UNIWERSYTET GDANSKI cHEMA UG

dr hab. Anna Legowska, prof. UG Gdansk, 22 maja 2019 r.
Wydziat Chemii

Uniwersytetu Gdanskiego

Recenzja pracy doktorskiej mgr Anny Niescioruk

zatytulowanej ,,Biokoniugaty o potencjalnej aktywnosci antyangiogennej”

W procesie nowotworzenia fizjologiczny proces angiogenezy wymyka si¢ spod
kontroli, dajac w efekcie warunki korzystne dla rozwoju guza. Jednym z glownych
czynnikéw proangiogennych jest biatko VEGFyg5, ktore wigzac si¢ do receptora VEGF-R
oraz jego koreceptora neuropiliny-1 (NRP-1), wystepujacych na powierzchni komorek
endotelialnych naczynh krwiono$nych, powoduje zapoczatkowanie wzrostu naczyn
wlosowatych. Wyniki przeprowadzonych badan pokazuja, ze oddziatywanie VEGF 145 Z NRP-
1 jest gtbwna przyczyna patologicznej angiogenezy 1 w nastepstwie przyczyng rozrostu tkanki
nowotworowej. Poszukiwanie zwigzkow mogacych selektywnie blokowa¢ to oddzialywanie
stato si¢ przedmiotem badan wielu grup naukowych. Do tego nurtu badan mozna wiaczy¢
przedlozong mi do recenzji pracg doktorska mgr Anny NieScioruk, wykonang pod kierunkiem
prof. dr hab. Aleksandry Misickiej-Kesik i dr Doroty Niecieckiej, petnigcej funkcje promotora

pomocniczego.

Glownym zadaniem jakie postawiono przed Doktorantkg byly badania majace na celu
otrzymanie dwoch rodzajow koniugatow o potencjalnej aktywnos$ci antyangiogennej,
zaprojektowanych tak, aby selektywnie oddziatywaty one z neuropiling-1 (NRP-1). Pierwsze
z nich to koniugaty peptydow lub peptydomimetykow z nanoczastkami magnetycznymi, drugi
rodzaj to koniugaty heptapeptydu A7R z lekiem przeciwnowotworowym - 5-fluorouracylem
(5-FU). W czasach intensywnego poszukiwania zwigzkow mogacych staé¢ si¢ lekami

przeciwnowotworowymi temat podjety przez Doktorantke uwazam za bardzo aktualny i



wazny, a takze ambitny, bioragc pod uwage trudnosci na jakie moze napotka¢ chemik chcacy
potaczy¢ peptydy z nanoczastkami, oraz fakt wykorzystania w badaniach szeregu

réznorodnych technik, umozliwiajgcych scharakteryzowanie otrzymanych koniugatow.

Recenzowana rozprawa napisana zostata na 142 stronach. W rozprawie wyr6ézniono
sze$¢ czesci. Na poczatku znajduje sie rozdziat, w ktorym Doktorantka przedstawita zatozenia
i cel pracy, po nim przeglad literaturowy oraz rozdzial poswi¢cony badaniom wiasnym,
przedstawiajacy ogolny plan pracy i omawiajacy przeprowadzone syntezy i badania. Dalej
znajduje si¢ cze$¢ eksperymentalna zawierajagca oOpisy procedur zastosowanych podczas
przeprowadzonych syntez, a po niej podsumowanie. Na koncu rozprawy znajduje si¢ spis

literatury cytowanej — 178 pozyciji.

Cze$¢ literaturowa, zawierajaca siedem rozdzialow, dobrze wprowadza w tematyke
badan wilasnych Kandydatki. Znajduje si¢ w nich opis no$nikdéw substancji terapeutycznych,
mechanizmow dostarczania lekow, charakterystyka koniugatéow i stosowanych w celu ich
utworzenia linkerow 1 wigzan chemicznych, a takze opis metod fizykochemicznych
stosowanych do charakteryzowania no$nikow lekow. Poziom merytoryczny tej cze$ci
rozprawy jest wlasciwy dla prac doktorskich i dobrze przygotowuje do czytania rozdziatu, w
ktorym oméwione zostaty badania wiasne. Umieszczone w pracy rysunki, schematy i tabele,

utatwiajg lekture tekstu.

Glownym celem pracy doktorskiej mgr Anny Niescioruk bylo opracowanie
skutecznych metod taczenia peptydow z nanoczastkami magnetycznymi i w efekcie synteza
koniugatow. Peptydomimetyk uzyty w tym celu przez Doktorantke zostat wybrany z grupy
otrzymanych przez pracownikéw Pracowni Peptydow Zakladu Chemii Organicznej i
Technologii Chemicznej Wydziatlu Chemii UW zwigzkéw o duzej aktywnosci
antyaniogennej. Peptydy te zostaly zaprojektowane w oparciu o sekwencj¢ heptapeptydu
ATR, wykazujacego aktywnos¢ antyaniogenng. Kolejnym celem bylo otrzymanie koniugatow
heptapeptydu A7R z lekiem przeciwnowotworowym - 5-fluorouracylem (5-FU). Doktorantka
zaplanowata rowniez badania biologiczne, oraz caly szereg analiz wykorzystujacych
réznorodne techniki umozliwiajagce dokonanie charakterystyki koniugatow peptydow z

nanoczastkami magnetycznymi.

W rozdziale pt: ,Badania Wtasne” Doktorantka w szczegdtowy sposob wyjasnita

wybor do koniugacji z nanoczastkami peptydomimetyku o sekwencji — H-Lys(hArg)-Dab-



Pro-Arg-OH (WAW 9), wybor linkeréw posiadajagcych ugrupowania umozliwiajgce
koniugacj¢ oraz miejsc ich przytaczenia do peptydomimetyku.

Pierwszym etapem pracy byla synteza na fazie statej, szesciu peptydomimetykoéw i
trzech peptydow. Peptydomimetyki te zostaly zaprojektowane w oparciu o sekwencje WAW
9, a kazdy z nich miat przylaczony inny zwigzek umozliwiajacy jego koniugacje z
nanoczastkami, badz taki sam zwiazek, ale przytaczony w innym miejscu peptydomimetyku.
Przylaczone zwiazki to: kwas pent-4-ynowy (w pierwszym wypadku przytaczony do grupy a-
aminowej N-koncowej L-lizyny, w drugim do grupy a-aminowej L-argininy, przytgczonej do
grupy g-aminowej N-koncowej L-lizyny), grupa dansylowa przytaczona do grupy a-aminowej
N-koncowej L-lizyny), Fmoc-Cys, L-cysteina i kwas 6-malemidoheksanowy (przytaczone do
grupy o-aminowej L-argininy, przylaczonej do grupy e-aminowej N-koncowej L-lizyny).
Zsyntetyzowane peptydy to A7R i jego dwa analogi, uzyskane przez przytaczenie do N-konca
peptydu czasteczki kwasu pent-4-ynowego lub czasteczki kwasu pent-4-ynowego, a nastgpnie
do niej HyN-PEG(3)N;. Miejsce przylaczenia Fmoc-Cys, L-cysteiny i kwasu 6-
malemidoheksanowego do peptydomimetyku Doktorantka ustalita po wykonaniu
immunoenzymatycznego testu ELISA, ktoremu poddane zostaty peptydomimetyki z
przytaczonym kwasem pent-4-ynowym.

W nastgpnym etapie pracy, mgr NiesScioruk przeprowadzita caty szereg reakcji, ktore
pozwolity na opracowanie procedury przytaczania peptydu A7R i peptydomimetyku WAW 9
do nanoczastek magnetycznych, zbudowanych z ferrytu niklowo-cynkowego o ogodlnym
wzorze NigsZngsFe,04, ktorych  powierzchnia  zostata zmodyfikowana kwasem
sebacynowym. W celu dokonania potaczenia sktadnikow koniugatu przez utworzenie
pierscienia triazolowego do nanoczastek przytaczony zostal wigzaniem amidowym H;N-
PEG(3)-Ns.

Doktorantka otrzymata nowe koniugaty: dwa peptydowe i jeden peptydomimetyku z
nanoczgstkami magnetycznymi oraz dwa peptydu z 5-fluorouracylem. Trzy pierwsze
zbudowane sg z:

- peptydu A7R polaczonego z nanoczastkag wigzaniem amidowym utworzonym przez
grupe a-aminowg N-koncowej L-alaniny peptydu i grupe karboksylowa kwasu sebacynowego,
ktorym modyfikowana byta powierzchnia nanoczastek,

- peptydu A7R potaczonego z nanoczastkg przez pierscien triazolowy utworzony przez
kwas pent-4-ynowy, przytaczony do grupy a-aminowej N-koncowej L-alaniny peptydu i

azydek (H,N-PEG(3)) przytaczony do nanoczastki modyfikowanej kwasem sebacynowym



- peptydomimetyku WAW 9 potaczonego z nanoczgstkag przez pierScien triazolowy
utworzony przez kwas pent-4-ynowy, przytaczony do grupy a-aminowej L-argininy i azydek
(H2N-PEG(3)) przytaczony do nanoczgstki modyfikowanej kwasem sebacynowym, koniugat
ten zawieral rowniez grupe dansylowg przytaczong do grupy o-aminowej N-koncowej L-
lizyny.

Kolejne dwa, to koniugaty peptydu A7R z 5-fluorouracylem. Koniugaty te roznig si¢
zastosowanym do utworzenia taczacego oba sktadniki wigzania amidowego linkerem (kwas
chlorooctowy lub bezwodnik kwasu bursztynowego).

Kolejny etap to wybdr odpowiednich technik umozliwiajagcych wykonanie
charakterystyki otrzymanych koniugatow. W tym miejscu nalezy zauwazy¢, ze wykorzystane
do tego celu metody fizykochemiczne nie sg powszechnie stosowane przez chemikow
zajmujacych si¢ syntezg peptydow i ich koniugatow. Przeprowadzone badania i ich wyniki
pokazuja jednak, ze Doktorantka nie tylko umiej¢tnie si¢ nimi poshuzyla 1 potrafila
prawidtowo zinterpretowa¢ uzyskane wyniki, ale i udowodnita, ze potrafi nawigzaé
wspotprace z innymi naukowcami, w celu wszechstronnego zbadania problemu naukowego.

Trzy z otrzymanych koniugatéw zostaly poddane badaniom cytotoksycznosci na
dwoéch liniach komorkowych: nowotworowej (MDA-MB-231) i normalnej (HUVEC) z
ekspresja NRP-1. Przeprowadzone badania pokazaty, Zze koniugat peptydu A7R z
nanoczgstkami magnetycznymi, uzyskany w wyniku utworzenia wigzania amidowego miedzy
nimi, powoduje spadek zywotnosci komérek HUVEC o 40-50% dla wyzszych stezen zelaza.
Niestety pofaczenie 5-fluorouracylu z peptydem A7R nie spowodowato zmniejszenia jego
toksycznego dzialania wobec normalnych komorek.

Lektura rozdzialow  trzeciego, =zawierajacego  wyniki  przeprowadzonych
eksperymentow oraz liczne widma FTIR, EDS i termogramy uzyskane w czasie badan
koniugatéw, oraz czwartego, w ktorym zebrane zostaly opisy przeprowadzonych syntez
upewnia, ze mgr Anna NieScieruk zrealizowata zaktadane cele pracy doktorskiej. Pewien
niedosyt stanowi fakt, ze doktorantka nie podj¢ta proby otrzymania koniugatow z
zsyntetyzowanymi analogami WAW 9, zaprojektowanymi w celu uzyskania innego
potaczenia sktadnikdw niz przez pierscien triazolowy czy wigzanie amidowe, czego powodem
byt jak si¢ domyslam brak wynikow ich badan biologicznych i pewnie czasu. Prosze takze o
informacj¢, czy otrzymane koniugaty zostaly przebadane w tescie ELISA pod katem
zdolnosci do hamowania wigzania si¢ VEGF-Ajs do NRP-1.

Doktorantka nie przedstawita zadnego z chromatograméw otrzymanych podczas analiz HPLC

oczyszczonych peptydow, peptydomimetykow, czy koniugatow z S-fluorouracylem, a



dostarczyloby to informacji na temat jednorodnosci zwigzkow uzytych do koniugacji czy tez
utworzonych koniugatow.

Podsumowujac, wysoko oceniam poziom merytoryczny badan przedstawionych w
rozprawie. Zostaty one dobrze zaplanowane i wykonane, mimo iz grupa prof. Misickiej-Kesik
nie miata zadnego do$wiadczenia w pracy z nanoczgstkami. Zakres wykonanych badan jest
szeroki: od pracochtonnych syntez chemicznych i1 oczyszczania ich produktow, przez
fizykochemiczne analizy koniugatéw, do badan biologicznych. Na uznanie zastuguje takze
sposOb prezentacji wynikow 1 prowadzenia dyskusji przy ich omawianiu. Wszystkie
umiejetnosci jakimi wykazala si¢ Doktorantka pozwalajg stwierdzi¢, ze jest ona dobrze
przygotowana do podejmowania réznorodnych wyzwan naukowych. Efektem wykonanych
przez Kandydatke syntez i badan jest réwniez publikacja w czasopismie z listy JCR.

Pracg mgr Niescioruk przeczytatam z duzym zainteresowaniem, co przyczynito si¢ do
znalezienia kilku niescistosci i niefortunnych wedlug mnie okreslen, ktére z obowigzku
recenzenta przedstawie.

Na str. 4 znajduje si¢ rysunek 1, ktory wydaje mi si¢ nie do konca zgodny z podpisem.
Nieprecyzyjny jest tez podpis cz¢séci B) inhibicja VEGF 165 przez heptapeptyd A7R.

Rysunek 16 na str. 25 przedstawia wzory strukturalne, a nie struktury koniugatow z
doksorubicyna.

Na str. 50 Doktorantka napisala ,,grupa aminowa tancucha bocznego kwasu a, y-
diaminobutanowego wptywa na zdolnos$¢ inhibicji VEGF165 do NRP-1”. Co to wiasciwie
oznacza? Wydaje mi si¢ tez, ze czasem lepiej pasuje polskie stowo hamowanie niz inhibicja,
tak jak hamuje zamiast inhibituje (str. 3). Podobnie, na nastepnej stronie Doktorantka uzyta
okreslenia ,reakcja guanidynylacji”, poprawnie powinno zostaé napisane, reakcja
guanidynylowania czy tez guanidynowania.

Jesli uzywa si¢ pigciokrotnego nadmiaru jakiego$ zwigzku w reakcji, to nie jest to
,,dodatek”, nie mozna wigc napisa¢, ze ,,Kolejne pochodne aminokwaséw przytgczono
metoda soli uroniowych z zastosowaniem TBTU jako czynnika sprzegajacego z dodatkiem
DIPEA” tak jak ma to miejsce na str. 53. Wielokrotnie Doktorantka napisata tez, ze jakis$
zwigzek np. kwas 6-malemidoheksanowy przylaczono np. z 2,5-krotnym nadmiarem,
powinno by¢ ’zwigzek przytaczono stosujac 2,5-krotny nadmiar”.

W spos6b niewtasciwy zatytulowano rozdziat 3.4. Cze$¢ B: a mianowicie ,,Synteza
koniugatow nanoczgstek magnetycznych modyfikowanych peptydem lub

peptydomimetykiem o wlasciwos$ciach antyangiogennych”, bo nanoczastki byty



modyfikowane kwasem sebacynowym, a nie peptydem czy peptydomimetykiem, ktore to
byty sktadnikami koniugatow.

Dostrzezone przeze mnie usterki i niescistosci w zadnym razie nie maja wplywu na
wartos¢ naukowg pracy, ktérg oceniam bardzo wysoko.

Z pelym przekonaniem stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska speinia
wszystkie kryteria ustawowe (Ustawa o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w
zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. Nr 65 poz. 595) wraz z pdzniejszymi
zmianami (Dz. U. z 2017, poz. 1789), rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego: w sprawie szczegOlowego trybu i warunkow przeprowadzania czynno$Ci w
przewodach doktorskich, w postgpowaniu habilitacyjnym oraz w postgpowaniu o nadanie
tytutu profesora z dnia 19 stycznia 2018 r. (Dz. U. z 30 stycznia 2018 r., poz. 261)) i
zwyczajowe, dlatego tez wnosz¢ do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego 0

dopuszczenie mgr Anny Niescioruk do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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