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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr ini. Piotra Krzeczyfskiego,

zatytulowanej:

Nowe, malocz4steczkowe zwi1zki chemiczne hamuj4ce biologiczn4 aktywno3d

interleukiny 15 (IL-15)

Praca doktorska mgr in2. Piota Krzeczyhskiego zostala wykonana w ZalJadzte

Chemii Instytutu Farmaceutycznego i Zaldadzie Immunologii, Biochemii i Zywienia

Wydzialu Nauki o Zdrowiu Warszawskiego Uniwersltetu Medycznego. Promotorem pracy

jest prof. dr hab. Katarzyna Koziak.

Wykazuj4ca plejotropowe dzialanie interleukina 15 (L-15) pelni w organizmie liczne

funkcje, gl6wnie w regulacji odpowiedzi szeregu kom6rek, co wigcej jest syntetyzowana w

wielu tkankach i narz4dach. Zwigkszona produkcja IL-15 moZe prowadzi6 do rozwoju

przewleklych stan6w zapalnych, jak r6wnie2 proces6w autoimmunizacyjnych, dlatego tak

wa:ina jest kontrola syntezy i funkcji tej cytokiny. W ostatnich latach podejmowane s4

badania nad mo2liwo6ci4 wykorzystania IL- 15 w immunoterapii chor6b

autoimmunizacyjnych i nowotworowych. Ze wzglgdl na szeroki zakres dzialari IL-15, w

niekt6rych przypadkach pr6buje sig j4 podawai, w innych hamowad jej dzialanie, podaj4c

przeciwciala monoklonalne, rozpuszczalne receptory, czy teZ irne zwiqzki hamuj4ce swoiste

wi4zanie IL- 15 do jej receptora, hamuj4c w ten spos6b jej biologiczne dzialanie.

Badania fizyko-chmiczne kompleksu IL-15/[-15Ra w ostatnich latach stworzyly

nowe mo2liwo6ci w poszukiwaniach inhibitor6w IL-15, w tym pny pomocy modelowania

komputerowego.
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W ten nurt poszukiwafl wpisuj4 sig badania prowadzone przez mgr in:Z. Piotra

Krzeczyfiskiego. Podjgcie sig zadania zaprojektowania, otrzymania, scharakteryzowania i

oceny zdolno$ci hamowania aktywnodci biologicznej interleukiny 15 naleZy uznad za wu2ne

poznawczo zadanie naukowe, stanowiqce solidn4 podstawg do prowadzenia dalszych badan

zmierzaj4cy ch do opracowania leku.

Rozprawa doktorska Pana mgr inZ. Piotra Krzeczyriskiego przedstawiona zostala w

postaci manuskryptu, zawieraj4cego 91 stron i podzielonego na typowe dla tego rodzaju

dysertacj i czgSci.

Wstgp jest dobrym wprowadzeniem do tematyki rozwijanej w rozprawie, opartym na

przegl4dzie wielu, 148, pozycjt z literatury przedmiotu. Doktorant charakteryzuje biologiczne

aktywnodci interleukiny 15, przytacza wyniki badari nad struktur4 tej czqsteczki i kompleksu

IL-15/IL-15Rs oraz opisuje dotychczas podejmowane pr6by, w tym r6wnie2 w Warszawskim

Uniwersltecie Medycznym, otrzymania i charakterystyki inhibitor6w dzialania IL-15.

Rozdzial napisany jest w spos6b zwigzly, a jednoczeSnie pomszone zostaly wszystkie

zagadnienia zwiagane z prowadzonymi badaniami w spos6b wyczerpuj4cy, Swiadcz4cy o

dobrej orientacji Doktoranta w tematyce. Wyb6r publikacji bgd4cych podstawq budowania

hipotezy badan Swiadczy o swobodnym poruszaniu sig Doktoranta w tematyce. Mgr Piotr

Krzeczyfski postanowil zaprojektowa6 i otrzymal nowe malocz4steczkowe zwi4zki

chemiczne, jako potencjalne inhibitory receptora IL-15Ro, hamuj4ce biologiczn4 aktywno66

IL-15, ocenian4 poprzez wplyw na proliferacj g j ednoj qdrzastych kom6rek krwi obwodowej

(PBMC) oraz na produkcjg cl.tokin prozapalnych TNF-o i IL-17.

Rozdzial Materialy i Metody zostal napisany przejrzylcte. Dokladnie opisano

przeprowadzone in silico modelowanie molekulame, syntezg zwiqzk6w chemicznych

wykorzystanych w badaniach i stosowane metody laboratoryjne, odczynniki oraz schematy

przeprowadzony ch do{iwiadczeh in vitro.

Kolejny, obszemy, rozdzial obejmuj4cy 37 stron, zawiera opis uzyskanych w

badaniach wynik6w. Rozdzial ten zostal podzielony na odpowiednie podrozdzialy.

Przed przyst4pieniem do dalszych badari przeprowadzono oceng cltotoksyczno6ci

badanych zwi4zk6w w stgZeniach 0,5 mM, 2 mM i 5 mM. Doktorant stwierdzil, 2e Zaden z

badanych zwi4zk6w nie wykazywal dzialania cltotoksycznego w stosunku do kom6rek

PBMC. W rezultacie dalsze badania prowadzono w trzech stgzeniach: 5 mM, 300 pM i 50

trrM. Nasuwa sig pltanie, dlaczego wybrano wlaSnie te stgZenia?
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Do oceny proliferacji kom6rek PBMC zastosowano test bromodeoksl,urydyny BrdU.

Zaplanowano odpowiednie kontrole. Doktorant stwierdzil, ze w stgzeniu 5 mM, 12 spoSr6d

badanych zwiryk6w hamowalo proliferacjg kom6rek PBMC stymulowanych za pomoc4 IL-

15. W przypadku stgZenia 300 pM, 18 spo6r6d 20 badanych zwi4zk6w hamowalo proliferacjg

PBMC indukowan4 za pomocq IL-l5. Natomiast w stg2eniu 50 pM, 15 zwi4zk6w wywieralo

efekt hamuj4cy proliferacjg PBMC. Doktorant przeprowadzlL nastgpnie analizg por6wnawcz4

wplywu badanych zvi4zk6w na proliferacjg kom6rek PBMC indukowan4 za pomoc4 IL-15, i

stwierdzil zar6wno dzialanie hamuj4ce jak i dzialanie paradoksalne stymulacji proliferacji.

ZauwuZyL rSwnieZ, 2e efekthamowania zaleZal od stgZenia.

W trakcie badaf mgr Piotr Krzeczyriski zaobserwowal dziaLanie paradoksalne 8

spo$r6d badanych zwi4zk6w, calkowity zanik efektu hamowania proliferacji, a w dwu

przypadkach nawet efekt pobudzenia proliferacji kom6rek PBMC. Doktorant zauwu|y| Ze

wigkszo66 zvi4zkbw wykazuj4cych dzialanie paradoksalne zawiert'la w swojej strukturze

laricuch pochodny kwasu maleinowego. Czy moZna tym tlumaczy6 takie ich dzialanie i jaka

jest opinia Doktoranta na temat wyst4pienia obserwowanych dzialari paradoksalnych?

Jako drugi parametr hamowania funkcji biologicznej IL-15 przez badane zwi4zki

(wybrane na podstawie hamuj4cego dzialania tych zwi4zk6w w teicie proliferacji), Doktorant

ocenial ich wplyw w stgzeniu 50 pM na produkcjg cytokin prozapalnych TNF-c i IL-17 przez

kom6rki PBMC stymulowtte za pomocE IL-15. Wszystkie badane zwi4zki hamowaly

indukowan4 przez lL-15 syntezg TNF-o przez kom6rki PBMC. Jednak tylko polowa spo5r6d

15 badanych potencjalnych inhibitor6w IL-15 hamowala produkcjg IL-17 przez stymulowane

kom6rki PBMC.

Wykonana przez Doktoranta analiza ADME pozwolila zakwalifikowa6 badane

zwi4zki chemiczne jako ,,podobne do leku", ich wi4zanie do receptora bylo na poziomie

znanych lek6w (wartodci stalej inhibicji Ki le24 ponizej 1000 pM).

Mgr Krzeczyiski dokonal r6wnie2 analizy wplywu element6\& struktury cz4steczki na

aktywnoSd badanych pochodnych. Stwierdzil, 2e spos6b podstawienia pier6cienia

aromatycznego nie ma znacz4cego wplywu na dzialarie w testach in vitro. Natomiast,

znaczenie wydaje sig miei obecno36 lalicuch6w pochodnych kwasu maleinowego.

Opisane w pracy badania Swiadcz4 o dobrym opanowaniu przez Doktoranta metodyki

badawczej stosowanej w do6wiadczeniach i wskazuj4 na Jego du24 wiedzE i umiejgtno5ci w

tym zakresie.
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Dyskusja napisana jest dojrzale i przejrzyicie. Uzyskane wyniki s4 om6wione na tle

dostgpnej wiedzy, a wnioski wlvazone. Om6wienie wynik6w podzielono na etapy, zgodnie z

prowadzonymi badaniami orM z wyszczeg6lnieniem poszczeg6lnych zwi4zk6w chemicznych

badanych w pracy.

Dysertacja napisana zostala starannie, mgr in2. Piotr Krzeczyriski w jasny spos6b

przekaz4e zalo|enia pracy, wyniki i ich znaczenie w badaniach Swiatowych. Trudno teZ

doszuka6 sig wigkszych uchybieri edytorskich, poza nielicznymi ntezrEcznymi

sformulowaniami jak iloSi kom6rek, czy niehcznymi liter6wkami.

Podsumowuj4c, oceniam rozprawg doktorsk4 mgr in2. Piofia Krzeczyhskiego bardzo

pozlty'lvnie. Rozprawa stanowi oryginalne rozwi4zanie problemu naukowego oraz wskazuje

na og6ln4 wiedzg teoretyczn4 Doktoranta w zakresie prowadzonych badan. Wykazal sig

r6wnie2 umiejgtnoSci4 samodzielnego wykon)$/ania pracy naukowej. Doktorant podkreSla

potrzebg prowadzenia dalszych badan w tym zakresie, szczeg6lnie takich kt6re pozwolilyby

zwigkszyd wydajnod6 wi4zania liganda czy leZ zoptymalizowad zwi4zekwiod4cy. Nasuwa sig

wigc pltanie, w jakim kierunku, wedlug Doktoranta, powiffry byi prowadzone dalsze badama

zmierzaj4ce do opracowania leku?

Rozprawa spelnia wymagania okeSlone w art. 13 ustawy o stopniach naukowych i

tyule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dz. U.

Nr 65, poz. 595 z p62niejszymi zmianami). Tym samym, przedstawiam Wysokiej Radzie

Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych Warszawskiego Uniwersltetu Medycznego wniosek o

dopuszczenie mgr inz. Piotra Krzeczyriskiego do dalszych etap6w przewodu doktorskiego.

orof. Gra2vna Korczak-Kowalska
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