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Recenzja pracy doktorskiej mgr Moniki Wojciechowskiej

zatytulowanej ,,Projektowanie i synteza koniugatéw peptydowych kwaséw

nukleinowych z peptydami penetrujacymi blone komérkows”

Juz od wielu lat synteza i badania biologiczne biokoniugatoéw ciesza sie duzym
zainteresowaniem badaczy. Potaczenie dwoch réznych czasteczek, najczesciej za pomoca
wigzania kowalencyjnego, skutkuje otrzymaniem nowych syntetycznie modyfikowanych
biomolekul o zréznicowanych wilasciwosciach i zastosowaniach. Koniugaty sa stosowane
miedzy innymi do $ledzenia proceséw zachodzacych w komérkach, wykrywania obecnosci
enzymOw, ustalania biodystrybucji bialek, obrazowania biomarkeréw, czy tez wreszcie
uzywane s3 jako no$niki lekéw do komoérek docelowych. Budowa ich jest réznorodna. Jako
skladowe koniugatow stosowane sa naturalne badZz syntetyczne polimery: weglowodany,
peptydy, bialka - w tym np. swoiste przeciwciala, ktére potencjalnie moga wybidrczo wigzaé
si¢ z receptorami lub antygenami komorek docelowych, kwasy nukleinowe i ich mimetyki -
peptydowe kwasy nukleinowe. W sklad koniugatéw wchodza tez mniejsze czasteczki,
szczegblnie te o wlasciwosciach terapeutycznych np. antybiotyki, czy leki
przeciwnowotworowe. Systemy takie projektuje si¢ miedzy innymi w celu zwiekszenia
efektywnosci dostarczania, wybiorczosci dzialania i poprawy wiasciwosci farmakologicznych
zar6wno konwencjonalnych, jak i nowoczesnych lekéw. Ciekawa grupe polimeréw stanowig
koniugaty, ktérych jednym ze skladnikéw sa peptydowe kwasy nukleinowe (PNA). Jest to
grupa zwigzkow, w ktérych ujemnie natadowany cukrowo-fosforanowy szkielet kwasow
nukleinowych zastapiony zostal neutralnym szkieletem poliamidowym zbudowanym z
powtarzajacych sie jednostek N-(2-aminoetylo)-glicyny. Cztery nukleozasady zwigzane sa ze
szkieletem PNA przez laczniki metylenokarbonylowe. Molekuly te wykazuja zdolno$¢ do
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wchodzenia w interakcje z komplementarnymi fragmentami DNA i RNA, a dodatkowo
cechuje je wysoka stabilno$¢ chemiczna, odporno$¢ na degradacj¢ enzymatyczng oraz niska
toksycznos¢. Niestety mala rozpuszczalnos¢ PNA w wodzie, tendencja do agregacji oraz
staba przenikalnos¢ przez blony komoérkowe ogranicza ich zastosowanie w medycynie,
dlatego obecnie wielu badaczy skupia si¢ na lgczeniu PNA z réznymi czgsteczkami
efektorowymi, ktére moga przekaza¢ swoje specyficzne whasciwosci koniugatom. Do tego
nurtu badan mozna wlaczy¢ przedlozona mi do recenzji prace doktorskag mgr Moniki

Wojciechowskiej wykonang pod kierunkiem prof. Piotra Rekowskiego.

Zadaniem jakie postawiono przed Doktorantkg byla synteza koniugatow peptydowych
kwaséw nukleinowych z peptydem penetrujgcym komoérki PDT-4, ktéry jest analogiem

zasadowego fragmentu (47-57) biatka Tat.

Recenzowana rozprawa napisana zostala na 135 stronach, a jej uklad jest typowy dla
prac chemicznych. W rozprawie wyrézniono dwie czgéci: przeglad literaturowy oraz badania
wlasne, w ktorej to czesci umieszczony zostat cel i plan pracy, wyjasniono wybdr sekwencji
fancuchéw PNA i wyb6r metody dostarczania PNA do komdrek $rodbtonka. Ta cze$¢ zawiera
takze opis przeprowadzonych eksperymentow i badan biologicznych, podsumowanie

wynikow, wnioski, oraz spis literatury cytowanej — 185 pozycji.

Cze$¢ pierwsza, zawierajgca piec¢ rozdziatow, wprowadza w tematyke badan wiasnych
Kandydatki. Znajduje si¢ w nich charakterystyka peptydowych kwaséw nukleinowych, opis
peptydow penetrujacych komorke oraz przedstawiono w niej metody tgczenia biomolekut w
koniugaty. Jako jedna z nich, szerzej opisana zostala technika ,.click chemistry”, ktorg to
Doktorantka stosowala do laczenia sktadnikéw otrzymanych koniugatow. Ostatni rozdzial tej
czegsci zawiera opis elektroforezy kapilarnej, jako techniki separacyjnej, ktora idealnie nadaje
si¢ do pracy z matymi ilosciami materiatu, a takimi wlasnie dysponowata Doktorantka.
Poziom merytoryczny tej czesci rozprawy jest wlasciwy dla tego rodzaju prac i dobrze
przygotowuje do czytania rozdzialéw, w ktorych omodwione zostaly badania wlasne.
Umieszczone w pracy rysunki i schematy ulatwiajg lekture tekstu. Nie mam tez zastrzezen do
strony jezykowej, aczkolwiek Kandydatka kilka razy uzyla sformulowan, ktére budza
watpliwosci. Wydaje mi si¢, ze nie mozna uzywaé nazw: wigzania wodorowe typu Watsona-
Cricka, czy tez Hogsteena, dla wigzan wodorowych wigzacych komplementarne pary zasad w
helisie DNA i hybrydach PNA z DNA, czy RNA. Poniewaz fizycznie sg to oddzialtywania

tego samego typu, a roznig je tylko ,miejsca tworzenia”, czyli tworzg si¢ migdzy innymi



atomami tlenu, czy azotu i wodoru, za poprawniejsze sformutowania uwazam: parowanie
typu Watsona-Cricka, czy odpowiednio parowanie typu Hoogsteena. Za niepoprawne
uwazam takze nazwanie wigzania amidowego laczacego dwa monomery PNA wigzaniem
peptydowym (rys. 4. str.21), bo z definicji jest to wigzanie amidowe taczace ze sobg dwa
aminokwasy. Nie podoba mi si¢ réwniez nazywanie otrzymanych laficuchow PNA
fragmentami PNA. Stowo fragment sugeruje, ze wywodza si¢ one z jakiego$ wigkszego
polimeru, a tak nie jest. Zostaly one zaprojektowane niezaleznie, aby stworzy¢ fancuchy PNA

sensowne i antysensowne, komplementarne dla fragmentu mRNA STATI.

Celem pracy doktorskiej byla chemiczna synteza koniugatéw PNA z peptydem
penetrujagcym komorki PTD-4. Poczatkowo koniugaty te prébowano otrzymac metoda krok
po kroku na nosniku statym, niestety tak zaplanowana synteza nie powiodla si¢. Nastgpnym
etapem pracy bylo wiec otrzymanie o$miu tancuchéw PNA zbudowanych z 13 monomerow,
szesciu zbudowanych z 18 monomeréw oraz siedmiu modyfikowanych peptydéw PTD-4.
Poniewaz koniugaty zaprojektowano miedzy innymi w celu wprowadzenia ich do komorek
srodblonka, aby moc $ledzié to wejscie, do wigkszosci wymienionych molekut przylaczono
czasteczke fluoroforu - 5-karboksytetrametylorodaminy (TAMRA). Juz na tym etapie kazdy
do$wiadczony chemik moze zauwazy¢, ze postawione Doktorantce zadanie bylo nie lada
wyzwaniem. Jego realizacja oprocz studiéw literaturowych wymagata duzej sprawnosci
laboratoryjnej, a takze pracowitosci i cierpliwosci. Je§li dotozymy do tego fakt, ze molekuty
zostaly ze soba polaczone przy zastosowaniu strategii ,.click chemistry” do cech Doktorantki
dolaczy¢ trzeba réwniez odpornos¢ na stres i wytrwalo$¢. Rozdzial 11 pracy (34 strony), w
ktorym opisane zostaly przeprowadzone syntezy, oczyszczanie, charakterystyka
fizykochemiczna peptydéw, PNA i koniugatow, jest tego dowodem. Jestem pod duzym
wrazeniem tego co Pani Monika wykonata, tym bardziej, ze grupa prof. Rekowskiego nie
miala na tym polu duzego doswiadczenia, bo w te tematyke weszta whasciwie rownoczesnie z

Doktorantka.

Syntezy zaréwno peptydéw jak i PNA zostaly przeprowadzone metoda na nosniku
statym. Do niektorych czasteczek PNA, jeszcze na no$niku, przylaczone zostaty czasteczki
kwasu propynowego, badz Fmoc-propargiloglicyny, ktére zawieraja ugrupowanie alkinowe.
W przypadku peptydéw, C-koncowa reszte zawierajgcg ugrupowanie azydkowe (kwas
azydooctowy) utworzono w dwoch etapach, bezposrednio na zywicy. W pierwszym etapie do
no$nika przylaczony zostat kwas bromooctowy, a nastgpnie atom bromu zostat podstawiony

ugrupowaniem azydkowym. Podrozdzial opisujacy ten proces Doktorantka zatytutowala



Przylaczanie kwasu azydooctowego do PDT-4”, co biorgc pod uwage zastosowang

procedure uwazam za niepoprawne.

W celu otrzymania koniugatow alkinowe analogi PNA oraz azydkowe pochodne
analogéw PTD-4 zostaly polaczone z wykorzystaniem reakcji ,.click”. Aby ustali¢ warunki
dla uzyskania jak najlepszych wydajnosci czasteczke TAMRY, ugrupowanie alkinowe i
azydkowe umieszczano w réznych miejscach. Byl to zaréwno taficuch gléwny peptydu czy
PNA, jak i tafcuchy boczne monomeréw. Najwicksze wydajnosci sprzggania uzyskano w
przypadku koniugatéw, w ktérych ugrupowanie alkinowe znajdowalo si¢ w tancuchu
gtéwnym PNA, ugrupowanie azydkowe w tancuchu bocznym PTD-4, a TAMRA przylaczona
byta do tancucha bocznego reszty aminokwasu nalezacego do peptydu. Niestety ta metoda nie

udato sie otrzymaé zwigzku 27, oraz koniugatow z PNA zbudowanymi z 18 monomerow.

Wszystkie otrzymane analogi PNA, analogi peptydéw PTD-4 oraz koniugaty, po
syntezie zostaly oczyszczone i scharakteryzowane. Omawiany rozdzial pracy zawiera
chromatogramy RP-HPLC wszystkich otrzymanych zwiazkéw, zaréwno surowych jak i
oczyszczonych oraz widma masowe oczyszczonych produktow. Cala przedstawiona

dokumentacja jest dowodem na to, ze Doktorantka zrealizowala cel pracy.

W omawianej czgéci znalaztam parg¢ blgdow i niescistosci np. podpis pod rys. 27 na
stronie 63 pokazujacym budowe koniugatow brzmi: ,schetyczne (pisownia oryginalna)
struktury zaplanowanych do syntezy koniugatéw PNA — PTD-4”, a powinien brzmie¢ ,,
Schemat budowy zaplanowanych do syntezy koniugatow PNA — PTD-4”. W pracy zdarzaja
sie takze nieprecyzyjne opisy, np. na stronie 68, w opisie metody przylaczania F moc-Gly do
PNA mozna przeczytaé-,, Aminokwas przylaczatam dwukrotnie z wykorzystaniem 3-krotnego
i 1,5-krotnego molowego nadmiaru aminokwasu wzgledem osadzenia zywicy z dodatkiem
mieszaniny HATU, HOAt....” itd. Zastosowanie stowa .dodatek” w stosunku do $rodka
sprzegajacego wydaje mi si¢ nieodpowiednie, tym bardziej, ze uzyto go W ilosci
réwnomolowej w stosunku do Fmoc-Gly. Na stronie 93, w opisie syntezy TAMRA-PEG3-
Tra(1,4)-C(0)-PDT-4-NH, znajduje si¢ informacja, ze uzyto do syntezy analog PDT-4, a
powinno by¢ amid analogu PDT-4. Dziwne tez wydaje mi si¢ to, ze czasy retencji podane na
chromatogramach (str. 76) i w tabeli 4 (str. 80) w przypadku dwoch par zwiazkow Pra-Gly-
PNA(13)s i TAMRA-Pra-Gly-PNA(13)4 (czas retencji odpowiednio 12,91 i 12,74 min.) oraz
Gly-PNA(18) i TAMRA-Gly-PNA(18)4 (czas retencji odpowiednio 17,25 i 17,75 min.) sa



prawie jednakowe. Chyba nastapita tu jakas pomylka, bo w przypadku innych tego typu par

réznica w czasach retencji po przytaczeniu TAMRA wynosi nawet 3 minuty.

Otrzymane przez Doktorantke¢ zwigzki zostaly przebadane w Instytucie Biologii
Molekularnej i Biotechnologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, pod katem
zdolnosci do przechodzenia przez blong komodrkowa komoérek s$rodblonka. Badania
potwierdzity, ze peptyd PTD-4 moze shuzy¢ jako zwiazek przenoszacy PNA do wnetrza
komorek i to zaréwno wtedy, gdy jest z nim zwigzany kowalencyjnie jak i wtedy, gdy tworzy
z PNA kompleksy niekowalencyjne. Niestety, musze w tym miejscu zaznaczy¢, ze zta jakos¢
umieszczonych w pracy czarno-bialych zdje¢ dokumentujacych te badania sprawia, Zze sg one

mato czytelne.

Ostatnim etapem pracy byly badania z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej, ktére
potwierdzily tworzenie si¢ komplekséw antysensownych PNA zar6wno z jednoniciowymi

mRNA i DNA jak i z dwuniciowym DNA.

Podsumowujgc stwierdzam, ze Doktorantka zrealizowata cele rozprawy. Otrzymata
koniugaty PNA z peptydem penetrujagcym komorki PTD-4, opracowujgc roéwnoczesnie
wydajng metode ich otrzymywania. Sekwencje PNA zostaly tak zaprojektowane, aby ich
koniugaty mogly by¢ wykorzystane w terapii lub diagnostyce medycznej miazdzycy, a fakt,
ze wchodza one do komorek daje taka nadziejge. Wiysoko oceniam poziom merytoryczny
badan przedstawionych w rozprawie. Ich zakres jest szeroki: od trudnych, skomplikowanych i
pracochtonnych syntez chemicznych, przez badania powstajacych komplekséw, do badan
biologicznych. Na uznanie zastuguje takze sposob prezentacji wynikow i1 prowadzenia
dyskusji przy ich omawianiu, a dostrzezone przeze mnie usterki i niescistosci nie obnizaja
wartosci pracy. Wszystkie umiejetnosci jakimi wykazata si¢ Doktorantka pozwalaja
stwierdzi¢, ze jest ona dobrze przygotowana do podejmowania réznorodnych wyzwan
naukowych, a zdobyte w trakcie pracy do§wiadczenie sprawito, ze Doktorantka w marcu tego
roku zostatla zatrudniona na etacie asystenta naukowego w Laboratorium Maszyn
Biomolekularnych Centrum Nowych Technologii Uniwersytetu Warszawskiego. Efektem
wykonanych przez Kandydatke syntez 1 badan sa rowniez trzy publikacje (dwie z nadanym
numerem DOI, trzecia przyjeta do druku) w czasopismach z listy JCR. Doktorantka jest takze
wspolautorka czterech artykutow, ktore ukazaty si¢ w cyklu monografii pt.: Na pograniczu
chemii i biologii” ukazujacych si¢ naktadem Wydawnictw Naukowych Uniwersytetu Adama

Mickiewicza w Poznaniu, dwoch w Copernican Letters, jednego opublikowanego w



materiatach pozjazdowych i 10 komunikatéow wygloszonych badz zaprezentowanych na

konferencjach naukowych.

Z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska spetnia
wszystkie kryteria ustawowe (Ustawa z dnia 14 marca 2003 r., Dz.U.03.65.595 wraz z
pozniejszymi zmianami (Dz. 1J. z 2005 r. Nr 164, poz, 1365, z 2010 r. Nr 96, poz. 620 i
Nr782, poz. 7228 oraz z 2011 r. Nr 84, poz.455) i zwyczajowe, dlatego tez wnosze do Rady
Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Moniki Wojciechowskiej do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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