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OCENA
rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Filipowicz
pt. ,Analogi SFTI-1 ulegajace splicingowi peptydowemu, jako wektory do wprowadzania

peptydow o aktywnosci cytotoksycznej lub sond fluorescencyjnych”

Pani mgr Magdalena Filipowicz wykonata prace doktorskg zatytutowang: ,Analogi SFTI-1
ulegajace splicingowi peptydowemu, jako wektory do wprowadzania peptydéw o
aktywnosci cytotoksycznej lub sond fluorescencyjnych” pod kierunkiem naukowym dr hab.
Anny tegowskiej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego.

Praca doktorska bedaca przedmiotem tej recenzji jest oparta na obserwacji poczynionej przez
badaczy z Uniwersytetu Gdanskiego wskazujgcej, ze niektore ze zmodyfikowanych analogow
inhibitorowych peptydow wydzielanych z nasion stonecznika wykazujg nieoczekiwang i intrygujacag
zdolno$¢ do ulegania splicingowi w obecnosci enzyméw proteolitycznych takich jak trypsyna i
chymotrypsyna. Wynikiem tego procesu byto wyciecie z sekwencji cyklicznego peptydu kilku
aminokwasow i odtworzenie w zmniejszonym pierscieniu wigzania peptydowego. Poniewaz
inhibitory SFTI maja zdolno$¢ pokonywania btony komdrkowej, wydajg sie bardzo atrakcyjne jako
czgsteczki wektorowe mogace wprowadzac¢ wybrane sekwencje do wnetrza komorki i wywotywacé
zatozone efekty biologiczne. O atrakcyjnosci proponowanego podejscia decyduje tez mozliwosc
wykorzystania zmodyfikowanych genetycznie roslin do produkowania aktywnych farmakologicznie
czasteczek metodami biotechnologicznymi, co pozwolitoby unikna¢ ktopotliwej i kosztownej
chemicznej syntezy biooaktwnych czasteczek. Podejscie takie jest ogdlne i pozwala na
wykorzystywanie jako aktywnych farmakologicznie substancji produktéw modyfikacji roznorodnych
cyklopeptydéw pochodzenia roslinnego. Mozna wiec stwierdzié, ze realizowany w pracy doktorskiej
temat badawczy jest bardzo aktualny, ma potencjalne zastosowania aplikacyjne i znakomicie
wpisuje sie w tematyke badan prowadzonych w Katedrze Biologii Molekularnej Wydziatu Chemii

Uniwersytetu Gdanskiego.
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Ocena pracy

Praca liczy 139 stron i napisana jest w zwiezly i jasny sposéb. Przeglad literaturowy liczy 59 stron i
wprowadza czytelnika w problematyke enzyméw protelitycznych i ich inhibitoréw ze szczegdlnym
uwzglednieniem inhibitora SFTI-1, bedacego dla badanych uktadéw czasteczka prototypowa.
Pokazna czes¢ wprowadzenia literaturowego stanowi podrozdziat ,splicing jako metoda formowania
biomolekut” w ktérym Doktorantka omédwita tytutowe zjawisko w bardzo szeroki sposob i wykazata
jego ogdlne znaczenie w biologii molekularnej. Rozdziat ten omawia splicing RNA, splicing biatkowy
przebiegajacy z udziatem intein, jak réwniez przyktady splicingu peptydéw. Jak wymagata tego
tematyka pracy, ten ostatni temat zostat przedstawiony najszerzej. W szczegdtowy sposdb
przeanalizowane zostaty dostepne dane na temat przebiegu i mechanizmoéw wycinania fragmentéw
peptydowych przez proteasom i inne enzymy proteolityczne. W czesci literaturowej rozprawy
znalazty sie tez informacje dotyczace przenikania SFTI-1 przez btony komérkowe, zastosowan tej
czasteczki jako wektora aktywnych biologicznie peptydéw a takze przeglad wybranych peptydow o
dziataniu przeciwnowotworowym. Przegladowa cze$¢ rozprawy napisana jest jasno i zrozumiale z
uwzglednieniem najnowszej literatury naukowej. Zasadniczo wszystkie informacje zawarte tej
czesci sg celowe i przyczyniajg sie do lepszego zrozumienia rozprawy. Co najwyzej, moznaby
rozwazy¢ pominiecie czesci dotyczacej splicingu RNA, chociaz, zapewne intencjg Autorki, byto

podkreslenie powszechnosci i znaczenia tego zjawiska.

Cele pracy sg jasno i jednoznacznie okreslone. Dotyczg one ustalenia strukturalnych wymogow,
jakie spetnia¢ muszg analogi SFTI-1, umozliwiajacych zachodzenia zjawiska splicingu
peptydowego, oraz zbadania mozliwosci wykorzystania splicingu do wprowadzenia do wnetrza
komoérki peptydéw przeciwnowotworowych jak réwniez sond fluorescencyjnych. Uzupetnienie celu
pracy stanowi szczegotowy plan badan. Zaplanowano przeprowadzenie syntez serii analogéow SFTI-
1 wraz z petng analityczng charakterystyka. Trwato$é enzymatyczna otrzymanych analogéw byta
badana z wykorzystaniem HPLC i MS. Informacje dotyczace wnikania peptydow do komérki i ich
hydrolizy planowano uzyska¢ za pomocg badan fluorescencyjnych i HPLC =z detekcja
fluorescencyjna. Przewidziano réwniez badania biologiczne otrzymanych zwigzkow.

Czesc¢ eksperymentalna napisana jest szczegdétowo i zawiera wszystkie dane niezbedne do
odtworzenia wykonanych eksperymentéow. Dane analityczne dotyczace otrzymanych substancji w
przekonujacy sposob potwierdzajg czystos¢ i jednorodnos¢ uzyskanych peptydéw. Charakterystyka
analityczna otrzymanych substancji zostata przedstawiona w tabeli 10. Zawiera ona peten komplet
danych. Dodatkowo, widma MS oraz chromatogramy zamieszczone w rozprawie jednoznacznie
dowodza jednorodnosci otrzymanych peptyddéw i potwierdzajg ich tozsamos$¢. Wszystkie
zaprojektowane peptydy zostaty zatem z powodzeniem zsyntezowane. Zawieraty one wbudowane
sekwencje RGD i GRGDNP, ktérym przypisuje sie dziatanie cytotoksyczne na komorki

nowotworowe.



Badania enzymatyczne wykazaty, ze niemal wszystkie otrzymane zwigzki w obecnosci enzymow
(trypsyna oraz chymotrypsyna) ulegaty splicingowi peptydowemu uwalniajgc wewnetrzny,
potencjalnie cytotoksyczny fragment. Badania przeprowadzone z wykorzystaniem analogéw SFTI-
1 znakowanych fluorescencyjnie wykazaty, ze wnikaty one do wnetrza komérki zas eksperymenty
przeprowadzone z wykorzystaniem techniki FRET jednoznacznie udowodnity, ze ulegajg one
wewnatrzkomorkowej hydrolizie. W celu znalezienia odpowiedzi na pytanie co jest produktem tej
reakcji wykonane zostaty badania lizatu komérkowego. Zastosowano tu metody chromatograficzne
z detekcjg fluorescencyjng i masowa. Wysoka czutos¢ i specyficzno$¢ zastosowanych technik
badawczych pozwolita na potwierdzenie, ze w wyniku wewnatrzkomoérkowej hydrolizy powstaje
peptyd o sekwencji: Ser-Ile-Lys(rodamina)-Thr-Lys, bedacy produktem spcicingu peptydowego
modelowej czasteczek. Eksperyment ten jednoznacznie dowodzi, ze zmodyfikowane peptydy
opracowane w oparciu o sekwencje SFTI-1 mogg zosta¢ wykorzystane jako wektory
wprowadzajgce do komdrek farmakologicznie aktywne sekwencje peptydowe a nastepnie uwalniaé
je w miejscu przeznaczenia. Badania zostaty tez uzupetnione przez okreslenie wptywu wybranych
koniugatéw na zywotnos¢ wybranych linii komérek nowotworowych. Badania przeprowadzone z
wykorzystaniem komoérek glejaka ludzkiego U87-MG wykazaty bardzo znaczacy wptyw wbudowania
sekwencji GRGDNP do czasteczki SFTI-1. Jeden z uzyskanych koniugatéw okazat sie aktywny przy
stezeniu ok. 100 krotnie nizszym niz wyjsciowy cytotoksyczny peptyd GRGDNP.

Mozna zatem jednoznacznie stwierdzi¢, ze przeprowadzone badania zakonczyly sie sukcesem i
doprowadzity do wynikdéw, ktére sa ciekawe poznawczo i mogq znalez¢ praktyczne zastosowanie w
projektowaniu substancji aktywnych biologiczne.

Jednak, jak to zwykle bywa, podczas lektury pracy nasuwa sie kilka pytan i komentarzy. Pierwsze
z nich dotyczy enzymu, ktéry odpowiada za wewnatrzkomdrkowg hydrolize podanych peptydow.
Modelowe badania byty przeprowadzone z uzyciem trypsyny i chymotrypsyny. Eksperymenty
wykorzystujgce komoérki, sugeruja, ze specyficznos¢ wewnatrzkomorkowej hydrolizy jest taka
sama jak w badaniach modelowych. Jaki enzym jest zatem aktywny w komodrkach?

Pewnego komentarza wymaga tez sekwencja peptydu zastosowanego w badaniach
fluorescencyjnych. O ile dobér fluoroforéw w czgsteczce nie budzi watpliwosci, nie jest dla mnie
jasne, dlaczego fragment przewidziany do enzymatycznego uwolnienia z koniugatu ma sekwencje
Ser-Ile-Lys-Thr-Lys, a nie jest zmodyfikowana wersja ktérej$ z badanych sekwencji o
wiasciwosciach cytotoksycznych.

Przedstawiony w czesci literaturowej rozprawy mechanizm splicingu peptydowego wydaje sie
sugerowa¢ mozliwos¢ wykorzystania tego zjawiska w syntezie naturalnego bicyklicznego
inhibitora. Czy takie prace byly prowadzone na Uniwersytecie Gdanskim lub w innym osrodku.
Jaka jest obinia Doktorantki na temat ewentualnego zastosowania enzymdw proteolitycznych do

otrzymywania SFTI-1 i analogéw?



Proporcje pomiedzy poszczegdlnymi czeSciami pracy sg dobrze wywazone a catosé¢ napisana jest
przejrzyscie i przewaznie dobrym, poprawnym jezykiem. Potkniecia stylistyczne i terminologiczne
sq bardzo nieliczne, np.

Str48 ......... zapobiega przed szybkim rozktadem

Str 77......... w opisie tabeli ..... jon pseudomolekularny - termin ten nie jest juz zalecany, mowi
sie raczej o protonowanej czasteczce

W tej samej tabeli zestawiono obliczone masy [M] ze zmierzonymi wartosciami [M+H]". Wygodniej
bytoby poréwnaé¢ [M+H]' teoretyczne i [M+H]" eksperymentalne - cho¢ mozna zatozy¢, ze
czytelnik bez trudu sam wykona dodawania.

Bibliografia (157 pozycji) jest przygotowana w sposéb jednolity i staranny. Uwzglednia najnowsze
publikacje az do roku 2016. Jedyny mankament jaki w niej znalaztem to brak dat dostepu w
zrédfach internetowych (pozycja 10, 53 i 79).

Wyniki uzyskane w toku realizacji pracy doktorskiej opublikowano w formie dwdch publikacji z
Listy Filadelfijskiej. Nalezy odnotowac, ze Doktorantka jest pierwszym autorem w jednej z tych
publikacji. Sumaryczny wspotczynnik wptywu publikacji zwigzanych z oceniana praca doktorskg
wynosi 4,50. Dodatkowo Magdalena Filiopowicz jest autorkg dwoch publikacji w materiatach

pokonferencyjnych wspdtautorkg 10 komunikatéw i posterow konferencyjnych.

Podsumowujac, stwierdzam, ze badania przeprowadzone przez Doktorantke odpowiadajg na
pytania postawione w celu pracy za$ eksperymenty zostaly zaprojektowane i wykonane starannie
oraz przedstawione w przejrzysty sposob. Literatura obejmuje najnowsze prace i cytowana jest w
sposéb jednolity i konsekwentny. Wykonana przez Panig Mgr Magdalene Filipowicz i przedtozona
mi do recenzji praca pt. ,Analogi SFTI-1 ulegajace splicingowi peptydowemu, jako wektory
do wprowadzania peptydéw o aktywnosci cytotoksycznej lub sond fluorescencyjnych”
spetnia wymogi formalne stawiane rozprawom doktorskim okreslone przez Ustawe o Stopniach i
Tytule Naukowym z dnia 18 marca 2011 jak réwniez wymogi zwyczajowe. Dlatego wnosze o jej

przyjecie oraz dopuszczenie Autorki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Dr hab. Piotr Stefanowicz
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