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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

mgr Magdaleny Alenowicz pt. ,,Projektowanie i synteza koniugatow peptydow penetrujgcych komorke
Z biologicznie aktywnymi czgsteczkami o korzystniejszych wlasciwosciach farmakologicznych”

Nowoczesna, efektywna farmakoterapia opiera si¢ na dwoch fundamentalnych zatozeniach —
stosowaniu racjonalnie dobranego leku oraz optymalnym dostosowaniu jego wilasciwosci, takich jak:
dawka, sposéb podawania/przyjmowania, droga podawania i wreszcie jego postac. O ile pierwsze z zatozen
sprowadza si¢ po prostu do wyboru konkretnego preparatu, to w drugim przypadku mamy do czynienia z
mozliwoscig modyfikowania kazdego z czterech wymienionych elementéw sktadowych. Obecnie, w wielu
przypadkach, dostepne sg nowoczesne leki w postaciach o zaawansowanym, kontrolowanym sposobie i
stopniu uwalniania. Modyfikujac posta¢ leku, wptywa si¢ na takie parametry farmakokinetyczne, jak:
stezenie maksymalne, czas do osiggnigcia st¢zenia maksymalnego, czas dzialania leku czy biodostepnosc.
Poprawa wszystkich z wymienionych cech przeklada si¢ na znaczaca poprawe efektywnosci i
bezpieczenstwa stosowanej terapii (ten drugi aspekt ma zwigzek zar6wno z rozwinigciem lekoopornosci
wsrdd drobnoustrojow chorobotwdérczych, jak i z polekowym zatruciem organizmu). Stosowane, konkretne
zabiegi ukierunkowane s3 z jednej strony na zmniejszenie st¢zenia maksymalnego, co prowadzi do
ograniczenia czasu, w ktérym lek moze, czy tez musi si¢ znajdowa¢ w zakresie stezen przekraczajacych
zakres terapeutyczny, z drugiej na wydluzenie czasu jego dziatania, co z kolei umozliwia modyfikacj¢
dawkowania i redukcje dawek leku stosowanych w ciggu doby. Oba aspekty zwigzane s3 nierozerwalnie ze
sposobem dostarczenia leku w miejsce bezposredniego dziatania i mozliwo$cig przenikania barier
biologicznych. Wszystkie zasygnalizowane zagadnienia wydajag si¢ by¢ istotnym przedmiotem
zainteresowania wspOtczesne] medycyny i1 farmakologii. Wiele grup badawczych na calym $wiecie
wiaczona jest w badania naukowe majgce na celu jedno — polepszenie wtasciwosci terapeutycznych juz
stosowanych i nowo opracowywanych lekow.

Przedstawiona do oceny praca doktorska osadzona jest réwniez w tej tematyce badawczej i
bezposrednio dotyczy dwoch farmaceutykéw: cisplatyny i wankomycyny. Celem badan jest wykorzystanie
peptydow  penetrujacych komoérke jako nosnikow 1 modulatoréw zwigkszajacych —aktywnos$¢
farmakologiczng preparatow.

Praca doktorska zrealizowana zostala w Pracowni Chemii Zwigzkéw Biologicznie Czynnych,
Katedry Biochemii Molekularnej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego pod opieka prof. dra hab.
Piotra Rekowskiego. Opracowanie obejmuje 122 strony, podzielone (troch¢ nietypowo 1 chyba
niepotrzebnie) na 11 rozdzialéw, poprzedzonych spisem tresci, wykazem stosowanych skrotow i
jednostronicowym wstepem. Po zasadniczej czg¢$ci pracy jako zataczniki znajduja si¢: bibliografia
(obejmujaca 255 pozycji literaturowych — chyba troche zbyt duzo jak dla niespetna stustronicowego
opracowania tego typu), spis ilustracji (w calej pracy jest ich 68 i nazywane sg rysunkami) oraz spis 15 tabel
1 wykaz dorobku naukowego Kandydatki. Dodatkowym elementem podzialu jest wyszczegdlnienie
»przegladu literatury”, obejmujacego 5 pierwszych i ,badan wtasnych”, jako kolejne sze$¢ rozdziatow.
Podalem w tym miejscu podziat pracy odnoszac si¢ do jej spisu tresci. Sam uktad i sformatowanie tekstu

pozwala dokona¢ tego podzialu w zupelnie inny sposéb.
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Pierwsze pi¢¢ rozdzialéw pracy zatytutowanych kolejno: ,,CPP — peptydy penetrujqce komorke”,
» Transportan 10", ,,Chemia ,,click””, , Cisplatyna”, ,, Wankomycyna” to teoretyczne wprowadzenie w
tematyke badawczg wyszczeg6lnione jako ,,Przeglad literatury”. Kolejno, Doktorantka przedstawita w nich
najwazniejsze aspekty zwigzane z wlasciwosciami, klasyfikacjg oraz mechanizmami penetrowania komorki
i transportu przez btong¢ komoérkowa innych czasteczek wybranych tzw. peptydéw penetrujacych komorke.
Na szczeg6lne wyrdznienie w postaci osobnego rozdziatu zastuzyl transportan 10. W opisie znalazly si¢
roOwniez sposoby taczenia transporterdw z transportowanymi czgsteczkami. Podobnie jak w przypadku
charakterystyki peptydow penetrujagcych komoérke znéw jedna z metod koniugacji — zastosowanie chemii
»click” — zostata dokladniej scharakteryzowana w osobnej cze$ci. Dwa ostatnie rozdziaty przegladu
literatury to charakterystyka dwoch lekéw bedacych przedmiotem badah — cisplatyny i wankomycyny.
Odnoszac si¢ do ilosci rozdziatbw w pracy uzylem slowa ,niepotrzebnie” i ma to swoje szczegdlne
zastosowanie do tej czesci pracy. Wszystkie te rozdzialty powinny by¢ podrozdziatami jednego
zatytulowanego na przyklad — przeglad literatury (jest to i tak zastosowane w pracy do pewnego rodzaju
usystematyzowania).

Kolejne dwa rozdziaty to ,,Cel pracy” i ,,Plan pracy”. Tutaj tez plan pracy mégt by¢ tak naprawde
ostatnim akapitem w rozdziale opisujacym jej cel. Co do samego opisu celu mam tez pewne uwagi,
poniewaz zapoznanie si¢ z jego trescig nie daje pelnego obrazu co do zaplanowanych badan. Utrudnia to
przede wszystkim tabela przedstawiajaca struktur¢ zaprojektowanych peptydow oraz koniugatow z
wankomycyna. Znalazty si¢ w niej nie tylko peptydy bedace rzeczywiscie przedmiotem badan, ale réwniez
te, ktore nalezalo otrzymac na etapach posrednich. Pelny obraz zaplanowanych i wykonanych badan mozna
uzyska¢ dopiero po lekturze dalszych rozdziatéw pracy, w ktérych kolejno opisane zostaty: metodologia i
wykorzystana aparatura (,,Metody, materialty i aparatura”), badania dotyczace wplywu otrzymanych
analogéw na transport do wnetrza komoérki i wtasciwos$ci biologiczne cisplatyny (,,Zastosowanie CPP do
poprawy wilasciwosci terapeutycznych cisplatyny”) i wankomycyny (,,Zastosowanie CPP do penetracji
wankomycyny do osrodkowego ukladu nerwowego”) oraz uzyskane wyniki (,,Oméwienie wynikow i
wnioski”). W trakcie realizacji prac Doktorantka zaplanowala otrzymanie pigciu znakowanych
fluorescencyjnie (jako sonda wybrana zostala 6-karboksytetrametylorodamina) peptyddw majacych
zdolno$¢ do przenikania do wnetrza komorki. Jako modele wybrane zostaty: analog fragmentu biatka
Tat(47-57) wirusa HIV-1, biatko Tat, sekwencje bialek translokacji blonowej, transportan i transportan 10.
Otrzymane, zmodyfikowane peptydy zostaly wstepnie przebadane pod katem ich zdolnosci do wnikania do
wnetrza wybranych komoérek nowotworowych (HeLa — komoérki nowotworu szyjki macicy i OS143B —
komorki kostniakomigsaka) i1 nienowotworowych (HEK293 — komorki nerkowe ludzkiego zarodka i
HEL299 — komorki ptuc ludzkiego zarodka), przy zachowaniu niskiej cytotoksycznosci. Sposrod
wszystkich peptydéw najlepsze wlasciwosci wykazaty pochodne TP10 oraz PTD4 i to one poddane zostaly
dalszym kompleksowym badaniom sprawdzajacym ich wplyw na aktywnoS$¢ przeciwnowotworowa
cisplatyny, zdolno$¢ do wnikania do wnetrza komoérek i cytotoksycznos¢ dtugoterminowg (5-dniow3).
Kilka uwag i pytan do tej cz¢sci badan. Jak juz wspomniatem w celu pracy nie zostalo jasno okreslone, ze to
wtasnie te pochodne peptydow beda poddane badaniom sprawdzajagcym ich wplyw na witasciwosci
farmakologiczne cisplatyny. Cato$¢ staje si¢ jasna dopiero po zapoznaniu si¢ z ostatnim rozdzialem pracy,
w ktérym zostaly oméwione wyniki. Wczesniej nie ma zadnej wzmianki, ani zadnych danych dotyczacych
wynikéw badan biologicznych dla pochodnych Tat, MTS i TP (w pracy znajduja si¢ jedynie opisy syntez i
charakterystyka fizykochemiczna peptydow). Pytania do tej partii badan dotycza wyboru przedmiotu testow
biologicznych — dlaczego wykorzystane zostaly znaczone fluorescencyjnie peptydy a nie ich wolne
postacie? Rozumiem wprowadzenie sond dla monitorowania zdolnosci przenikania przez blony komorkowe

przy wykorzystaniu mikroskopii fluorescencyjnej, natomiast w przypadku sprawdzenia efektu zwigkszenia
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aktywnosci cisplatyny chodzito raczej o same peptydy. Podejscie zaproponowane w pracy i tak wymusito
sprawdzenie aktywnosci niezmodyfikowanego peptydu i sondy, a wlasciwie sondy przygotowanej do
polaczenia z peptydem. W tym miejscu kolejne dwie uwagi — na rysunkach ze stron 56-59 pojawiajg si¢
gwiazdki, ktérych znaczenie nie jest wyjasnione (wyjasnienie znajduje si¢ w publikacji odnoszacej si¢ do
tych badan), natomiast w opisie na str. 57 znajduje si¢ informacja, ze badaniom poddana byta sonda
(TAMRA) natomiast badana byta sonda z przylagczonym linkerem. W opisach wykreséw brakuje
dodatkowo nawiasOw przy % okreslajacych przezywalnos¢ komorek, natomiast w przypadku rysunkéw na
stronach 58 1 59 o$ X nie jest funkcjg stezenia jak to opisano. Wystapit tez btad w opisie rysunku 28 na str.
57 (dwa razy podana informacja o 24 godzinnej inkubacji).

Druga cz¢s$¢ badan poswigcona byta sprawdzeniu w jaki sposéb przytaczenie czasteczki TP10 do
wankomycyny wplynie na jej profil farmakologiczny i czy taki koniugat posiada zdolnos¢ do przenikania
bariery krew — mézg. W tym celu zostaly zaprojektowane i otrzymane koniugaty TP10 z wankomycyng
przytaczong do N-konca, C-konca i $rodka peptydu (poprzez reszt¢ lizyny w pozycji 7). Ostatni z
wymienionych koniugatow oraz TP10 z resztg lizyny w pozycji 7 zmodyfikowang propargilem zostaly
dodatkowo potaczone z sondg fluorescencyjng (tym razem byta nig 6-karboksyfluoresceina). TP10 oraz trzy
jego koniugaty z wankomycyng pozbawione sond fluorescencyjnych poddane zostaly badaniom
mikrobiologicznym z wykorzystaniem dwoch szczepow enterokokOw (faecium 1 faecalis) 1 trzech
metycylinoopornych szczepdéw gronkowca ztocistego. Analogi znakowane fluorescencyjnie zostaty poddane
badaniom z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej. Badano ich zdolno$¢ do przenikania do mysiego
moézgu. Dodatkowym celem tej czeSci rozprawy bylo otrzymanie i potwierdzenie struktury pochodnej
wankomycyny zdolnej do potaczenia si¢ ze zmodyfikowanym TP10.

Wszystkie analogi zostaty otrzymane z wykorzystaniem SPPS przy uzyciu taktyki Sheparda
(Fmoc/tBu). Poniewaz do potaczenia peptydéw z 6-karboksytetrametylorodaming oraz wankomycyny z
TP10 wykorzystana zostata reakcja ,.click” — reakcja 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena, substraty
wymagaly odpowiedniego przygotowania. Peptydy byly modyfikowane poprzez wprowadzenie na ich N-
koniec, C-koniec lub w przypadku TP10 réwniez tancuch boczny lizyny w pozycji 7 ugrupowania
alkinowego. Z kolei sonda fluorescencyjna oraz wankomycyna zostaly zmodyfikowane poprzez
wprowadzenie do ich czasteczek grupy azydkowej z krotkim tancuchem glikolu polietylenowego
(odpowiednio 3 lub 4 segmenty). Oczyszczanie wszystkich analogéw odbywato si¢ z wykorzystaniem
HPLC, natomiast analiza i potwierdzenie jednorodnosci — HPLC i MS. Poprawnos$¢ wykonanych syntez nie
budzi zastrzezen. W pracy kilka razy pojawia si¢ sformutowanie, ze zidentyfikowano oczekiwane jony
molekularne. Czy rzeczywiscie tak byto?

Do najwazniejszych osiagnie¢ Doktorantki w trakcie realizacji prac zaliczytbym:

- poprawng syntez¢ wszystkich substratow niezbednych dla uzyskania zaprojektowanych w pracy
koniugatéw (na szczeg6lng uwage zastuguja tu pochodne wankomycyny);

- wykazanie, ze TP10 i jego analog z przylaczong sonda fluorescencyjng wzmacniajg dzialania
cisplatyny, nie powodujac $§mierci zdrowych komorek;

- wykazanie zdolnos$ci modyfikowanego TP10 do transportu cisplatyny przez bton¢ komérkowa;

- otrzymanie aktywnych wobec metycylinoopornych szczepéw gronkowca ztocistego koniugatow
TP10 z wankomycyna, zdolnych do przenikania bariery krew-mozg.

W tym miejscu chciatbym zwroci¢ uwage na jeszcze kilka rzeczy. Po pierwsze praca niefortunnie
napisana jest w trybie bezosobowym. Moim zdaniem duzo jasniej i przejrzysciej byloby wszystkie
czynnosci, ktore wykonata Doktorantka opisa¢ w formie osobowej. Jezeli chodzi o strong edytorska
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opracowania wspomnialem juz na wstgpie, ze spis tresci niekoniecznie odzwierciedla pdzZniejsze
formatowanie samych rozdziatéw i1 podrozdzialéw. Nie moglem réwniez przyzwyczai¢ si¢ do przyjetej
przez Doktorantke typografii pracy zaktadajacej brak wyciecia w akapitach znajdujacych si¢ bezposrednio
po tytutach lub $rédtytutach. Generalnie w tekstach pisanych w jezyku polskim kazdy z akapitow powinien
zaczyna¢ si¢ od wyciecia. Odstep jako wyrdznienie to nalecialo$§¢ anglosaska, ktéra jest powszechnie
stosowana i akceptowana w tekstach internetowych. W pracy wszystkie pierwsze akapity w rozdziatach i
podrozdziatach sg wyr6znione poprzez odstep po tytule, natomiast kolejne wycigciem od lewej strony.
Uwazam, ze niepotrzebnie zostal wykorzystany w pracy inny rodzaj czcionki do nazywania podrozdziatow.
Pozostajac przy czcionce a doktadnie jej rozmiarze, to duzym utrudnieniem dla zapoznania si¢ z trescig
pracy jest jej zbyt maly rozmiar uzyty do edycji dwdch tabel i spisu tresci. O ile w przypadku tabel mozna
znalez¢ rozsadne wyttumaczenie tego faktu, o tyle w przypadku spisu tresci juz nie. W pracy znalazto si¢
sporo literowek, bledow jezykowych i interpunkcyjnych. Wymieni¢ ich tylko kilka (pierwszy z kazdej
kategorii, ktory pojawil si¢ w pracy):
- str. 4 — dwa razy uzyty cudzystow zamykajacy stowo ,,click™;

- str. 7-8 — niestaranne wyréwnanie przy wyjasnieniach skrotow BBB, DMAP, TBTU;

- str. 8 — skr6t MIC przettlumaczony zostal jako najmniejsze st¢zenie hamujgce wzrost
drobnoustrojéw — dostownie powinno by¢ ,,minimalne”; uwazam tez, ze jako zamiennik ,,minimalne”
nalezy stosowac stowo ,najnizsze” a nie ,,najmniejsze”’, chociaz obie formy wystepuja zamiennie w
literaturze;

- str. 10 — po raz pierwszy (nie ostatni) w pracy pojawia si¢ sformutowanie ,,ulepszenie wlasciwosci”
— powinno chyba by¢ ,,poprawa wilasciwosci”;

- str. 10 — w pierwszym zdaniu ostatniego akapitu po stowie ,,wielolekooporne” zabrakto dwdch
kolejnych: ,,szczepy bakterii”;

- str. 11 — w trzecim akapicie na 11 linijek 10 razy pojawia si¢ stowo ,.,komoérka” lub przymiotnik od
niego utworzony; w ostatnim akapicie na tej stronie przed rokiem 1988 pojawita si¢ jedynka zamiast literki

9,

”W b

- str. 14 — zdanie ,,W niektérych przypadkach, czesto ze wzgledu na budowe transportowanego
zwigzku (np. zawade przestrzenng), zastosowanie tacznika (tzw. linkera) przy potaczeniu z CPP jest
niezbedne (rys. 2).” powinno brzmie¢ ,,W niektérych przypadkach, czesto ze wzgledu na budowe
transportowanego zwigzku (np. zawad¢ przestrzenng), niezbedne jest zastosowanie tacznika (tzw. linkera)
(rys. 2).”, zwlaszcza, ze w zdaniu je poprzedzajacym jest mowa o peptydach i biatkach potaczonych z CPP;

- str. 17 — zdanie konczace pierwszy akapit: ,,Inne badania sugerowaly natomiast, ze obecnos¢ GAG
na powierzchni komoérek nie utatwia przenikania CPP, a ich brak nie utrudnia penetracji blony komérkowe;j
[65, 70, 71].”, uzyte w kontrze do wczesniejszego sformutowania ,,Wiele badan potwierdzito istotng role
GAG w procesach endocytozy...” nie spetnia swojego zadania, poniewaz nie wyklucza sytuacji, w ktorej
obecnos¢ GAG na powierzchni komoérek utrudnia przenikanie CPP, a ich brak utatwia penetracj¢ blony
komérkowej; z kontekstu wynika, ze chodzi o sytuacje, w ktérej obecnos¢ GAG nie ma wpltywu na
penetracj¢ btony komdrkowe;j 1 tak powinno ono brzmiec¢;

- str. 18 — sformulowanie zawarte w zdaniu ,,W ostatnich latach zanotowano wzrost zastosowan CPP
do transportu rozmaitych makromolekut takich jak biatka, peptydy, kwasy nukleinowe, liposomy,
nanoczastki, micele i niewielkie czastki do wnegtrza komorek...” jest uzyte, czy tez powtdrzone przynajmniej
kilka razy;

- str. 33 — kilka razy brakowalo mi przecinkbw w zdaniach zlozonych, w momencie, kiedy
zauwazylem ich brak przed stowem ,.ktore”, postanowilem zamiesci¢ ten fakt w uwagach;
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- str. 43 — w opisach dotyczacych wykonanych badan i eksperymentéw pojawito si¢ duzo zwrotow
wynikajacych ze stosowania zargonu chemicznego — np.: ,,Do oczyszczania otrzymanych zwigzkéw
zastosowano:

a) polpreparatywng chromatografi¢ cieczowg firmy Knauer z kolumng Kromasil C8 o wymiarach
250 x16 mm, wielko$¢ ziaren 5 pm, obierajac liniowy gradient fazy ruchomej.”, czy tez: ,Dane z testow
MTT zostalty wyrazone jako Srednie z trzech niezaleznych pomiardw przeprowadzonych trzykrotnie dla
danego stezenia.”.

Przy okazji opisu aparatury i eksperymentdw niepotrzebnie za kazdym razem byty powtarzane
podobne detale. Przynajmniej w przypadku peptyddw sama synteza powinna by¢ opisana jako jedna dla
wszystkich, otrzymanych w trakcie realizacji prac, z wyszczegdlnieniem réznic dla otrzymanych w sposéb
niestandardowy.

Wszystkie te uwagi nie obnizajag mojej pozytywnej oceny pracy doktorskiej Pani mgr Magdaleny
Alenowicz. W swoich badaniach wykazata si¢ Ona sporg wiedzg i umiej¢tnosciami czego efektem jest
szereg odkry¢. Potrafita znakomicie wywigzac si¢ z zadan syntetycznych, wyciggajac prawidtowe wnioski z
przeprowadzonych eksperymentdw. Byly one z kolei sita napedowa kolejnych planowanych prac.
Chcialbym w tym miejscu pochwali¢ réwniez pomyst Doktorantki z zamieszczeniem tabeli z
zaplanowanymi do syntez analogami jako dodatku na rozktadanej kartce w formacie A3. Pozwolito to w
mie¢ caty czas dostep do struktury peptydow bez koniecznosci powrotu do okreslonego miejsca w pracy.

W zataczonej do pracy doktorskiej dokumentacji znalazt si¢ wykaz dorobku naukowego
Doktorantki, z ktorego wynika, ze jest ona wsp6tautorkg 9 publikacji (7 z nich to publikacje z listy JCR),
kolejna praca zostala wystana do redakcji czasopisma Molecular Pharmaceutics. Mgr Magdalena
Alenowicz jest rowniez wspoétautorka 35 prezentacji konferencyjnych, wiekszos¢ dotyczy konferencji
krajowych. Mniej wiecej potowa publikacji znajdujacych si¢ w dorobku kandydatki bezposrednio dotyczy
tematyki rozprawy doktorskie;j.

Wobec powyzszego uwazam, ze praca doktorska mgr Magdaleny Alenowicz spelnia wszelkie
wymagania zwyczajowe i ustawowe (okreslone Ustawie o Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym oraz
o Stopniach i1 Tytule w Zakresie Sztuki z dnia 14 marca 2003 (tekst jednolity wg Dz. 2016 r. poz. 882,
1311)) i tym samym, po spelnieniu pozostaltych wymogéw, stanowi podstawe nadania jej stopnia
naukowego doktora. Zwracam si¢ zatem do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego z wnioskiem
o dopuszczenie mgr Magdaleny Alenowicz do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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