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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Kozlowskiej
zatytulowanej ,,Synteza koniugatéw transportanu 10 z czasteczkami o
dzialaniu biologicznym”

Poprawienie parametrow farmakokinetycznych lekéw, w tym biodostgpnosci i
specyficznosci ich dziatania jest jednym z najwazniejszych zadan wspoiczesnej chemii
medycznej. Odkryte w ostatnich latach peptydy penetrujace komorki (CPP) umozliwily
transport przez blony komorkowe wielu roznych biologicznie czynnych zwiazkow
chemicznych, w tym makroczasteczek. Obudzilo to uzasadnienie nadzieje na
zaprojektowanie nowych lekoéw bedacych koniugatami CPP z biomodulatorami,
mogacych pokonywac bariery bton komérkowych bez ich uszkodzenia. Dlatego w wielu
oérodkach naukowych prowadzi si¢ intensywne badania nad metodami otrzymywania i

wlasciwosciami biologicznymi takich koniugatow.

Pani mgr Agnieszka Koztowska wiaczyta si¢ w nurt tych badan i pod
kierunkiem Profesora Piotra Rekowskiego, wykonata prace doktorska poswigcona
projektowaniu, syntezie oraz badaniom biologicznym nowych koniugatow jednego z
CPP - transportanu 10 z wybranymi biomodulatorami. Praca zostata wykonana na
Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego. Promotorem pomocniczym byt Doktor
Jarostaw Ruczynski. W mojej opinii tematyka badawcza Pani Magister Agnieszki
Koztowskiej jest oryginalna, aktualna i wazna zarbwno z naukowego jak i
utylitarnego punktu widzenia.

Rozprawa doktorska mgr Agnieszki Kozlowskiej liczy 160 stron i sktada si¢ z

rozdziatéow typowych dla prac doktorskich z chemii: Wprowadzenia (1 strona),
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Przeglgdu literaturowego (44 strony) i Badan wlasnych (94 strony). Ostatni z tych
rozdziatow zawiera, poza opisem przeprowadzonych badan, Cel pracy i Plan pracy oraz
krotkie Omowienie wynikow i wnioski (6 stron). Doktorantka zamiescila rowniez spis
rysunkow i tabel, wykaz stosowanych skrotow oraz wykaz literatury cytowanej (140
pozycji). Streszczenie pracy w jezyku polskim zostato dotaczone do rozprawy na osobnej
kartce. Wprawdzie ukfad recenzowanej pracy doktorskiej mgr Agnieszki Koztowskiej
nalezy uznaé za poprawny, lecz zalecatbym uzupelnienie tej rozprawy o krotkie
streszczenia pracy w jezyku angielskim.

W Przeglgdzie literaturowym Autorka zawarla podstawowe informacje o
wybranych chorobach cywilizacyjnych oraz o lekach na te choroby. Nastepnie omowita
tzw. peptydy penetrujace komoérke (w tym transportany) i ich zastosowania. Osobny
rozdzial zostal poswigcony reakcji typu .click chemistry”, ze szczegolnym
uwzglednieniem 1-3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena.

Przeglad literaturowy zostal opisany starannie i tresciwie. Tematyka badawcza
recenzowanej pracy doktorskiej lokuje si¢ na pograniczu chemii i biologii. co wymagato
od Doktorantki zglebienia obu tych dziedzin, czego wynikiem jest dobrze
uporzadkowany przeglad najnowszych prac naukowych. Rozdzial ten swiadczy o
rozleglej wiedzy Doktorantki i umiejgtnosci prawidlowego wykorzystania zrodet
literaturowych.

Wysoko oceniam ta czgs¢ Rozprawy. Uwazam, ze zawiera ona wszystkie
informacje niezbedne do uzasadnienia celu pracy i bardzo dobrze przygotowuje
czytelnika do zapoznania si¢ z badaniami wykonanymi w ramach niniejszej pracy
doktorskiej.

Celem pracy bylo zaprojektowanie i synteza nowych koniugatow transportanu 10
(TP10) ze zwiazkami biologicznie aktywnymi, ktore bylyby zdolne do pokonania bariery
krew-mozg i wywola¢ efekt terapeutyczny. W ramach syntezy Doktorantka przyfaczata
TP10 to czasteczek wankomycyny, dopaminy i imatinibu za pomoca 1,3-dipolarnej reakcji
cykloaddycji Huisgena katalizowanej jonami — miedzi  Cu(l). Zadanie badawcze
przedstéwione w celu pracy bylo nietatwe do wykonania z uwagi na bardzo ztozone

struktury uzytych bioczasteczek, a zwlaszcza wankomycyny.



Realizacja tych badan wymagata od Doktorantki opanowania warsztatu pracy w
zakresie syntezy chemicznej zarowno na nosniku statym jak i W roztworze, oczyszczania
zwiazkow za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej i analizie otrzymanych
zwiazkow za pomoca spektrometrii mas. Konieczna tez byta duza skrupulatnos¢ w
przeprowadzeniu badan i interpretacji wynikow, a takze wytrwatos¢ w optymalizowaniu
warunkow reakciji i sposobu taczenia sktadnikéw koniugatow

Z czesci eksperymentalnej i badan wlasnych wynika, ze opisane w pracy syntezy
zostaty prawidlowo zaplanowane i przeprowadzone, z wykorzystaniem odpowiednich
narzedzi badawczych. Pani mgr Agnieszka Kozlowska zsyntezowala po dwa koniugaty z
wankomycyna i imatinibem oraz jeden z dopaming. Okazalo sig, ze wstgpne proby
bezposredniego przylaczenia wankomycyny do TP10 zakonczyly sie niepowodzeniem z
powodu zawad przestrzennych wankomycyny i peptydu. Natomiast zastosowanie przez
Doktorantke odpowiedniego lacznika zawierajacego PEG do potaczenia peptydu z
wankomycyna umozliwilo wydajne otrzymanie koniugatu, ktory  dodatkowo
charakteryzowal sie zwigkszona rozpuszczalnoscig. Podobne zmudne optymalizowanie
strategii syntezy doprowadzito do otrzymania koniugatu imatinibu z TP10. Wszystkie
zsyntezowane przez Autorke zwiazki zostaty prawidiowo zanalizowane i opisane. Ich
czysto$é chemiczng i budowa chemiczng potwierdzita za pomoca wysokosprawnej

chromatografii cieczowej i spektrometrii mas.

Oczyszczone koniugaty wankomycyny z TP10 zostaly poddane odpowiednim
testom biologicznym sprawdzajacym aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa i hemolityczna
oraz zdolnos¢ do pokonywania bariery krew-mozg. Pozostale koniugaty poddano badaniu
powinowactwa do receptorow dopaminowych DI, D2 i podatnosci na reakcj¢
transmetylacji  katalizowanej przez katechol-O-metylotransferazy — oraz  testom
behawioralnym.

Analiza wynikéw przeprowadzonych badan biologicznych pozwolita na
uzyskanie kilku ciekawych wynikow. Do najwazniejszych zaliczy¢ nalezy odkrycie
wyiszejl aktywnosci przeciwbakteryjnej i biodostgpnosci  koniugatow TPI10  z
wankomycyng od aktywnosci samej wankomycyny. Réwnie obiecujgce s wyniki

badania nad koniugatem TP10 z dopamina, ktore sa w stanie pokonywac barierg krew-



mozg i taczy¢ si¢ z receptorami dopaminy D1 i D2. Ponadto, koniugaty te okazaty si¢
odporniejsze na degradacje enzymatyczng od dopaminy. Istotnym jest, ze obecnos¢
pierscienia 1,2,3-triazolowego, wprowadzanego do czasteczek koniugatow w wyniku
reakcji typu click chemistry, nie prowadzila do utraty aktywnosci biologicznych
analizowanych koniugatow.

Z duzym uznaniem odnoszg si¢ do tych wynikéw uzyskanych przez Doktorantke,
odyz uwazam, ze koniugaty przez Nig otrzymane beda mogly stanowi¢ substancje
wyjéciowe do zaprojektowania nowej generacji lekow do walki z choroba Parkinsona lub
z drobnoustrojami.

W rozdziale Oméwienie wynikéw i wnioski Autorka krotko przedstawita swoje
najwazniejsze osiagnigcia. Na pochwale zastuguje krytyczna interpretacja uzyskanych
wynikow, $wiadczaca o dojrzatosci naukowej Doktorantki.

Przechodzac do oceny formalnej rozprawy, pragne podkreslic jej estetyczny
wyglad. Niestety, w recenzowanej rozprawie znalazto sie kilka drobnych bfedow
literowych i nietrafnych sformutowan, ktére niekiedy utrudniaty jej czytanie. Z
obowiazku recenzenta przedstawiam ponizej niektore z nich:

|. Ze schematu reakcji na rys. 28 wynika, ze reakcje przeprowadzono na
peptydzie a nie na peptydylozywicy.

2. Nazwy zwigzkow: "N,N-diizopropyloetyloamina", "N,N’-
dimetyloformamid" sg nieprawidtowe

3. Skrétu "Br-AcO" nie nalezy tlumaczy¢ jako "kwas bromooctowy" a L-
DOPA jako "L-3.4-dihydroksyfdenyloalanina"

4. Czy na stronie 139 nazwy Imat-Ac-TP10 i Imat-TP10 dotycza tego
samego zwigzku?

5. W tabeli 144 (powinno by¢ 14) na str. 142 w kolumnie 3 nie podano
wartosci mas czasteczkowych wyrazonych w g/mol lecz wartosci m/z
jondw wyrazone w thomsonach (7%)

Nalezy zwrocié uwage, ze bledy te nie umniejszaja wartosci naukowe; recenzowanej

pracy dbktorskiej.



Biorac pod uwage istotne wyniki uzyskane przez Doktorantke, bardzo dobre
opanowanie syntezy koniugatéw peptydow oraz technik analitycznych, recenzowana
prace doktorska oceniam bardzo pozytywnie.

W moim przekonaniu rozprawa doktorska mgr Agnieszki  Kozlowskiej
zatytulowana "Synteza koniugatow transportanu 1 0 z czgsteczkami o dzialaniu
biologicznym" stanowi cenny wkiad naukowy i spetnia wszystkie wymagania okreslone
w Ustawie o stopniach i tytule naukowym. Dlatego stawiam wniosek do Rady Wydziatu
Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr Agnieszki Koztowskiej do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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