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Recenzja pracy doktorskiej
mgr Anna Katarzyny Puszko
pt. .Synteza, badanie powinowactwa do receptora Neuropiliny-1 oraz aktywnosci
biologicznej nowych peptydomimetykéw ”

wykonanej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Warszawskiego

Poszukiwania nowych Strategii terapeutycznych chorob nowotworowych sg przedmiotem
badad wielu laboratoriow na $wiecie. W badaniach tych wykorzystywane sg zaréwno zwigzki
naturalne izolowane z roélin, jak réwniez rézne klasy zwiazkéw syntetycznych. W tym
drugim przypadku zespot syntetyczny wybiera zwykle okreslony szkielet, na bazie kiérego
mozna otrzyma¢ szeroka game pochodnych, réznigcych si¢ podstawnikami. Pozwala to na
optymalizacje wybranych struktur pod katem pozadanego efekiu biologicznego i w
konsekwencji terapeutycznego.

W ten tak wazny nurt poszukiwan zwigzkéw mogacych znalez¢ zastosowanie w terapii
przeciwnowotworowe; wpisuje si¢ tematyka rozprawy doktorskiej mgr Anny Puszko,
wykonana w Pracownj Peptydow Zaktadu Chemii Organicznej Uniwersytetu Warszawskiego
pod kierunkiem prof. dr hab. Aleksandry Misickiej-Kesik.

W swej dysertacji Doktorantka skoncentrowala si¢ na neuropilinie-1 (NRP-1), ko-
receptorze naczyniowo-s’rédb%onkowego czynnika wzrostu (VEGF), kiéry odgrywa wazng
rolg w angiogenezie. Tworzenie sieci nowych naczyn krwiono$nych Jest waznym elementem
rozwoju nowotworu i powstawania przerzutéw. Podwyzszony poziom ekspresji NRP-1
stwierdzono w wielu typach nowotworéw i byt on zwykle skorelowany z wystepowaniem
przerzutéw. Z tego wzgledu NRP-1 stala si¢ celem badadi nad nowymi terapiami

przeciwnowotworowymi.




Praca doktorska Pani Anny Puszko stanowi kontynuacje kompleksowych badan
réznych biologicznie waznych peptydéw, prowadzonych od lat przez zesp6t profesor
Aleksandry Misickiej. Grupa ta odnotowata na swoim koncie wiele osiaggnied, a jej dokonania
s3 znane i cenione w oérodkach naukowych zajmujacych si¢ chemig lekéw w kraju i za
granicg. Dokiorantka podjeta si¢ ambitnego zadania otrzymania serii peptydomimetykéw,
ktére hamowalyby tworzenie kompleksu NRP-] z izoforma biatka VEGF-A s, uwazanego za
najsilniejszy stymulator angiogenezy. Analogi o duzym powinowactwie do receptora NRP-1
uniemozliwiajg na drodze inhibicji kompetycyjnej powstawanie kompleksu VEGF-A s z tym
receptorem.

Dysertacja napisana jest w sposob klasyczny, obejmuje 135 stron i 220 pozycji
aktualnego pi$miennictwa. Rozpoczyna ja rozdziat Zafosenia i Cel Pracy, w ktérym
Dokiorantka przedstawia zwigzle motywy, kidre sklonity Ja do zajecia sie syntezg zwigzkOw
hamujacych tworzenie kompleksu VEGF-A 16s/NRP-1, w poszukiwaniu nowych struktur o
potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym, w szczegblnoscei przeciwangiogennym.

W przegladzie literatury na 36 stronach Doktorantka przedstawita obecny stan wiedzy
dotyczacy neuropiliny, obejmujacy budowe tego recepiora oraz oméwienie szlakéw w
komérce aktywowanych przez ten receptor. W kolejnych rozdziatach Autorka oméwika
naturalne ligandy neuropiliny, takie Jjak rodzina semaforyn-3 i rodzina czynnikéw wzrostu
Srédblonka naczyniowego, a nastgpnie syntetyczne ligandy tego receptora o budowie
peptydowej i niepeptydowej. Wybér zagadnien przedstawionych w czesci teoretycznej
Swiadczy o wlasciwym zrozumieniu rolj tej czesci dysertaci, stanowigcej wprowadzenie i
uzasadnienie podjetych w pracy doktorskiej badaf. Poszczegblne zagadnienia zostaly opisane
w kompetentny spos6b i bogato ilustrowane rysunkami, zwigkszajgcymi przejrzystosé iekstu.

Kolejny rozdziat stanowig Badania Wiasne. W tym miejscu nalezy stwierdzié, ze
postawione przed Doktorantka zadania byly bardzo ambitne, obejmowaty bowiem zaréwno
projektowanie i synteze kilku serii peptydomimetykow o ciekawej strukturze Jjak i okreslenie
ich profilu farmakologicznego. Podjecie tak réznorodnych badag wymagato od Doktorantki
oprocz dobrego opanowania warsztatu eksperymentatorskiego takze szerokiej znajomosci
zagadnien teoretycznych zwigzanych z realizowana tematyka.

Badania nad ligandami receptora NRP-1 byly zapoczatkowane wspdlpracg z grupa
profesora Gerarda Perret'a z Universite Paris, ktora opracowata heptapeptyd nazwany A7R,
wykazujacy aktywnogé antyangiogenng in vitro. W Pracowni Peptydéw otrzymano nastepnie
rozgal¢zione tetrapeptydy o 0g6lnym wzorze Lys—(h—Arg)—AAZ-AA3-Arg-OH, ktére silniej
niz A7R hamowaly tworzenie kompleksu VEGF-A i6s/NRP-]. Doktorantka zaplanowata



kolejne modyfikacje tej struktury wiodacej i zsyntezowala 30 peptydomimetykéw.
Zaproponowane modyfikacje polegaly na zastgpieniu C-koficowej grupy karboksylowej grupa
amidowa oraz wstawieniu monomeréw kwaséw peptydonukieinowych, sarkozyny lub
pochodaych proliny w pozycje 2 i 3. W kolejnych analogach homo-arginina zostata
zastapiona pochodng mocznika. Cickawa modyfikacja bylo wstawienie reszty Cys lub
fragmentu Cys-Asp oraz pochodnej Cys wydluzonej o czasteczke mocznika na N-koficu
peptydu lub w rozgalezieniu. Te ostatnie modyfikacje pozwolity Doktorantce na otrzymanie
homodimeréw poszczeg6lnych analogéw pofaczonych mostkiem disiarczkowym. Jeden z
otrzymanych dimeréw okaza} si¢ byé najaktywniejszym ze wszystkich zsyntetyzowanych
Zwigzkow.

Dia jednego z analogéw (27) wykonana tez zostala prosta symulacja jego dokowania
w kieszeni receptora. Ze symulacji tej wynika, ze zamijana hArg w rozgalezieniu peptydu na
analog, w ktérym przylaczenie Arg nastapito poprzez wigzanie mocznikowe a nie amidowe
(Arg") moze zwiekszaé ilogé interakeji zwigzku z receptorem, wplywajac jednoczesnie tylko
w malym stopniu na jego powinowactwo do NRP-1.

Nastepnie mgr Puszko zbadala wplyw oirzymanych analogdw na tworzenie
kompleksu VEGF-A 6s/NRP-1. Do tego celu adaptowata do warunkow wlasnego
laboratorium opisany wczesniej przez wspélpracujaca grupe z Paryza test ELISA. Nalezy tu
podkresli¢, ze Doktorantka z duza dozg krytycyzmu podeszta do otrzymanych przez siebie
wynikéw, kidre otrzymata w pierwszej kolejnosci dla znanych zwigzk6w i poréwnata je z
danymi z literatury. Przeprowadzita testy dwukrotnie, z wykorzystaniem oznaczenia
kolorymetrycznego i chemiluminescyjnego i wybrata metode dajaca wyniki pordwnywalne
do literaturowych. Opis réznic w oznaczeniach przeprowadzonych tymi dwiema metodami i
przedyskutowanie z czego te réznice mogg wynika¢ uwazam za bardzo cenny.

Drugim testem biologicznym Opracowanym przez mgr Puszko bylo badanie
stabilnosci enzymatycznej otrzymanych analogéw w ludzkim osoczu j surowicy krwi.
Przeprowadzenie testéw z kilkoma anty-koagulantami dodawanymi do $wiezo pobranej krwi
w celu uniknigeia jej krzepnigcia pozwolito Doktoranice wybra¢ anty-koagulant o
najmniejszym wplywie na degradacje peptydow. Wartosciowym elementem tego etapu pracy
bylo tez Zaproponowanie, na podstawie analizy HPLC otrzymanych w wyniku trawienia
fragmentéw, kidre wigzania okazaty si¢ najbardziej narazone na rozerwanie.

Jako ostatni element pracy mgr Puszko zbadala wphyw  kilku wybranych
peptydomimetykéw na przezywalnos¢ komérek linii nowoitworowej MDA-MB-231 i
prawidiowych komérek linii HUVEC. Niestety zaden z badanych zwigzkéw nie wykazat



istotnego wptywu na proliferacje komérek nowotworowych. Ten wynik wydaje si¢ dziwny w
swietle fakiu, ze wigkszoéé nowych analogéw miala duze powinowactwo do NRP-1.
Cheiatabym, aby Doktorantka sprobowala si¢ odniesé do niego w czasie obrony.

W rozdziale Czesé Eksperymentalna Autorka opisala metody otrzymywania
substratéw, a nastepnie zaprojektowanych peptydow, kiore syntetyzowane byly na nosniku
polimerowym. Rozprawe cechuje solidny warsztat badawczy, Doktoranika bardzo dobrze
panuje nad metodologia  syntezy peptydéw chromatograficznymi metodami ich
oczyszczania. Dokladnie opisane zostaty tez przeprowadzone testy biologiczne i symulacja
dokowania ligandéw do NRP-1.

W moim odczuciu w pracy brakuje informacji, czy otrzymane wyniki s3 juz w czesci
opublikowane lub beds przygotowane do druku w najblizszym czasie. Spis publikacji

Doktoraniki na koficu dysertacji bytyby mile widziany.

Przywilejem i obowiazkiem recenzenta jest wskazanie tych fragmentéw pracy, ktére
nasuwajg mu uwagi krytyczne:
1. Sir. 5 - zdanie " Opracowanie metody do badan powinowactwa inhibicji uktadu VEGF-
Aies/NRP-1" jest zle sformutowane, powinowactwo jest do receptora a nie do inhibicji.
2. Na str. 57 Autorka pisze, ze zastapila niestabilne wigzanie Lys-e-hArg wigzaniem
mocznikowym. Uwazam stwierdzenie, ze wigzanie amidowe jest niestabilne za niezbyt
fortunne. Wiazanie amidowe zostato zastapione jeszcze trwalszym, bardziej odpornym na
hydroliz¢ wiazaniem mocznikowym.
3. Rozdziat 3.3.1. - "Optymalizacja platformy do badania inhibicji.." zastgpitabym raczej
polskim stowem optymalizacja metody badania.
4. Tytut podrozdziatu 3.3.]. Jest Zle sformutowany. Chodzi tu chyba o wplyw struktury C-
korica analogu na tworzenie kompleksu VEGF/NRP.
5. W podrozdziale 3.3.2 napisane jest "postanowitam zmodyfikowaé $rodkows czgsé
struktury peptydomimetykéw ... ze wzgledu na wysokie powinowactwo zwigzkéw do NRP-
I". Chodzito o otrzymanie zwigzkow o jeszcze lepszym powinowactwie, wigc zdanie jest
troche¢ nielogiczne.
6. Str 63 - "..ze wzgledu na whasciwosci inhibicyjne kompleksu VEGF/NRP-1.." Kompleks

nie ma whasciwosci inhibicyjnych, tylko zwigzki hamujg tworzenie kompleksu.

Te drobne uwagi krytyczne nie umniejszaja oczywiscie wartosci przedstawionej mi do

recenzji pracy, ktéra oceniam bardzo pozytywnie.



Podsumowujac, z lektury recenzowanej pracy wynika jasno, iz przestanki jakie
skionity Doktoranke do podjecia badadi byly wiasciwe. Nalezy tu podkreslic mulii-
dyscyplinarny charakter pracy, obejmujacej oprécz syntez i charakteryzacji spektralnej
otrzymanych peptydomimetykéw okreslenie ich wlasciwosdci farmakologicznych w testach in
vitro. Praca wnosi elementy nowosci naukowej, przyczynia sic bowiem do lepszego poznania
relacji pomigdzy struktura a powinowactwem ligandéw do neuropiliny. Moim zdaniem,
Autorka wykonujac zaplanowane badanie, a pézniej piszac prace, wykazala si¢ 0golng wiedz
teoretyczng i udowodnita, ze umie postugiwac si¢ najnowsza literatura j samodzielne
rozwigzywaé problemy naukowe. Ze wzgledu na szeroki panel zastosowanych metod
badawczych, wage uzyskanych wynikéw, ogromny wkilad pracy, a takze bardzo staranne
przygotowanie rozprawy, uwazam pracg doktorska za wyrézn iajaca.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Anny Puszko w petni spefnia
wymagania stawiane Kandydatom ubiegajacym si¢ o stopieni naukowy doktora. Wnosze wige
do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie mgr Anny Puszko

do dalszych etap6éw przewodu doktorskiego.
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Whiosek
0 wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr Anna Katarzyny Puszko

Jako recenzent rozprawy doktorskiej mgr Anny Katarzyny Puszko pt. ,,Synteza,
badanie powinowactwa do receptora Neuropiliny-1 oraz aktywnesci biologicznej
nowych peptydomimetykow” pragne stwierdzié, ze przedtozong mi do recenzji prace
oceniam bardzo wysoko. Jest ona bardzo starannie przygotowana i zawiera obszerny i bardzo
wartosciowy materiat eksperymentalny. Doktorantka do Jjej wykonania musiata opanowa¢
szeroki panel metod badawczych, obejmujacych synteze blokéw budulcowych do syntezy
peptydpmimetykow, synteze peptyddw na fazie statej, tworzenie mostk6w disulfidowych,
oczyszczanie otrzymanych zwigzkéw metoda chromatografii cieczowej oraz potwierdzanie
ich struktury przy pomocy widm masowych, a takze kilka testéw biologicznych (test
powinowactwa analogéw do neuropiliny z detekcja kolorymetryczng i
chemiluminescencyjna, badanie stabilnosci analogéw w osoczu i surowicy krwi oraz badanie
wptywu nowych zwigzkéw na przezywalnosé komérek in vitro).

Biorgc pod uwage multi-dyscyplinarny charakter rozprawy, wage uzyskanych
wynikéw i ogromny wktad pracy wlozony w jej przygotowanie, wnosz¢ do Rady Wydzialu

Chemii Uniwersytetu Warszawskiego o jej wyrdznienie.



