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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Filipowicz

pt. ,Analogi SFTI-1 ulegajqce splicingowi peptydowemu, jako wektory do wprowadzania peptydow o
aktywnosci cytotoksycznej lub sond fluorescencyjnych” wykonanej w Katedrze Biochemii Molekularnej,
w Pracowni Chemii Bioorganicznej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego

(promotor: dr hab. Anna tegowska, prof. UG)

Tematyka dysertacji opiera sie na zastosowaniu peptyddw, ulegajacych tzw. splicingowi, jako wektoréw do
wprowadzania peptyddw o zadanej aktywnosci biologicznej lub sond fluorescencyjnych do wnetrza komorek.
Powszechnie, proces splicingu kojarzy sie z tzw. sktadaniem genu, ktdéry polega na usunieciu introndw i potgczeniu
eksondéw z prekursorowego mRNA. Proces ten zachodzi u organizméw eukariotycznych z udziatem czgsteczek mRNA,
ktore w ten sposdb dojrzewajg, zawierajgc w swoim sktadzie jedynie fragmenty kodujgce i jest katalizowany przez
kompleks biatek z RNA badZ autokatalitycznie z udziatem samego RNA. Podobny proces odkryto w latach 90
ubiegtego wieku w biatkach. Proces splicingu biatkowego polega na autokatalitycznym wycinaniu fragmentéw biatek
z ich wtasnych prekursoréw. Stosunkowo niedawno, bo w roku 2004 odkryto proces splicingu peptydowego w
procesie tworzenia immunogennych peptydoéw z fragmentdéw biatek. Proces ten zachodzi wewnatrz kanatu czesci
katalitycznej proteasomu. W roku 2010 odkryto, ze analogi inhibitora trypsyny SFTI-1 o podwojonej sekwencji,
rowniez ulegajg procesowi splicingu peptydowego. Peptydy te pod wptywem dziatania enzymu z rodziny proteinaz
serynowych ulegajg splicingowi peptydowemu. W wyniku tego procesu srodkowy fragment peptydu zostaje wyciety,
nastepuje resynteza jednego miejsca reaktywnego i odtwarza sie monocykliczny peptyd SFTI-1 lub jego analog.
Wykorzystanie wycietego fragmentu peptydowego jako wektora lub inaczej nosnika peptydowe] sekwencji aktywnej
to zupetnie nowatorski pomyst na zastosowanie splicingu peptydowego do wprowadzenia do wnetrza komorki
peptydu o aktywnej biologicznie sekwencji lub sondy fluorescencyjnej.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska obejmuje zakres projektowania peptydéw ulegajgcych
splicingowi, badania ich trwatosci proteolitycznej i ich aktywnosci inhibitorowej, badania stabilnosci peptydow w
surowicy krwi ludzkiej oraz badania przenikania znakowanych fluorescencyjnie peptydéw do wnetrza komdrek. Dla
zsyntetyzowanych peptyddéw zaprezentowane zostaty rowniez wyniki badan biologicznych, wsrdd ktdrych wymienic
nalezy badania cytotoksycznosci wobec komodrek zdrowych i komérek nowotworowych oraz internalizacji przez
komorki.

Podjeta przez Doktorantke tematyka pracy doktorskiej jest niezwykle aktualna a przeprowadzone w ramach
pracy doktorskiej badania pozwolity na (i) pogtebienie wiedzy w zakresie projektowania nowych peptydéw
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ulegajacych splicingowi z jednoczesnym uwolnieniem sekwencji aktywnej oraz na (ii) ukazanie mozliwosci
zastosowania peptydow ulegajacych splicingowi jako nowej generacji lekow przeciwnowotworowych. Rozprawa
doktorska zostata wykonana pod kierunkiem dr hab. Anny tegowskiej, prof. UG na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego. Promotor pracy od wielu lat prowadzi badania w zakresie projektowania oraz syntezy nowych
inhibitorow proteinaz serynowych, ze szczegdélnym uwzglednieniem SFTI-1.

Praca ma uktad typowy dla prac doktorskich z zakresu chemii. Catos¢ rozprawy obejmuje 139 stron
maszynopisu i podzielona jest na 3 gtdéwne rozdziaty (tj. czes¢ literaturowa, badania wtasne z celem i planem pracy,
wyniki i dyskusja). Rozdziaty te poprzedza wykaz uzywanych skréotéw i symboli. Na koncu pracy znajduje sie spis
tabel i rysunkow oraz spis pismiennictwa, ktéry obejmuje 157 pozycji (12 stron). W pracy umieszczono 12 tabel i 53
rysunki, ktdre znacznie ufatwity zrozumienie przedstawionych wynikéw. Warto zaznaczyé, iz praca jest napisana
poprawng polszczyzng a poszczegdlne rozdziaty sg krétkie aczkolwiek ,tresciwie”, co sprawia, iz czyta sie jg z duzym
zainteresowaniem.

W pierwszej czesci pracy, Doktorantka wprowadzita czytelnika w Swiat enzyméw oraz ich inhibitoréow. W tej
czesci pracy znajduje sie opis podziatu enzymdéw ich dziatania ze szczegdlnym uwzglednieniem proteinaz
serynowych. W czesci literaturowej Pani Filipowicz opisata rowniez biatkowe inhibitory proteinaz serynowych ze
szczegdlnym uwzglednieniem inhibitoréw trypsyny wyizolowanych z nasion stonecznika SFTI-1, co w Swietle
projektowanych i syntetyzowanych peptydow wydaje sie logiczne. W kolejnym podrozdziale czesci literaturowej
Doktorantka opisata procesy splicingu zachodzgcego w biomolekutach oraz opisata peptydy jako substancje
przeciwnowotworowe oraz peptydy zawierajgce w swojej sekwencji motyw RGD jako inhibitory integryn. Na
zakonczenie w krétkim rozdziale Doktorantka opisata zasady dziatania techniki FRET w aspekcie zastosowania tej
techniki do badan docelowego ulokowania badanych zwigzkéw. W tej czesci pracy pewien niedosyt budzi opis
aktywnosci przeciwnowotworowej peptyddw zawierajgcych sekwencje RGD. Dopiero po zasiegnieciu informacji z
oryginalnej literatury (Nature, 1999) dowiedziatam sie, ze peptydy te odpowiadajg za aktywacje
wewnatrzkomdrkowa prokaspazy-3, biatka o aktywnosci proapoptycznej. Na zakoriczenie tej czesci recenzji dodam,
iz Doktorantka podjefa w czesci literaturowej wiele réznych tematdw, ale jest to w petni uzasadnione z uwagi na
obiekty badawcze, czyli ,multi-funkcyjne peptydy”. Doktorantka poradzita sobie z tym problemem Sswietnie i
sprawnie przeprowadzita czytelnika przez kolejne tematy i rozdziaty, co z pewnoscia wymagato od niej zdobycia
»multi-tematycznej” wiedzy.

W kolejnej czesci pracy mgr Filipowicz przedstawita cele jakie postawita w swoim doktoracie, do ktérych
nalezato:

(1) Ustalenie minimalnych wymagan, jakie powinien spetnia¢ peptyd, aby ulegt splicingowi peptydowemu;
(2) Wykazanie, ze zaprojektowane i zsyntetyzowane zwigzki mogg mie¢ potencjalne zastosowanie
terapeutyczne w aspekcie aktywnosci przeciwnowotworowej;

(3) Uzyskanie wygodnego narzedzia w postaci techniki FRET do $ledzenia splicingu peptydowego w uktadach
biologicznych.

Po wstepie teoretycznym i przedstawieniu celu i planu pracy Doktorantka w sposéb zwiezty (13 stron)
opisata stosowang przez siebie metodologie syntezy peptyddw, opisata sposéb tworzenia mostkow disulfidowych w
syntetyzowanych przez siebie peptydach, sposdb oczyszczania otrzymanych analogéw SFTI-1 oraz sposdb
przeprowadzenia analizy HPLC i MS otrzymanych peptydéw. Ta czes¢ rozdziatu jest najbardziej obszerna i pokazuje
dobre przygotowanie warsztatu pracy Doktorantki. W rozdziale tym mgr Filipowicz opisata rowniez procedury
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przeprowadzonych badan biologicznych, zastosowane dla zsyntetyzowanych zwigzkdw oraz w jaki sposéb badata
przechodzenie analogdéw SFTI-1, zawierajgcych znaczniki fluorescencyjne przez btony komérkowe. Zastosowane
przez Doktorantke metody sg standardowe i powszechnie uzywane w zakresie syntezy, oczyszczania oraz badan
fizykochemicznych i biologicznych peptyddw.

W kolejnym rozdziale pracy, zatytutowanym , Wyniki i dyskusja”, Doktorantka na poczatku opisata przebieg
syntezy oraz podata charakterystyke dwudziestu czterech otrzymanych peptyddéw. Dla kazdego z nich umiescita dla
kazdego zsyntetyzowanego peptydu widma MS i chromatogramy HPLC, co w sposdb jednoznaczny wskazuje na
uzyskanie przez Doktorantke zwigzkdw o pozgdanej strukturze i o pozgdanej czystosci. W dalszej czesci pracy mgr
Filipowicz opisata w jaki sposdb zaprojektowata nowe analogi SFTI-1, zawierajgce w swojej sekwencji motyw RGD.
Analogi te zostaty zaprojektowane tak aby zawieraty sekwencje RGD oraz aby wykazywaty aktywnosc¢ inhibitorowa w
stosunku do trypsyny, chymotrypsyny lub obu enzymdw jednoczesnie. W przypadku trzech peptydéw dodata
ugrupowanie PEG celem poprawy rozpuszczalnosci. Tak zaprojektowane i zsyntetyzowane peptydy nastepnie
przebadata pod wzgledem trwatosci proteolitycznej wzgledem bydlecej B-trypsyny. Doktorantka udowodnita, iz z
wyjatkiem analogéw (4), (8) i (11) wszystkie pozostate peptydy ulegajg procesowi splicingu oraz, ze zaprojektowane
peptydy wykazujg aktywnosé inhibitorowag wzgledem odpowiednich enzyméw. Dla czterech, rozpuszczalnych w
wodzie peptyddéw zawierajgcych sekwencje RGD i ulegajgcych splicingowi przeprowadzita badania stabilnosci w
surowicy ludzkiej krwi oraz przeanalizowata wyniki badan aktywnosci cytotoksycznej i adhezji komodrkowej
wzgledem ludzkich fibroblastéw. Najbardziej stabilne okazaty sie zwigzki (7) oraz (8), najwiekszg cytotoksycznosé
wykazat zwigzek (8), natomiast zwiekszong adhezje wykazywat peptyd (5) i (7). W kolejnym etapie Doktorantka
ustalita, na podstawie wczesniej uzyskanych wynikéw, minimalne wymagania jakie powinien spetnia¢ peptyd, aby
ulegt splicingowi z uwolnieniem sekwencji aktywnej. Po okresleniu wymogdw, przystgpita do projektowania na bazie
peptydu (7) i syntezy peptyddw ulegajgcych splicingowi z uwolnieniem sekwencji aktywnej wobec komdrek
nowotworowych, czyli GRGDNP. Dla tak otrzymanych zwigzkdw przeprowadzita badania trwatosci proteolitycznej,
uzyskujgc informacje, ktéry z peptydow ulega splicingowi peptydowemu. Otrzymata bardzo ciekawe wyniki, ktére w
sposob wskazujg, iz jedynie peptyd (13) ulega splicingowi z jednoczesnym uwolnieniem peptydu aktywnego. W tej
czesci pracy Doktorantka przeprowadzita szczegétowq analize wptywu rodzaju i potozenia reszty aminokwasowej w
sekwencji peptydu na szybkosé hydrolizy wigzan peptydowych w badanych analogach SFTI-1 przez enzymy z grupy
proteinaz serynowych. W dalszym etapie mgr Filipowicz sprawdzita stabilnos¢ analogdéw SFTI-1, zawierajgcych
sekwencje GRGDNP, w surowicy krwi oraz przeanalizowata wyniki badan cytotoksycznosci tych analogéw wobec
komarek nowotworowych. Okazato sie, iz peptyd (13) jest niestabilny w osoczu krwi oraz, ze zaprojektowane zwigzki
(13 i 14’) sa toksyczne dla badanych komérek nowotworowych (tj. Jurkat T oraz U87-MG). Ciekawe, ze peptyd (14’)
pomimo, iz nie ulega splicingowi jest tak samo toksyczny jak peptyd (13), ulegajacy splicingowi. W ostatniej czesci
rozdziatu ,Wyniki i dyskusja”, Doktorantka przeprowadzita badania analogéw SFTI-1 zawierajgcych znaczniki
fluorescencyjne, w aspekcie ich zastosowania w $ledzeniu wnikania peptydéw do wnetrza komérki oraz ich
zastosowania w monitorowaniu proteolizy wewnatrz komérki. W tym celu Doktorantka zsyntetyzowata kolejne
analogi zawierajgce pare donor i/lub akceptor w efekcie FRET, dla ktorych sprawdzita czy ulegajg one splicingowi
peptydowemu oraz czy wnikaja do wnetrza komérki. Potwierdzita, iz badane analogi SFTI-1 ze znacznikiem
fluorescencyjnym wnikajg do wnetrza komoérek oraz ze analogi SFTI-1 zawierajgce pare FRET mogg stanowié
doskonate narzedzie do $ledzenia proteolizy wewnatrzkomaérkowe;j.

Na podstawie opisanych wynikdw mozna z cata pewnosciag stwierdzi¢, iz Doktorantka zdobyta doskonaty
warsztat badawczy w zakresie projektowania i syntezy peptydéw oraz w zakresie zastosowania technik
fizykochemicznych stuzgcych charakterystyce uzyskanych zwigzkéw. Doktorantka w swojej pracy dobrze dobrata
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techniki stuzace zweryfikowaniu postawionym hipotezom badawczym a takze sprawnie przeprowadzita analize
uzyskanych wynikéw, w tym réwniez wyniki badan biologicznych, ktdre czesto sg trudne w interpretacji.

W ostatnim rozdziale, zatytutowanym ,,Podsumowanie” Doktorantka zwiezle skonkludowata wyniki swoich
badan. Do najwazniejszych osiggnie¢ pracy stanowigcych jednoczesnie element nowosci naukowej zaliczam
otrzymanie nowych analogéw czasteczki SFTI-1, ulegajgcych splicingowi peptydowemu. Dzieki badaniom mgr
Magdaleny Filipowicz czasteczka SFTI-1 zyskata nowe oblicze i ujawnita sie w swietle nowych zastosowan jako nosnik
dla peptydow o pozadanej aktywnosci biologicznej. Jest to w mojej opinii bardzo duze osiggniecie, doskonale
wpisujace sie w nurt wspotczesnych badan w zakresie badan nad kierunkowym (celowanym) dostarczaniem lekéw
do okreslonych typéw komorek.

Uwazam, ze cze$¢ doswiadczalna pracy doktorskiej zostata dobrze zaplanowana a prezentacja i omdéwienie
wynikéw sg przeprowadzone poprawnie. Ponizej, z obowigzku recenzenta, wymienitam najwazniejsze pytania oraz
drobne uwagi dotyczace dysertacji:

(1) Str.21 - Dlaczego zastgpienie atomu siarki przez selen tak znacznie obniza aktywnos¢ inhibitorowg SFTI-17?

(2) Str.51 — Nie moge sie zgodzi¢ ze stwierdzeniem, ze biatka posiadajgce motyw RGD to przeciwciata.

(3) Str. 76 — Czym mozna wyttumaczy¢ bardzo niskg wydajnos¢ syntezy peptydu (21), bo na poziomie jedynie
7%?

(4) Str. 89 — Prosze uzasadni¢ wybdr zwigzku nr (8) do badan witasciwosci cytotoksycznych i adhezyjnych. W
pracy jedynym uzasadnieniem wyboru tego zwigzku jest informacja, ze wybdr zostat dokonany ze wzgledu
na obecno$¢ ugrupowania PEG.

(5) Str. 90 — Czy na pewno mozna stwierdzi¢ jednoznacznie ze peptyd (8) wykazuje najwiekszg cytotoksycznosé
wzgledem komorek fibroblastéw w stezeniu 100 uM? W mojej ocenie, biorgc pod uwage inny zakres skali
dla peptydu (8), cytotoksycznosc peptydu (8) jest poréwnywalna z peptydem (5) i RGD.

(6) Dlaczego dla analogéw SFTI-1 zawierajagcych sekwencje GRGDNP nie przeprowadzono badan
cytotoksycznosci wzgledem zdrowych komaérek np. fibroblastéw czy keratynocytéw, jak miato to miejsce dla
wczesniej badanych analogéw SFT-1? W ten sposdb mozna sprawdzi¢ czy peptydy te sg toksyczne dla
komoérek nienowotworowych.

(7) Kilka drobnych uwag edycyjnych: Czy celowe byto zastosowanie w pracy réznej czcionki w tekscie jednolitym
oraz w tabelach?; Str. 21 — Skrét 'H NMR powinno pisaé sie z odstepem; Kolejnosé cytowanej literatury na
stronie 37 powinna by¢ kontynuowana pozycjami 86, 87 a nie 90, 91; Str. 57 — W oznaczeniach peptydéw w
Tabeli 4 brakuje D-Argininy (dla peptydow (5) do (12)), cho¢ juz w Tabeli 5 oznaczenia peptydéw
zawierajgcych D-aminokwas sg poprawnie zapisane; Str. 94 — czeski btgd zamiast m/z 2367,1 powinno by¢
m/z 2361,7.

(8) Czy uzyskane wyniki badan podlegty ochronie patentowej? Uwazam, ze z uwagi na duzy potencjat
aplikacyjny uzyskanych wynikow nalezatoby je objg¢ ochrona.

Przytoczone uwagi nie majg istotnego charakteru i nie podwazajg w zadnej mierze wartosci rozprawy i mojej
bardzo wysokiej i pozytywnej jej oceny. Reasumujgc, uwazam, ze cele pracy zostaty w petni zrealizowane. Rozprawa
mgr Magdaleny Filipowicz zawiera bogaty, solidny i warto$ciowy materiat doswiadczalny, uzyskany dla
kilkudziesieciu zwigzkéw. Kandydatka wykazata sie ponadto znajomoscia w zakresie réinych technik

fizykochemicznych. Na podkreslenie zastuguje fakt, iz uzyskane w ramach rozprawy doktorskiej wyniki badan
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opublikowane zostaty w dwdch czasopismach indeksowanych w JCR (jedna w roku 2012 oraz jedna w roku 2016, w
jednej Doktorantka jest pierwszym autorem).

Na zakonczenie warto doda¢, iz rozprawe doktorskg mgr Filipowicz otwiera cytat z Next (2007) (czyzby
chodzito o film pt. Next?): ,,Z przysztosciq jest tak, Ze sie zmienia, gdy na niq patrzysz, wtasnie dlatego ze patrzysz i jq
zmieniasz”. Cytat ten w mojej opinii zostat przez Doktorantke niezwykle celnie dopasowany do jej pracy doktorskie;.
Albowiem, mgr Magdalena Filipowicz w zaleznosci od uzyskanych wynikéw na wczedniejszym etapie mogta
planowac i realizowac kolejne etapy. Mogta wiec zmieniaé przysztos¢ (czyli planowa¢ kolejne etapy pracy), wtasnie
dlatego, ze na nig patrzyta (czyli analizowata biezgce etapy i planowata kolejne). Uwazam, ze to co najcenniejsze w
nauce to mozliwos¢ swobodnego rozwijania ciekawych watkdow naukowych w zaleznosci od uzyskanych wynikéw, bo
tylko takie prace w mojej ocenie prowadzg do wielkich odkryé.

Biorgc pod uwage powyisze fakty z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedtozona do oceny rozprawa
spetnia ustawowe i zwyczajowe kryteria stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z Ustawgq z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym z pdin. zm. W tym odniesieniu wnosze do Rady Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Magdaleny Filipowicz do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto, majgc na wzgledzie istotny wktad Doktorantki w pogtebienie wiedzy na temat splicingu peptydowego
i zastosowania peptydow jako ,,auto-nosnikéw” dla sekwencji aktywnych biologicznie, zwracam sie takze do Wysokiej
Rady z wnioskiem o wyrdznienie tej rozprawy.

Z powazaniem,
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