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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anny Katarzyny Puszko,
zatytulowanej: Synteza, badanie powinowactwa do receptora Neuropiliny-1 oraz aktywnosci

biologicznej nowych peptydomimetykéw

Obiektem badar przedstawionych w rozprawie doktorskiej Pani mgr Anny Puszko byt receptor
neuropiliny-1 (NRP-1). Bierze on udziat w wielu procesach fizjologicznych, zaréwno na etapie embriogenezy,
jak i funkcjonowania dojrzatych tkanek. Do najwazniejszych z jego rél nalezy kontrolowanie wzrostu
aksondw, immunosupresja oraz wspdtdziatanie z receptorem czynnika wzrostu érédbtonka naczyniowego
(VEGFR) w procesie angiogenezy. Ze wzgledu na zaangazowanie w tworzenie naczyri krwionosnych NRP-1
peini wazng role w rozwoju i metastazie nowotwordw, przez co receptor ten od diuzszego czasu pozostaje
w polu zainteresowan naukowcéw zajmujacych sie poszukiwaniem sposobéw na powstrzymanie postepow
procesu nowotworowego.

Grupa badawcza kierowana przez prof. dr hab. Aleksandre Misicka-Kesik, promotora recenzowanej
rozprawy doktorskiej, réwniez zajmuje sie tym tematem, skupiajac sie m.in. na poszukiwaniu zwigzkow
zdolnych do inhibowania oddziatywari miedzy endogennym ligandem VEGF-Ae a receptorem NRP-1,
by w ten sposéb blokowaé szlak sygnatowy odpowiedzialny za rozwéj naczyri krwionoénych mogacych
stuzy¢ dostarczaniu tlenu i odzywianiu guzéw nowotworowych. Poczatkowa wspodlpraca z zespofem
profesora Gerarda Perret z Université Paris 13 zaowocowata odkryciem peptydu A7R i potwierdzeniem jego
dziatania antyangiogennego i przeciwnowotworowego. Plonem dalszych prac byto opracowanie sekwencji
bardziej skutecznych inhibitoréw tworzenia kompleksu NRP-1-VEGF-Ases:  czteroaminokwasowych
peptydomimetykéw o wzorze og6lnym H-Lys(hArg)-AA*-AA>-Arg-OH, gdzie w pozycjach 2 i 3 znajdowaty sie
odpowiednio reszty Dab-Pro, Pro-Pro lub Pro-Ala. Zwiazki te stanowity sekwencje wyjéciowe do badani
podjetych przez mgr Anne Puszko. Zadania jakie zrealizowata Doktorantka obejmowaty:

- racjonalne projektowanie kolejnych serii potencjalnych inhibitoréw, w ktérych modyfikowano pozycje
2 i 3 sekwencji bazowej, zastgpowano wybrane wigzania peptydowe wigzaniem typu mocznikowego,
bad? tez uzupetniano sekwencje bazowa o dodatkows reszie cysteiny lub dipeptydowy fragment
Cys-Asp;



- badanie stabilnosci najbardziej efektywnych pochodnych w plynach fizjologicznych — surowicy
i osoczu;

- badanie zdolnosci zaprojekiowanych zwigzkéw do inhibowania procesu tworzenia kompleksu
VEGF-A;55-NRP-1 z wykorzystaniem testu kompetycyjnego ELISA;

- zweryfikowanie wplywu wybranych peptydomimetykéw na zywotnod¢ komérek prawidiowych linii

pierwotnej $rédbtonka naczyn (HUVEC) oraz nowotworowych (raka sutka MDA-MB-231).

Uznanie budzi przekrdj technik, kiére opanowata Doktorantka w trakcie realizacji swojej pracy
doktorskiej. Zajmowatla sie bowiem zaréwno modelowaniem molekularnym w zakresie niezbednym
do wspomagania projekiowania potencjalnych inhibitoréw, jak tez synteza organiczng, otrzymujac
samodzielnie niekiére pochodne poirzebne do syntezy peptydomimetykéow oraz same peptydomimetyki.
Przeprowadzita ponadto badania stabilnosci proteolitycznej otrzymanych zwigzkéw za pomoca
wysokosprawnej chromatografii cieczowej na fazach odwréconych oraz charakierysiyke miejsc ciecia
proteolitycznego z wykorzystaniem spekirometrii mas. Zopiymalizowala takze procedure testu ELISA
stuzacego do badania powinowactwa otrzymanych zwigzkéw do receptora NRP-1 oraz wykonata badania
cyiotoksycznosci  ofrzymanych inhibitoréw na liniach komérkowych. Wszystkie eksperymenty
przeprowadzono niezwykle rzetelnie, z odpowiednio dobranymi prébami kontrolnymi, a wyniki tych

eksperymentéw zostaty w rozprawie doktorskiej w sposéb dojrzaty i krytyczny przedyskutowane.

Rozprawa doktorska mgr Anny Puszko obejmuje tgcznie 135 stron. Ciekawy jest ukfad pracy.
Na samym jej poczatku umieszczono streszczenie w jezyku angielskim, a zaraz po nim przedstawione
zostaly zalozenia i cel pracy, co znakomicie utatwilo zrozumienie od pierwszego zetkniecia z rozprawa
zaréwno jaki bedzie obiekt badan, jak i zakres prac. Przeglad literatury zawarty zostat na ok. 40 stronach.
Znalazty sie w nim najwazniejsze informacje na temat budowy i funkcji receptoréw NRP oraz ich
naturalnych i syntetycznych ligandéw. Tekst opracowany zostat w oparciu o 150 pozycji literaturowych,
obejmujgcych najnowsze doniesienia z czasopism o zasiegu miedzynarodowym. Jest bogato ilustrowany,
w sposob zwiezly i klarowny prezentujac tresci niezbedne do zrozumienia dalszej czesci rozprawy.

Opis badan wiasnych wsparty zostat dalszymi 70 odniesieniami do $wiatowej literatury naukowej.
Tekst podzielono na dwa zasadnicze rozdzialy, zawierajace odpowiednio oméwienie przeprowadzonych
eksperymentow oraz opis zastosowanych procedur i charakterystyke otrzymanych zwigzkéw. Ten sposéb
przedstawienia wynikéw bardzo dobrze wplynat na ogélng percepcje tresci, gdyz ciag logiczny planowania
kolejnych zadari badawczych na podstawie juz uzyskanych wynikéw nie jest tu zaburzany przez
wprowadzanie szczegbtéw technicznych wykonywanych eksperymentéw. Uzyskane wyniki przedstawione
zostaly niezwykle jasno i precyzyjnie, a do szczegblnie mocnych atutéw rozprawy nalezy zaliczyé analize
i interpretacje wynikéw. Dokonywana jest ona przez Doktorantke kazdorazowo z odpowiednia doza
krytycyzmu i stanowi podstawe do wyciggania rozsadnych i jak najbardziej uprawnionych wnioskéw.
Zastrzezefi nie budzi czytelnod¢ wykreséw, czy tabel, jedynie rysunki, choé starannie przygotowane, czasem

sa zbyt malych rozmiaréw, by umozliwi¢ analizowanie szczegétéw. Dotyczy to zwlaszcza wygenerowanych



struktur z dokowania ligandéw do receptora, jednakie w potaczeniu z klarownym opisem oddziatywan
réwniez ta cze$¢ wynikéw pozostaje catkowicie zrozumiata.

Korekta jezykowa wykonana zostata bardzo starannie, w tekécie rozprawy sporadycznie zdarzaja sie
usterki edycyjne. Mimo starannej korekty nie uniknicto jednak pewnych nieprawidtowych sformutowan,
takich jak ,konformery cis i trans” (str. 59, 68), ,weglowodory a” (str. 66), czy , kwas karhoksylowy
C-koricowej reszty Arg” (str. 36). Do zargonowych sformulowan, ktérych powinno sie unikaé¢ w tekscie pracy
naukowej, nalezy ,pulowanie osocza” (str. 82). Trudny do zrozumienia jest powtarzajacy sie wielokrotnie
skrot myslowy na temat wiasciwoéci inhibicyjnych kompleksu VEGF-A¢s-NRP-1 (np. str. 61, 63, 66), a takze
fragmenty: ,rezultatem optymalizacji struktury dokowania peptydomimetyku 3” (str. 60), czy , opracowanie
metody (..) do badan powinowactwa inhibicji” (str. 101).

Ponadto:

- uzupelnienia wymaga rozwiniecie skrétu Pbf (str. 2);

- €zy mozna powiedzie, ze eksony majg sekwencje aminokwasowe? Bo taka wymowe ma tekst:
~kodowany przez alternatywny ekson o sekwencji RSLTRKD” (str.25);

- sformutowania o ograniczaniu konformacji {,konformacja zwiazku zostata dodatkowo ograniczona”
(str. 34); czy ,obejmujg ograniczenie konformacji” (str. 44)) nalezatoby raczej zastapi¢ wyrazeniami
»konformacja zwigzku zostata usztywniona” lub ,,ograniczona zostata swoboda konformacyjna”;

- sformutowanie ,wyniki przedstawiono jako *SEM”, powtarzajace sie w przypisach do tabel, jest
nieprecyzyjne. Nalezaloby te informacje umiesci¢ raczej w tytule tabeli, tak by byto zrozumiate jaki
parametr podano z uwzglednieniem standardowego bledu pomiaru;

- uzywanie pojecia ,natywny” (podpis do tabeli 9) w odniesieniu do modelowego/macierzystego
peptydomimetyku jest pewnym naduzyciem; cytujac za Stownikiem Jezyka Polskiego ,natywny” to
»taki jak w warunkach naturalnych”.

Lektura rozprawy nasuwa tez kilka pytan:

- W jaki sposdb réznorodnosé elementdw konstrukcyjnych zapewniana przez aminokwasy nienaturalne
jest zalezna od ich aktywnosci farmakologicznej? (str. 45)

- Czy przy badaniu stabilnosci w osoczu inhibitoréw z wolng grupa sulfhydrylowa analizowano
za pomocy spekirometrii mas probki z poczatkowego okresu inkubacji, gdy zmiany zachodzity do$c¢
gwattownie? (wykres 3, str. 96)

- Czy jest mozliwe alkilowanie reszty proliny wystepujacej w sekwencji peptydu? (,wykazano,
ze N-alkilowanie Pro w sekwencji aktywnego peptydu moze by¢ istotne” (str. 66))

- Czy prawidtowa strukture ma analog 38 przedstawiony na rys. 65?

Dostrzezone w rozprawie nieprawidlowosci czy usterki w zaden sposéb nie umniejszaja jednak jej
wartosci merytorycznej. W swojej pracy mgr Anna Puszko zaprezentowata bardzo interesujgce i

wartosciowe wyniki. Do najwazniejszych osiagnie¢ Doktorantki nalezy, zdaniem recenzenta:



1. Uzyskanie inhibitora skuteczniej niz wszystkie znane dotad blokujacego szlak sygnatowy oparty
na oddzialywaniu VEGF-Aje-NRP-1 (ICs, 20 nM), a jednoczeénie cechujacego sie znacznag
stabilnoscig proteolityczng (i, > 96 h).

2. Opracowanie metody przesiewowej typu ELISA, stuzgcej do badania zdolnosci projektowanych
zwigzkéw do inhibicji tworzenia kompleksu VEGF-Aj;gs-NRP-1, oraz zoptymalizowanie
metodologii przygotowania prébek fizjologicznych do badania stabilnoéci proteolitycznej
badanych inhibitoréw. Oba te osiggnigcia majg wymiar szerszy, wykraczajgcy poza ramy pracy
doktorskiej mgr Puszko. Opracowane metody badawcze moga byé bowiem wykorzystywane

w dalszych badaniach dotyczacych ligandéw receptora NRP-1.

Na podkreélenie zastuguje fakt, i2 mgr Anna Puszko jest wspétautorka 8 publikacji oryginalnych oraz
szeSciu prac opublikowanych w materiatach pokonferencyjnych europejskich zjazdéw naukowych.
Jest wéréd nich tylko jedna praca, w ktérej Doktorantka jest pierwsza autorka, ale zwazywszy na jakoéé
uzyskanych wynikéw pojawienie sie kolejnych publikacji, obejmujacych materiat przedstawiony

w rozprawie doktorskiej, pozostaje zapewne jedynie kwestig czasu.

Podsumowujac, stwierdzam, iz przediozona do recenzji rozprawa doktorska w petni odpowiada
wymogom stawianym pracom dokiorskim (Ustawa z dnia 14 marca 2003 r., Dz.U.03.65.595 wraz
z p6zniejszymi zmianami (Dz. U. z 2005 r. Nr 164, poz. 1365, z 2010 r. Nr 96, poz. 620 i Nr 182, poz. 1228
oraz z 2011 r. Nr 84, poz. 455). W zwigzku z tym wnioskuje o dopuszczenie mgr Anny Katarzyny Puszko

do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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Jako uzupehlnienie do zlozonej recenzji rozprawy doktorskiej mgr inz. Anny Katarzyny Puszko

niniejszym skladam wniosek o wyréznienie tej rozprawy.

Szczegblna warto$é tej rozprawy, z powodu ktérej w odczuciu recenzenta zashuguje ona
na wyréznienie, wynika przede wszystkim z:

- interdyscyplinarnego charakteru podjetych przez Doktorantke badan;

- wykorzystania przez Doktorantke do zrealizowania badafi nowoczesnych metod takich jak
modelowanie molekularne, czy testy ELISA;

- samodzielnodci Doktorantki w wykonywaniu prac badawczych obejmujgcych réznorodne
dziedziny — synteze organiczna, modelowanie molekularne, badania z wykorzystaniem
zaawansowanych technik immunochemicznych, badania komérkowe;

-~ opracowania przez Doktorantke metody przesiewowej typu ELISA, ktére to osiggniccie
ma wymiar wykraczajacy poza ramy pracy doktorskiej, moze byé bowiem wykorzystane
w dalszych badaniach dotyczacych ligandow receptora NRP-1.
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