficzny jest
wykorzystany w sposdb celowy i przemyslany. Utatwia lekture pracy i pozwala zorientowac sie w
obszernym materiale eksperymentalnym. Jednak zastrzezenia moze budzi¢ jakos¢ niektérych rycin
(zwtaszcza Rys. 15 i Rys. 31) - niewystarczajace jest rozdzielczos¢ co i zbyt maty stopien pisma.
Znaczaco utrudnia to np. odczytanie mas na reprodukowanych widmach.

Konstrukcja pracy jest poprawna, zas proporcje miedzy poszczegblnymi czesciami wywazone.
Autorka w jasny i precyzyjny sposéb okreéla cele pracy: zamierza otrzymac koniugat, ktory
regulowatby ekspresje biatka STAT1 a w rezultacie hamowat procesy miazdzycowe. Realizacja tego
celu wymaga opracowania odpowiedniej metody syntezy, wykorzystujacej selektywna i efektywna
cykloaddycje Huisgena. Plan pracy obejmuje otrzymanie serii analogow PNA (sensownych i
antysensownych) peptydéw transportujacych i ich koniugatéw. W celu utatwienia badan
biologicznych, niektére z substancji miaty by¢ potaczone ze znacznikiem fluorescencyjnym.
Badania miaty réwniez objaé testy biologiczne (zbadanie transportu otrzymanych koniugatow przez
btone komoérkowa) i fizykochemiczne (oddzigtywania PNA i ich koniugatow z kwasami
nukleinowymi)

Opis czesci eksperymentalnej jest szczegétowy i zawiera dane niezbedne do odtworzenia
wykonanych eksperymentéw. Peptydy wykorzystane w badaniach zostaty zsyntezowane na
noéniku stalym wedtug strategii Fmoc. Podobnie uzyskano peptydowe kwasy nukleinowe. W
syntezie peptydéw wykorzystano zywice 2-Cl-(2'-Cl)-Trt-PS oraz Tenta Gel S RAM natomiast PNA
zostaly zsyntezowane na podtozu XAL-PEG-PS. W trakcie syntezy na nosniku statym PNA i peptydy
zostaty zmodyfikowane przez przytaczenie kwasu azydooctowego Iub propynowego. Tak
zmodyfikowane peptydy, po odtaczeniu od zywicy i oczyszczeniu poddawano koniugacji w
obecnosci jonéw Cu'* generowanych z CuSO4 przez redukcje kwasem askorbinowym. Produkty
reakcji zostaty poddane oczyszczeniu za pomocg HPLC

tacznie uzyskano 29 zwigzkéw o masach czasteczkowych dochodzacych do 5500 Da, wsrdd
ktérych byto 6 koniugatébw PNA - peptyd transportujacy. Tozsamos¢ otrzymanych produktow
wykazano poréwnujac eksperymentalnie wyznaczone masy czasteczkowe z  masami
czasteczkowymi obliczonymi teoretycznie na podstawie sekwencji (tabele 4, 7 i 9). Przytoczone
dane pozwalaja pozytywnie zweryfikowa¢ otrzymane sekwencje. Jednorodnos¢ wszystkich
otrzymanych produktéw potwierdzono za pomoca analitycznej wysokosprawnej chromatografii

cieczowej. Wydajnosci otrzymanych produktow sa dobre, jesli uwzgledni¢ stopien trudnosci



przeprowadzonych syntez. Duzym wyzwaniem eksperymentalnym byta skala prowadzonej syntezy
wymuszona przez bardzo duzy koszt pochodnych stosowanych w syntezie PNA. Doktorantka
znakomicie poradzita sobie z tym problemem dowodzac ze jest bardzo sprawnym syntetykiem.

W czesci eksperymentalnej Doktorantce nie udato sie jednak unikngaé niedopowiedzen i drobnych
niescistosci. W opisie eksperymentu nie znalaztem danych dotyczacych zastosowanych
odczynnikéw. O ile, rozpuszczalniki i pochodne aminokwasdéw sa powszechnie dostepne a
materiaty dostarczane przez rézne firmy sq zblizone pod wzgledem jakosci podanie pochodzenia
pochodnych stosowanych w syntezie PNA wydaje sie dos¢ istotne. W danych dotyczacych widm
MS, brakuje informacji, czy zmierzono (i obliczono) masy monoizotopowe czy tez Srednie masy
czasteczkowe. Klasa zastosowanych spektrometréw sugeruje, ze byly dostepne dane na temat
mas monoizotopowych. Dane w tabelach 4, 7 oraz 9 dotyczace eksperymentalnych mas
czasteczkowych sg niesciste, poniewaz dla widm MALDI bezposrednio poréwnano masy odczytane
na widmach z danymi obliczonymi teoretycznie. Jednak dane teoretycznie obliczone odnoszg sie do
mas czasteczkowych obojetnych czgsteczek, zas dane na widmach do jonéw pseudomolekularnych
MH*. Réznica (1Da) nie jest duza w poréwnaniu z masami analizowanych zwigzkéw, jednak dla
Scistosci nalezatoby jaq uwzgledni¢. Dodatkowo na Rys. 31 wystepuje kilka btedéw - widma
zwigzkoéw 7, 9 i 14 nie odpowiadajg masom czgsteczkowym podanym w Tabeli 4. Wedtug mnie, w
tym rysunku omytkowo wykorzystano niewtasciwe widma. Nie jest to problem merytoryczny -
dane w tabeli sq poprawne, jednak jest to niewatpliwie btad redakcyjny.

Zastanawia mnie tez dobdr zywic stosowanych w syntezie. Moze byloby warto przetestowac
dostepne ostatnio zywice Chemmatrix, na podtozu z sieciowanego glikolu polietylenowego? Czesto
jakos¢ otrzymanych na tych Zzywicach produktéow jest znacznie lepsza niz na zywicach
polistyrenowych czy typu Tenta Gel.

Biologiczne badania otrzymanych koniugatéw dowiodty, ze badane zwigzki przenikaly do
cytoplazmy komérki. Badania z wykorzystaniem mikroskopu fluorescencyjnego jednoznacznie
wykazaty, ze dotaczone sekwencje peptydowe umozliwiajg transport przez btone komodrkowa.
Trypsynizacja komoérek potwierdzita, ze znakowany fluorescencyjnie koniugat nie jest absorbowany
na powierzchni komorki, a jest efektywnie przenoszony do cytoplazmy. Badanie wykorzystujace
elektroforeze kapilarna pozwolity potwierdzi¢ oddziatywania PNA i ich koniugatéw z kwasami
nukleinowymi jednoczesnie wskazujac ze obecno$¢ peptydu transportujgcego ani sondy
fluorescencyjnej nie zmienia specyfiki oddziatywan PNA z kwasami nukleinowymi.

Przeprowadzone eksperymenty udowodnity mozliwo$¢ otrzymania koniugatéw PNA - peptyd
transportujacy z wykorzystaniem ,click chemistry”, wykazaty ze otrzymane substancje wnikajg do
komorek srodbtonka a takze skutecznie wigzq sie z kwasami nukleinowymi. Te ustalone fakty
otwierajg droge do farmakologicznych zastosowan potaczen PNA z peptydami penetrujacymi btony

komorkowe.



Praca pod wzgledem jezykowym jest dobrze zredagowana. Udato mi sig znalez¢ jedynie bardzo
nieliczne btedy literowe. Spis literatury obejmuje 185 publikacji, gtébwnie oryginalnych prac
badawczych. Bibliografia uwzgledniajaca najnowsze pozycje literaturowe sigga roku 2013 i zostata
sporzadzona starannie i jednolicie. Wystepujace sporadycznie strony sieciowe cytowane s
poprawnie, z podaniem daty dostepu.

Nieliczne btedy ktére dostrzegtem w ocenianej pracy maja gtownie charakter redakcyjny. Nie
utrudniajg w znaczacy sposdb lektury pracy i nie moga wptywac na jej oceng merytoryczna.
Wykonane badania odpowiadaja na pytania postawione w celu pracy. Eksperymenty zostaty
poprawnie zaprojektowane, starannie wykonane oraz przedstawione w przejrzysty sposob.

taczny dorobek naukowy Doktorantki obejmuje aktualnie 9 publikacji. Trzy z nich zostaty
opublikowane w czasopismach z ,listy filadelfijskiej” Nalezy odnotowaé, ze Doktorantka jest
pierwszym autorem w czterech z tych publikacji. Sumaryczny wspotczynnik wptywu prac
Doktorantki wynosi 5.90. Dodatkowo wyniki przedstawiono w jedenastu wystapieniach

konferencyjnych w tym takze na konferencjach miedzynarodowych.

Stwierdzam, ze wykonana przez mgr Monike Wojciechowska praca doktorska zatytutowana
,Projektowanie i synteza koniugatéw peptydowych kwaséw nukleinowych z peptydami
penetrujacymi btone komoérkowq” spetnia wymogi formalne stawiane rozprawom doktorskim
okreélone przez Ustawe o Stopniach i Tytule Naukowym z dnia 18 marca 2011 jak rowniez wymogi
zwyczajowe. Dlatego wnosze o jej przyjecie oraz dopuszczenie Autorki do dalszych etapdéw

przewodu doktorskiego.
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