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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Anity Romanowskiej

Magister Anita Romanowska swoja prac¢ doktorska zatytutowana ,Projektowanie,
synteza i badania biologiczne peptydomimetykéw zawierajacych sfunkcjonalizowane reszty
kwasu  L-2,3-diaminopropionowego” wykonata na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego w Katedrze Chemii Biomedycznej pod opieka dr hab. Magdaleny Wysockiej,
prof. Uniwersytetu Gdanskiego oraz dr hab. Agnieszki Piwkowskiej, prof. Instytutu
Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego Polskiej Akademii
Nauk.

Tematyka badawcza podjeta w rozprawie jest aktualna i mozng jg zdefiniowaé jako
poszukiwanie nowych peptydéw/peptydomimetykéw penetrujagcych btony komérkowe
uzytecznych jako transportery cargo do komérki. Hydrofilowy charakter peptydéw i biatek
czyni je nieprzepuszczalnymi przez blony komoérkowe. Tak wiec, aby dostarczaé $rodki
lecznicze oparte na peptydach lub biatkach przez blong plazmatyczna lub bariery nabtonkowe
1 Srédbfonkowe, nalezy zastosowal strategi¢ zwigkszania ich przenikania. Peptydy
penetrujgce do komérki (CPP) stanowig narzedzie transportu réznorodnych zwiazkéw w tym
peptydow i biatek do komérek. CPP posiadaja zdolnos$¢ przenikania tez przez rézne nabtonki
1 barier¢ krew-mézg (BBB). Wigkszo$¢ zastosowan CPP jako transporteréw lekéw
ukierunkowana jest na poszukiwanie nowych terapii przeciwnowotworowych oraz dystrofii
migsniowej.

Praca posiada klasyczng strukturg, wpisujaca si¢ w obszar badawczy realizowany w
grupie dr hab. Magdaleny Wysockiej, prof. UG (dotyczy to prac syntetycznych i badania
wiasciwosci fizycznych i chemicznych) oraz badania wtasciwosci biologicznych uzyskanych
peptydomimetykéw (prace realizowane pod opieka dr hab. Agnieszki Piwkowskiej, prof.
IMDiK).

Zaprojektowanie, synteza i badanie aktywnosci biologicznej peptydomimetykéw
zawierajgcych  modyfikowane, za pomocg oksakwaséw zawierajgcych ugrupowania

guanidynowe, aminowe, hydroksylowe, reszty kwasy L-2,3-diaminopropionowego wymagato



realizacji badafn wielopoziomowych, dlatego tez gléwny cel pracy mégt by¢ osiagniety
poprzez realizacje wielu celéw szczegétowych obejmujacych: 1) opracowanie syntezy
peptydomimetkow oraz ich znakowania za pomocg 5/6-karboksyfluoresceiny lub 5/6-
karboksytetrametylorodaminy; 2) zbadanie wplywu struktury peptydomimetykéw na ich
zdolnos¢ przenikania przez btony komérkowe, w tym oceny liczby reszt guanidynowych w
tancuchu bocznym peptydomimetyku na penetracje blon komérkowych; 3) badanie
mechanizmu penetracji otrzymanych peptydomimetykéw przez btony komérkowe; 4) badanie
wplywu otrzymanych peptydomimetykéw na przebieg i regulacje cyklu komérkowego; 5)
zbadanie wiasciwosci penetrujacych peptydomimetykéw zawierajacych w taficuchu gtéwnym
reszty wplywajgce na zmiang ulozenia w przestrzeni; 6) zbadanie oddziatywania
peptydomimetykéw z DNA; 7) zastosowanie otrzymanych peptydomimetykéw jako
czynnikow  transfekcyjnych; 8) zbadanie mozliwosci zastosowania otrzymanych
peptydomimetykéw jako uktadéw transportujacych biatka do wnetrza komorki.

Recenzowana praca liczy 204 strony. Uklad pracy jest klasyczny i obejmuje
streszczenie, wykaz  skrétéw, przeglad literaturowy, cel pracy, metodologic
przeprowadzonych badan, wyniki, podsumowanie i wnioski, dordbek naukowy, literature
cytowang, wykaz rysunkéw i tabel.

Rozdzial pierwszy ,Streszczenie” przedstawia w zwigzly  sposéb  zakres
zrealizowanych prac badawczych. Rozdziat trzeci »Wykaz skr6téw” zostal podzielony na spis
skr6tow wystepujacych w czesci literaturowej oraz czesci doswiadczalne;.

»Przeglad literaturowy” obejmuje podrozdziaty dotyczace: budowy i funkcji btony
komérkowej, w tym réznic w blonie komérkowej komérek zdrowych i nowotworowych,
peptydow  zdolnych do przenikania przez blony komdrkowe (CPP), zwigzkow
transportowanych przez blony komérkowe, mechanizmu przenikania CPP przez btony
komorkowe, zréznicowanych strukturalnie zwiazkéw zawierajacych liczne ugrupowania
guanidynowe, zwigzkéw zdolnych do oddzialywania z DNA i wplywajacych na kondensacje
DNA. Ostatni podrozdzial tej czesci dotyczy wybranych metod analitycznych
wykorzystanych w pracy, w mojej opinii rozdziat ten nie wnosi wiele do rozprawy, gdyz
metody zostaty opisane w sposéb bardzo ogélny, podrozdziat ten bytby przydatny, gdyby
wskazane zostaty przyktady ich wykorzystania w badaniu peptydéw penetrujacych btony
komorkowe. Prosz¢ o przedstawienie na obronie pracy doktorskiej przyktadéw zastosowania
opisanych metod badawczych w aspekcie badania CPP. Prosze réwniez o przedstawienie wad

i zalet technik MST oraz SPR.



Rozdziat ten liczy 47 stron i zawiera 152 odnosniki literaturowe. Pomimo duzego
zréznicowania tematéw poszczegélnych fragmentéw przegladu literaturowego, utrzymana
jest spéjnos$¢ dzigki starannemu doborowi referowanych publikacji i konsekwentnemu
podporzadkowaniu wszystkich czesci skfadowych nadrzednemu celowi pracy. Generalnie,
pozwala wigc to na wystawienie wysokiej oceny tej czgsci rozprawy.

Lektura tego rozdziatu nasuneta mi pytania, na ktére chciatabym uzyska¢ odpowiedz
w trakcie obrony:

1) Prosze 0 syntetyczne przedstawienie miejsc dziatania lekéw
przeciwnowotworowych. Na stronie 18, Doktorantka pisze bowiem, ze
,»najczestszym celem terapeutycznym podczas projektowania
przeciwnowotworowej jest DNA lub biona cytoplazmatyczna” czy Doktorantka
ma na mysli samg blong¢ komérkowa, czy raczej biatka lub inne zZwiazki
»zanurzone” w blonie komérkowej?

2) Na czym polega wspomniana przez Doktorantke na stronie 24 ,,dezoragnizacja”
blony komérkowej pod dziataniem kationowych CPP oraz amfipatycznych CPP?

3) Na czym polega ochrona przed dziataniem proteaz 1 nukleaz w przypadku
niekowalencyjnych komplekséw CPP a transportowanym zwiazkiem (strona 31)?

Kolejny rozdziat gtéwny, ,,Cel pracy” przedstawia cel pracy wraz ze wskazaniem
celow szczegétowych. W opisie Doktorantka zamiescila struktury zwigzkéw, co z uwagi na
ich duzg réznorodno$¢ znaczaco ulatwia lekturg. Jedyna moja uwaga dotyczy samego
sposobu opisu, cel gtéwny zostat przedstawiony w formie przypuszczajacej, zas cele
szczegotowe w formie dokonane;.

Rozdziat ,Metodologia przeprowadzonych badan” opisany jest na 41 stronach.
Procedury i protokoty badan biologicznych przedstawione zostaly w sposéb umozliwiajacy
ich odtworzenie. Poczatkowe podrozdziaty dotyczace syntezy peptydomimetykéw
przedstawione zostaly poprawnie, cho¢ w mojej opinii brakuje petnego opisu
eksperymentalnego dla jednego wybranego peptydu. Witedy to dane przedstawione w tabeli 7,
10, 11 bytyby bardziej czytelne. Prosze wiec o oméwienie w trakcie obrony metody syntezy
wybranego peptydomimetyku. Zabraklo mi réwniez informacji, dlaczego stosowane sg rézne
odczynniki kondensujace w trakcie syntezy.

Ostatni gtéwny rozdzial ,,Wyniki” liczy 68 stron. Zawiera 51 rysunkéw oraz 7 tabel.
W moim przekonaniu w rozdziale tym brakuje dyskusji. Doktorantka finalnie otrzymata 42
zwiazki, z czego 36 peptydomimetykéw. Ocene ich cytotoksycznosci wykonano wzgledem

linii komérkowych piersi HB2 i MDA-MB-231. Stwierdzono, ze w stezeniu 10 uM zwigzki



te nie sg cytotoksyczne. Stosujgc te same linie komérkowe Doktorantka sprawdzita, czy
zsyntezowane peptydomimetyki posiadajg zdolno$é przenikania przez btone komdrkowa.
Wykazano, ze peptydomimetyki zawierajgce reszty oksakwaséw z grupami guanidynowymi
wydajnie przenikaja przez blony komérkowe. Analogi zawierajace grupy aminowe w miejsce
guanidynowych charakteryzuja sic nizszg zdolnoscia przenikania do komdrek, natomiast w
przypadku analogéw zawierajacych oksakwasy z grupami hydroksylowymi nie obserwowano
ich przenikania do komdrek. Doktorantka wykazata réwniez, ze zdolno$¢ przenikania
peptydomimetykéw przez blony komérkowe zalezy od ilosci grup guanidynowych w
zwigzku. Obecnos¢ 4 lub 5 ugrupowan guanidynowych jest warunkiem koniecznym do
uzyskania zdolnosci penetracii. Najwyzsza efektywno$¢ obserwowano dla pochodnych
zawierajacych 6-8 grup guanidynowych. Dodatkowo Doktorantka wykazala, ze konfiguracja
kwasu 2,3-diaminopropionowego nie wplywa na efektywno$¢ przenikania przez btony
komoérkowe.

Peptydomimetyki 8, 10 i 11 okazaly si¢ stabilne w lizatach komérek HB?2 przez 24
godziny zaréwno w srodowisku kwasnym Jak i obojetnym. Natomiast w lizacie komérkowym
MDA-MB-231 w $rodowisku obojetnym, wszystkie peptydomimetyki ulegaja powolnemu
rozktadowi (czas analizy 14 godz.), natomiast w $rodowisku kwasnym sa stabilne przez co
najmniej 24 godziny. Doktorantka stwierdzita, ze te same peptydomimetyki nie wptywaja na
przebieg cyklu komérkowego (badania na liniach HB2 i MDA-MB-23 1).

Peptydomimetyki 8, 10 i 11, zawierajace reszty guanidynowe silnie oddziatujg z DNA
(ssDNa i dsDNA), przy czym sita oddziatywania zalezy od ilosci reszt guanidynowych w
Czasteczee. Zastosowanie analogéw peptydomimetykéw 8, 10 i 11 zawierajacych w miejsce
grup guanidynowych reszty aminowe lub hydroksylowe znaczaco ostabia zdolno$é
oddziatywania z DNA. Doktorantka wykazata, ze peptydomimetyki 8, 10 i 11 mogg byé
stosowane jako srodki transfekcyjne, za$ najefektywniejszy jest zwigzek 10.

Wykorzystanie ~ komplekséw biotynylowanych  peptydomimetykéw i znakowanej
fluorescencyjnie streptawidyny pozwolito Doktorantce na stwierdzenie, ze kompleksy te sg
efektywnie przenoszone do komdrek HB2, MDA-MB-231, SKBr3 i T47D. Podobne wnioski,
Doktorantka wysuneta stosujac kompleks streptawidyna-fB-galaktozydaza z biotynyloWanymi
peptydomimetykami. Potwierdzeniem efektywno$é transportu przez bton¢ komoérkowa byt
wzrost [B-galaktozydaza w komérkach. Zastosowanie znakowanych fluorescencyjnie
peptydomimetykéw 10 i 11 pozwolito Doktorantce na stwierdzenie, ze zwiazki te sa
transportowane przez blony komérkowe linii komérkowych piersi, pecherza, skory,

podocytéw szczurzych orz makrofagéw biataczki mysiej.



Ostatni rozdzial gtéwny ,,Podsumowanie i wnioski” napisany jest spdjnie.

Praca przygotowana zostata starannie od strony edytorskiej. Jedynym mankamentem
jest czytelnos$¢ kilku rysunkéw (np. rys. 41).

Podsumowujac, wysoko oceniam wybér ambitnego tematu badan, w petni zgodnego
ze wspolczesnymi kierunkami prac o charakterze podstawowym jak 1 potencjale
aplikacyjnym. Wysoce pozytywnie oceniam zastosowanie zréznicowanych i nowoczesnych
metod badawczych, oraz trudny 1 interdyscyplinarny charakter wykonanych prac
eksperymentalnych. Na szczegélne wuznanie zastuguje biegltos¢ wykorzystywania
réznorodnych metod syntetycznych oraz sprawno$¢ w postugiwaniu si¢ zlozonymi,
wspolczesnymi technikami analitycznymi, ktére to Doktorantka potrafita zaimplementowac w
badaniach. Dodatkowym atutem recenzowanej pracy jest bezposredni udziat Doktorantki w
badaniach biologicznych. Umiej¢tnosci te wystawiajg najlepsze $wiadectwo gruntowne;j
wiedzy oraz dojrzalosci naukowej Doktorantki.

Na dorobek publikacyjny mgr Anity Romanowskiej sktada si¢ 3 publikacje, z czego 2
w czasopismach z listy JCR. Jedna z publikacji bezposrednio zwigzana jest z rozprawa
doktorska. W publikacji w International Journal of Molecular Science Doktorantka jest
pierwszym wspotautorem, i to wilasnie ta praca stanowi podstawowa czgs¢ recenzowanej
rozprawy. Pani mgr Anita Romanowska jest rOéwniez wspoélautorem oryginalnej pracy
naukowej opublikowanej w materiatach konferencyjnych. Jest tez wspdtautorem siedmiu
komunikatéw prezentowanych na konferencjach mi¢dzynarodowych. Doktorantka brata
udzial w czterech projektach naukowych stuzacych rozwojowi miodych naukowcéw oraz
doktorantéw na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego.

Podsumowujac, pozytywnie oceniam rozprawe doktorska mgr Anity Romanowskie;j.
Wyniki badan sg wartosciowe 1 wnoszg znaczacy wktad w rozwdéj nauki.

Uwazam, ze przedstawiona rozprawa spelnia wymagania stawiane zwyczajowo
pracom doktorskim oraz obowigzujace wymagania ustawowe. W zwigzku z tym wnioskuje o

dopuszczenie mgr Anity Romanowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

> / .
79 YL{’S”}’L L é u/lt

F

Prof. dr hab. inz. Beata Kolesinska

Lo6dz, 25 01 2022



