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Recenzja
Rozprawy doktorskiej mgr inz. Magdaleny Alenowicz
PROJEKTOWANIE | SYNTEZA KONIUGATOW PEPTYDOW PENETRUJACYCH KOMORKE
Z BIOLOGICZNIE AKTYWNYMI CZASTECZKAMI O KORZYSTNIEJSZYCH
WLASCIWOSCIACH FARMAKOLOGICZNYCH

Praca doktorska Pani mgr inz. Magdaleny Alenowicz zostata wykonana na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego, w Katedrze Biochemii Molekularnej, w Pracowni Chemii Zwigzkow
Biologicznie Czynnych pod kierunkiem prof. dr hab. Piotra Rekowskiego. Celem rozprawy byty proby
poprawy wiasciwosci terapeutycznych dwaéch lekéw, znanych od wielu lat: cisplatyny (cytostastyku
stosowanego w chemioterapii wielu rodzajow nowotworéw) oraz wankomycyny (antybiotyku
glikopeptydowego o szerokim spectrum dziatania, stosowanego réwniez na szczepy gronkowca
ztocistego odpornego na metycyline). Poszukiwanie lekéw przeciwdrobnoustrojowych, jak réwniez
przeciwnowotworowych, jest jednym z gléwnych celéw wspdtczesnej chemii medycznej, a wsrod
testowanych obecnie zwigzkow, potencjalne leki onkologiczne zajmujg czotowe miejsce. W wielu
osrodkach naukowych prowadzone sa rownolegle badania nad transportem znanych lekéw do
komorki, w tym przeciwnowotworowych (np. doksorubicyna, metotreksat czy paklitaksel), co
pozwala na stosowanie mniejszych dawek, zwieksza ich skutecznos¢ oraz redukuje efekty
niepozadane. Jedng z najbardziej obiecujgcych metod jest wykorzystanie do tego celu odkrytych
stosunkowo niedawno peptydow penetrujgcych komorke CPP (Cell Penetrating Peptides).
Doktorantka w swojej dysertacji wigczyta sie w ten bardzo aktualny nurt badan.

Praca liczaca 122 strony ma typowy uktad dla tego typu opracowan. Przeglad literaturowy liczacy 27
stron sktada sie z pieciu nie zwigzanych ze sobg rozdziatéw, poswieconych omdéwieniu na dosc
podstawowym poziomie peptydoéw penetrujagcych komérke, transportanu 10, chemii ,click” oraz
wiasciwosci cisplatyny i wankomycyny, ktére majg stanowi¢ wprowadzenie do badan wtasnych.
Moim zdaniem, korzystniejsze dla rozprawy bytoby poswiecenia czesci literaturowej szerszemu

omowieniu peptydéw penetrujgcych komorke, ich wykorzystaniu w chemii medycznej i farmakologii.
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Natomiast krétkie informacje dotyczace wankomycyny, cisplatyny i chemii ,click” powinny byé
wstepami do odpowiednich rozdziatow w badaniach wtasnych.

Mgr inz. Alenowicz postawita sobie ambitny cel jakim byto zaprojektowanie i synteza peptydéw
zgrupy CPP z sondami fluorescencyjnymi oraz zbadanie ich wtasciwosci biologicznych. Do
znakowania peptydow wybrata dwie sondy fluorescencyjne: 6-karboksytetrametylorodamine
(TAMRA) oraz 6-karboksyfluoresceine. Peptydy wykorzystane w badaniach otrzymata na nosniku
polimerowym (zywica TentaGel S Ram) wedtug strategii Fmoc/Boc z uzyciem syntezatora
pétautomatycznego lub automatycznego. Po usunieciu z 2zywicy wszystkie peptydy zostaty
oczyszczone a ich charakterystyka nie budzi zastrzezeri. Do wybranych peptydéw penetrujgcych
komorke wprowadzona zostata reszta alkinowa, natomiast TAMRA zawierata linker z grupa
azydkowa, co pozwolito przeprowadzi¢ zaplanowang reakcje 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena.
Fluoresceina byta uzyta w postaci estru sukcynimidowego. Doktorantka otrzymata 22
modyfikowane peptydy, analogi fragmentu biatka Tat(47-57) wirusa HIV (PTD4), sekwencji
translokacji membranowej (MTS), transportanu (TP) oraz transportanu 10 (TP10), ktore
wykorzystata do dalszych badan. Do syntezy kowalencyjnych koniugatéw z uzyciem chemii ,click”
niezbedna byta synteza pochodnej wankomycyny z ugrupowaniem azydkowym. Doktorantka
wybrata opisang w literaturze dla antybiotykdw glikopeptydowych selektywng reakcje
reduktywnego alkilowania grupy aminowej aminocukru. Nie udato sie jednak zrealizowac
utlenienia azydoalkoholu (N3-PEG4(CH,),0H) do azydoaldehydu za pomocga
bis(acetoksyjodobenzenu) wobec TEMPO jako katalizatora. Mimo zastosowania roznych warunkow
reakcji - gtownym wyizolowanym produktem byt kwas karboksylowy. Szkoda, ze nie podjeta ona
proby wykorzystania innych metod utlenienia alkoholi pierwszorzedowych do aldehydéw opartych
na aktywacji dimetylosulfotlenku, takich jak utlenianie Swerna‘a, Pfitzner—-Moffatt'a czy Parikha-
Doeringa lub reakcji z uzyciem nadjodanu Dess—Martin’a, czy odczynnika Corey'a (chlorochromian
pirydyny). Wobec napotkanych niepowodzen, mgr inz. Alenowicz zmienita strategie wprowadzenia
funkcji azydkowej do czasteczki, wankomycyny. Zdecydowata sie na acylowanie wankomycyny za
pomoca komercyjnie dostepnego N3PEG,OSu. Po optymalizacji warunkéw reakcji doktorantka
otrzymata produkt zawierajacy jedno ugrupowanie azydkowe. We wspotpracy z dr. Sowinskim
z Miedzyuczelnianego Laboratorium NMR Politechniki Gdanskiej podjeta probe ustalenia struktury
wankomycyny z linkerem PEG,-N3 przy uzyciu technik NMR. Na podstawie przeprowadzonej analizy
jedno- i dwuwymiarowych widm *H NMR zaproponowata miejsca wigzania linkera z wankomycyna.
Z duzym prawdopodobienstwem mozna stwierdzi¢, ze jest on potgczony z antybiotykiem poprzez
wigzanie amidowe utworzone z udziatem funkcji aminowej aminocukru. Hipoteza ta wymaga

jednak potwierdzenia dodatkowymi badaniami. Badania aktywnosci biologicznej otrzymanych
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zwigzkéw, wykonano w Gdanskim Uniwersytecie Medycznym, we wspotpracy z dr Rusiecka

z Katedry i Zaktadu Farmakologii kierowanego przez prof. Kocica.

Testy na aktywnos¢ przeciwnowotworowg niekowalencyjnych koniugatéw cisplatyny z wybranymi

CPP zawierajacymi sonde fluorescencyjng jak i bez sondy przeprowadzono na réznych liniach

komorkowych (HEK293, HEL299, Hela i 0S143B). Badania dowiodty, ze peptydy TP10 oraz PTD4

wykazuja selektywnosc¢ przenikania do wybranych komoérek nowotworowych, co jest zgodne

z doniesieniami literaturowymi. Podanie TP10 z cisplatyng wywotato silniejszy efekt cytotoksyczny

niz sam lek, co wskazywatoby na poprawe transportu do komdrek nowotworowych. Zastosowanie

peptydu z sondg fluorescencyjng potwierdzito jego przenikanie do komarki. Poniewaz wyniki badan
dajg jedynie obraz jakosciowy, mozliwos¢ podawania cisplatyny w potaczeniu z TP10 wymaga
przeprowadzenia dalszych, poszerzonych badan.

Badanie kowalencyjnych koniugatow wankomycyny na aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa

wykazaty, ze wszystkie otrzymane zwigzki posiadaty wyzszg aktywnos¢ niz sama wankomycyna oraz

szersze spektrum dziatania. Obiecujace wyniki uzyskano dla [Lys’(PEG,-VAN]TP10 (wysoka
aktywnosc wzgledem szczepow MRSA oraz najnizsze wartosci MIC dla enterokokéw) stad zwigzek
ten zostat wytypowany do badarn na modelu zwierzecym dla sprawdzenia zdolnosci przenikania
bariery krew-mozg. Badania z uzyciem mikroskopii fluorescencyjnej wykazaty jego obecnosé

w mozgu, cho¢ sama wankomycyna, mimo stabej przenikalnosci stosowana jest takze w infekcjach

mozgu. Ten fragment uwazam za najcenniejszy wynik sposrod uzyskanych w dysertacji mgr inz.

Alenowicz. Czy planowane jest w dalszych badaniach poréwnanie stezen jakie sg osiggane dla leku

i koniugatu w mézgu?

Mgr inz. Magdalena Alenowicz dobrze porusza sie w zakresie wiedzy chemicznej i biologicznej,

wykazata sie biegtosciag warsztatowa, zaréwno jesli chodzi o synteze peptydéw na fazie statej,

reakcje ,click”, metody oczyszczania peptydow oraz potwierdzenia struktury zwigzkéw za pomoca
spektrometrii mas.

Praca napisana jest logicznie, poprawnym jezykiem, zawiera nieliczne usterki redakcyjne.

Z obowiazku recenzenta przedstawie kilka wybranych uwag:

e ,cykloaddycja pomiedzy alkinem i azydkiem wewnetrznym” — wewnetrzny moze byé alkin
(dipodstawiony acetylen) a nie azydek (str 27)

e ,aminokwasy zawierajgce aminokwasy ugrupowanie alkilowe lub azydkowe” — powinno by¢
ugrupowanie alkinowe (str 27)

e Nie wiem z jakiego powodu doktorantka zmienita warunki dla chromatografii HPLC, przy
opracowaniu reakcji acylowania wankomycyny za pomocg Ni-PEG4;-OSu, (stad inne czasy
retencji na rys 55 i tabeli 10 oraz na rys 51)

. W podpisach pod rysunkami 64, 65 i 66 - powinno by¢ 'H a nie H' czy H1
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e btedna numeracja nieznakowanych koniugatow na str 98, TP10-Ala(PEG,-VAN) to zwigzek I,
a [Lys7(PEG,,-VAN)]TP10 to zwigzek Il (co zauwazytam dzieki zamieszczonej wktadce
z numerami modyfikowanych peptydéw, ktéra bardzo utatwita mi czytanie pracy). Zwigzki IV i
V to znakowane pochodne
Catkowity dorobek naukowy doktorantki jest bardzo dobry, sktada sie z 10 publikacji
o sumarycznym IF 12.587, z ktorych tylko jedna jest zwigzana z rozprawg. Praca obejmujaca
badania opisane w dysertacji zostata wystana do druku. Niestety w zadnej publikacji doktorantka
nie jest pierwszym autorem. Mgr inz. Alenowicz jest réwniez wspotautorkg 34 komunikatéw na
konferencjach krajowych izagranicznych. Do osiggnie¢ doktorantki nalezy zaliczy¢ uzyskanie
stypendium dla doktorantéow w ramach projektu ,Ksztatcimy najlepszych —kompleksowego
programu rozwoju doktorantow, mtodych doktoréw i akademickiej kadry dydaktycznej UG” oraz
stypendium z dotacji podmiotowej na dofinansowanie zadar projakosciowych, oraz zajecie |
miejsca za poster na | Ogdlnopolskiej Konferencji Studentéw i Doktorantéw Nauk Scistych
, Cztowiek-Natura-Srodowisko” w 2012 roku.
W podsumowaniu stwierdzam, ze
e Temat podjety przez doktorantke jest z punktu widzenia naukowego i aplikacyjnego
wysoce aktualny
e Doktorantka dobrze zaplanowata swoje badania i wykazata sie dojrzatym podejsciem do
realizowanego tematu oraz interpretacji otrzymanych wynikow
e Wyniki przedstawione w pracy poszerzajg naszg wiedze na temat transportu lekéw do
komarki z udziatem peptydéw penetrujacych komorke
Na tej podstawie z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny dysertacja
mgr inz. Magdaleny Alenowicz pt. ,Projektowanie i synteza koniugatéw peptyddéw penetrujacych
komodrke z biologicznie aktywnymi czgsteczkami o korzystniejszych  wtasciwosciach
farmakologicznych” spetnia wszelkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim przez Ustawe
o Tytule Naukowym i Stopniach naukowych oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
22003 r., nr 65 poz. 595 z pdiniejszymi zmianami). Wnosze do Rady Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr inz. Magdaleny Alenowicz do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.
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