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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Koztowskiej

Magister Agnieszka Koztowska swoja rozprawe doktorska zatytulowang ,.Synteza
koniugatow transportanu 10 z czasteczkami o dziataniu biologicznym” wykonata na Wydziale
Chemii Uniwersytetu Gdanskiego w Pracowni Chemii Zwigzkéw Biologicznie Czynnych,
pod opieka prof. dr hab. Piotra Rekowskiego i dr Jarostawa Ruczynskiego, ktéry pehnit
funkcje promotora pomocniczego.

Przedstawiona do recenzji praca posiada zlozona, wielopoziomows strukture,
konsekwentnie dostosowana do osiagnigcia nadrzednego celu badan realizowanych w grupie
badawczej, ktéry mozna okresli¢ jako projektowanie, synteza i badanie nowych
peptydow/peptydomimetykéw badz ich koniugatow jako substancji o zréznicowanej
aktywnosci biologicznej. Szczegdlnie intensywnie badang grupa peptydéw i ich pochodnych
sq peptydy charakteryzujace si¢ zdolnoscia przenikania blon komérkowych (ang Cell
Penetrating Peptides). Zaproponowano dla nich wiele réznorodnych zastosowan, jednak
glowne ich wykorzystanie dotyczy transportu zwigzkéw leczniczych i obrazujacych. CPPs
charakteryzujg si¢ wysoka skutecznoscig in vitro w dostarczaniu do komoérek fluoroforow,
matoczasteczkowych lekow, bialek, peptydow, kwaséw nukleinowych czy nanoczastek.
Mimo licznych propozycji zastosowan CPP w terapii i diagnostyce, popartych obiecujacymi
in vitro i in vivo wynikami wstepnych badan, do tej pory nie ma jeszcze zadnej terapii
wykorzystujacej peptydy penetrujace do komérek. Nalezy jednak dodaé, ze kilkanascie
pochodnych jest w trakcie badan klinicznych. Z pelnym przekonaniem mozna wigc wyrazic¢
opini¢ o aktualnosci i o wysokiej randze tematyki podjetej w rozprawie.

Uzyskane wyniki badan zostaly opisane w pracy liczacej 151. Uklad pracy,
dostosowany-" do jednoznacznie zdefiniowanego celu badawczego, jest standardowy i
obejmuje szes¢ gléwnych rozdzialéw: Wprowadzenie, Przeglad literatury, Badania Wiasne,
Spis literatury cytowanej, Spis ilustracji oraz Spis tabel. Wydaje mi sie, ze korzystne byloby
uzupelnienie rozprawy o Streszczenie pracy oraz Wykaz dorobku naukowego Doktorantki.

Czgs¢ referatowg pracy stanowi 42 stronicowy zbior esejow prezentujacych przeglady
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literaturowe stanowigce wprowadzenia do kolejnych tematéw badawczych rozwijanych w
rozprawie. Obejmuja one zagadnienia dedykowane:

e chorobom cywilizacyjnym: chorobom neurodegeneracyjnym, chorobom

nowotworowym oraz rozwojowi lekoopornosci,
e wplywowi zwigzkow biologicznie czynnych na rozw6j  chordb
cywilizacyjnych,

e peptydom penetrujagcym blony komorkowe,

e chemii klik.
Dobor materiatu literaturowego obejmuje w sumie 118 pozycje. Jest on gleboko przemyslany
i prezentuje wszystkie najwazniejsze publikacje, co pozwolilo na rzetelng i doglebng
prezentacj¢ stanu wiedzy. Na wyréznienie zastuguje precyzja wyboru referowanych tekstow 1
zwigztos¢ wywodu, ktore pozwolily na stworzenie wysoce przydatnych skoncentrowanych
opracowan multi-dyscyplinarnych, kosztem pominigcia prac o mniejszym znaczeniu. Pomimo
duzego zréznicowania tematéw poszczegdlnych fragmentéw przegladu literaturowego,
utrzymana jest spdjno$¢ narracji dzieki starannemu doborowi referowanych publikacji i
konsekwentnemu podporzadkowaniu wszystkich czesci sktadowych nadrz¢dnemu celowi
pracy. Pozwala to na wystawienie wysokiej oceny tej czgsci rozprawy. Jedyne moje
zastrzezenie budzi nazwanie rozdziatu 2 ,,Wptyw zwiazkow biologicznie czynnych na rozwoj
choréb cywilizacyjnych”, takie sformutowanie sugeruje, ze dyskutowany bedzie badz
pozytywny badz negatywny wplyw czy to na prewencje rozwoju choréb cywilizacyjnych czy
tez na patogenez¢ ich rozwoju. Tym czasem, w rozdziale tym Doktorantka omawia
wiasciwosci Wankomycyny, Dopaminy oraz jeden rozdziat poswieca kinazom tyrozynowym
i ich inhibitorom, w tym w szczegdlnosei Imatinibu. W przeglédzie literaturowym zabraklo
mi réwniez informacji na temat danych literaturowych wskazujacych na zdolno$é przenikania
bariery krew-mozg przez CPP lub ich koniugaty. Prosz¢ o ustosunkowanie si¢ do tego
zagadnienia w trakcie obrony.

Jak nalezalo oczekiwa¢, sam cel pracy zostat postawiony dopiero po wprowadzeniu
literaturowym dajgcym uzasadnienie dla wszystkich jego elementéw sktadowych na tle
wspolczesnego stanu badan. Podjete zadanie badawcze obejmowaly:

. synteiq dwoch koniugatow Wankomycyny z transportanem 10, synteze dwoch
koniugatéow TP10 z Imatinibem oraz Jednego koniugatu TP10 z Dopaming. We wszystkich
przypadkach zastosowano narzedzia chemii klik do uzyskania zalozonych koniugatow.

. przeprowadzenie badan biologicznych z zsyntezowanymi koniugatami,



Badania te  obejmowaly:  testy = mikrobiologiczne  sprawdzajace  aktywno$é
przeciwdrobnoustrojowa  koniugatow Wankomycyny z TP10, badanie aktywnosci
hemolitycznej koniugatow z Wankomycyng oraz badanie zdolnosci pokonywania bariery
krew-mo6zg obydwu koniugatéw TP10 z Wankomycyna. W odniesieniu do koniugatow z
dopaming, badania biologiczne obejmowaly: zdolno$¢ pokonywania bariery krew-mozg,
badanie powinowactwa do receptorow D1 i D2, testowanie podatnosci na reakcje
transmetylacji pod dzialaniem katechol-O-metylotransferazy oraz badania behawioralne (test
stupa).

Na pochwale zastuguje wprowadzenie rozdziatu 6 ,,Plan pracy”, w ktérym zawarte zostaty
wszystkie zaplanowane do realizacji etapy prac badawczych. Pierwszy etap badan obejmowal
syntez¢ analogow TP10 zawierajacych reszt¢ kwasu propynowego oraz kwasu
azydooctowego. W ramach tego etapu prac badawczych, Doktorantka otrzymata tez dwie
pochodne Wankomycyny: zawierajaca reszte¢ azydowg pochodng bedgcg produktem
sprzegania Wankomycyny z estrem N-hydroksysukcynimidowym kwasu 15-azydo-4,7,10,13-
tetraoksapentadekanowego (N3-PEG4-NHS) oraz z 1-amino-11-azydo-3,6,9-trioksoundekanu
(N3-PEG3-NH3). Do grupy niezbednych do otrzymania koniugatow TP10 z wybranymi
substancjami czynnymi nalezy réwniez pochodna dopaminy z N3-PEG4-NHS oraz pochodna
Imatinibu z N3-PEG3-NHo.

W kolejnym etapie Doktorantka otrzymane bloki budulcowe zastosowata jako substraty
reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji katalizowanej jonami miedzi (I). Jako zrédto jondw Cu(I)
zastosowano zredukowany askorbinianem sodu siarczan miedzi (II). Zaplanowane do
otrzymania koniugaty TP10 z substancjami aktywnymi otrzymane zostaly z wydajnosciami
od 43% do 85%, przy czym wydajnos¢ zalezna byla od stechiometrii reakcji. Na pochwate
zastuguje bardzo rzetelna charakterystyka otrzymanych wszystkich zwigzkéw. Doktorantka
wykazala, ze zastosowana przez nig koniugacja z wykorzystaniem ,,chemii klik” nie prowadzi
do utraty aktywnosci biologicznej zaréwno TP10 jak i przylaczonych zwigzkéw. Okazalo, ze,
ze uzyskane koniugaty majg zazwyczaj ,lepsza” aktywno$¢ biologiczng w poréwnaniu do
pojedynczych sktadowych. Koniugaty TP10 z Wankomycyna charakteryzuja si¢ zwiekszona
aktywnoscig w poréwnaniu do samego antybiotyku, w tym réwniez wzgledem szczepoéw
lekoopornycﬁr. Doktorantka wykazala, ze koniugat Van-PEG4-TP10 pokonuje efektywnie
barier¢ krew mozg (stgzenie koniugatu w mozgu bylo 500 razy wyzsze w poréwnaniu do
Wankomycyny). Wynik ten niewatpliwie otwiera drog¢ do rozpoczecia badan nad nowymi
pochodnymi antybiotykéw uzytecznych w leczeniu stanéw zapalnych osrodkowego uktadu

nerwowego wywolanego patogenami.



Koniugat Dopaminy z TP10 (Dop-PEG4-TP10) charakteryzuje sie obnizong podatnoscia na
O-metylowanie reszty dopaminy pod dziataniem katecholo-O-metylotransferazy. Po czasie 24
godzin obserwowano okolo 50% nie przereagowanego koniugatu. Koniugat ten
charakteryzuje si¢ wysokim powinowactwem do receptoréw D1 i D2 oraz jego relatywnie
wysoka specyficznoscia. Z badan in vitro (test stupa) wynika jednak, ze obserwuje si¢ tylko
nieznaczne zmniejszenie objawOw zwigzanych z zaburzeniami ruchowymi.

Lektura tekstu rozprawy uznaje za stymulujaca do dalszej dyskusiji i glebszych przemyslen.
Wirod pytan, ktore mi sig nasunely cheiatabym postawi¢ trzy nastepujace:

1. Czym bylo uzasadnione stosowanie zréznicowanej stechiometrii reakcji 1,3-
dipolarnej cykloaddycji katalizowanej jonami miedzi (I) finalnych koniugatéw TP10 z
substancjami aktywnymi farmakologicznie? Przyjmujac przedstawiony przez Doktorantke
mechanizm tej reakcji, stechiometria reagentéw alkinowego i azydowego wynosi 1:1 (strona
53).

2. Jakie byly przestanki do stosowania testu chloranilowego do kontrolowania postepu
sprzegania pochodnych kwasow karboksylowych do N-terminalnej grupy aminowej TP10, w
miejsce testu Kaisera lub TNBS, ktére to sa raczej rekomendowane dla amin
pierwszorzgdowych?

3. Czy wniosek, ze koniugat Dop-PEG4-TP10 moze stanowié alternatywe dla L-
DOPA i moze stanowi¢ nowg klas¢ leku w leczeniu objaw6éw choroby Parkinsona w oparciu
0 uzyskane wyniki (lepsza biodostepno$é, zwigkszona selektywnos¢ dziatania na receptor D1
oraz zmniejszona podatno$¢ na O-metylowanie) nie jest zbyt daleko idacym na tym etapie
badan? W tym miejscu chciatabym réwniez prosié o wyjasnienie dotyczace obserwowanego
znaczacego obnizenia st¢zenia dopaminy w mézgach myszy w przypadku podania Dop-
PEG4-TP10 w poréwnaniu do st¢zenia w prébie kontrolnej z solg fizjologiczna.

Od strony edytorskiej rozprawa jest przygotowana bardzo starannie. Wszystkie
rysunki i tabele zostaly zredagowane jasno i czytelnie. W pracy nie ma w zasadzie literowek
(Jedynie na stronie 49 jest ,,niekotoksyczny” w miejsce nietoksyczny, oraz w kilku miejscach
brak jest kropek w literze z). Autorka ustrzegla sie réwniez od stosowania sformulowan
zargonowych oraz mato precyzyjnych okreslen.

I’oijsze fakty Swiadczg, ze redakcja tekstu rozprawy znajduje si¢ na poziomie
powyzej progu wymagan standardowych. Dysertacja daje wyczerpujace i kompetentne
odpowiedzi na szereg niezmiernie waznych i aktualnych pytan. Dokumentuje w sposéb
bezsprzeczny, ze zastosowanie chemii klik do syntezy koniugatéow TP10 z wybranymi

substancjami aktywnymi nie powoduje utraty ich aktywnosci biologicznej i dodatkowo



prowadzi do pochodnych o poprawionych parametrach farmakologicznych. Niewatpliwie
waznym osiggnigciem jest wykazanie, ze koniugaty TP10 z Wankomycyng oraz Dopaming
posiadaja zdolno$¢ przenikania bariery krew mozg, co otwiera dostgp do racjonalnego
projektowania koniugatow opartych na TP10 z wbudowanym odpowiednim tgcznikiem
warunkujagcym uwalnianie leku w okreslonym miejscu. Nalezy jedynie doda¢, ze szkoda, ze
badania z Imatinibem zakonczyly si¢ jedynie na otrzymaniu jego koniugatéw z TP10.

Podsumowujac, wysoko oceniam wybor ambitnego tematu badan, w pelni zgodnego
ze wspoélczesnymi kierunkami prac o charakterze podstawowym jak 1 potencjale
aplikacyjnym. Wysoce pozytywnie oceniam zastosowanie zréznicowanych i nowoczesnych
metod badawczych, trudny, interdyscyplinarny charakter wykonanych prac niezbednych dla
zrealizowania wszystkich zadan badawczych. Na szczeg6lne uznanie zastuguje nie tak czgsto
spotykana bieglo$¢ zar6wno w wykorzystywaniu szerokiego arsenatu metod syntetycznych
oraz sprawnos¢ w postugiwaniu si¢ zlozonymi, wspolczesnymi technikami analitycznymi,
ktore to Doktorantka potrafita zaimplementowa¢ w badaniach biologicznych. Umiej¢tnosci te
wystawiajg najlepsze $wiadectwo gruntownej wiedzy oraz dojrzatosci naukowej Doktorantki.
Wysoko oceniam postep jaki recenzowana rozprawa wnosi w rozwdj chemii peptydéw, w
szczegOlnosci w rozwdj chemii peptydow penetrujacych blony komdérkowe oraz koniugatow
CPP z lekami.

Na dorobek publikacyjny mgr Agnieszki Kozlowskiej skladajg si¢ dwa artykuly w
czasopismach indeksowanych w JCR. Wyniki prac badawczych Doktorantka prezentowata na
konferencjach o zasiegu krajowym i miedzynarodowym (20 komunikatow).

Biorge pod uwage powyzsze fakty z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze przedlozona do
oceny rozprawa spelnia ustawowe i zwyczajowe kryteria stawiane rozprawom doktorskim
zgodnie z Ustawa z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym z p6zn.
zm. W zwigzku z tym wnosz¢ do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o

dopuszczenie mgr Agnieszki Koztowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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