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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anny Niescioruk

pt. ,,Biokoniugaty o potencjalnej aktywnos$ci antyangiogennej”

Choroby serca i uktadu krazenia znajduja si¢ od wielu lat na pierwszym miejscu listy przyczyn
zgonow. Jednakze w zwigzku ze stale rosngcg liczbg zachorowan na raka, zwigzang m.in.
z wydhuzajacym si¢ okresem zycia ludzkiego, jest catkiem mozliwe, ze w niedalekiej przysztosci
choroby nowotworowe moga wysungé si¢ na pierwsze miejsce w tym niechlubnym rankingu.
Z tego wzgledu badania, majace na celu wyjasnienie mechanizméw powstawania tych chorob
i metod ich zwalczania, majg bardzo duze znaczenie, przejawiajace si¢ W przeznaczanych na nie
naktadach finansowych. Wiadomo, ze znacznie lepiej jest zapobiegaé przyczynom niz zwalczaé
skutki. W przypadku raka to pierwsze jest bardzo trudne do osiagni¢cia. Glowng przyczyng
pojawiania si¢ chorob nowotworowych sg mutacje genetyczne. W organizmie ludzkim caty czas
dochodzi do spontanicznych mutacji genetycznych, z ktorych zdecydowana wigkszo$¢ jest
nieszkodliwa. Jednakze niektore z nich mogg skutkowa¢ rozwojem choroby nowotworowej. By¢
moze to si¢ zmieni w przyszio$ci, ale obecnie nie mamy mozliwosci wptywania na mutacje
genetyczne. W zwiazku z tym glowny wysitek badaczy zajmujacych si¢ walka z rakiem jest
skierowany na zwalczanie juz rozwijajacych si¢ chorob nowotworowych. Polega ono na
doprowadzeniu do zniszczenia komorek nowotworowych, a jedng z metod stosowanych w tym celu
jest uniemozliwienie rozwoju naczyn krwiono$nych, czyli angiogenezy, w obrgbie guza. Rozprawa
doktorska mgr Niescioruk wpisuje si¢ wlasnie w nurt takich badan, ktére moga doprowadzi¢ do
opracowania skutecznych terapii chorob nowotworowych. W Pracowni Peptydéw Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Warszawskiego, kierowanym przez p. prof. Aleksandr¢ Misicka, sg prowadzone od kilku
lat badania nad synteza analogoéw heptapeptydu o sekwencji H-Ala-Thr-Trp-Leu-Pro-Pro-Arg-OH,
ktory spowalnia proces angiogenezy nowotworowej. Jednym z najaktywniejszych zwiazkow tego typu,

otrzymanym w tej pracowni, jest H-Lys(hArg)-Dab-Pro-Arg-OH. Synteza biokoniugatéw, w ktorych
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sktad wchodza wlasnie ten zwigzek 1 wspomniany heptapeptyd, oraz badanie ich wlasciwosci
antyangiogennych, stanowig gldwny przedmiot rozprawy doktorskiej mgr Niescioruk.

Na poczatku rozprawy Autorka umiescila rozdziat ,,Zatozenia i cel pracy”. Przedstawita w nim
w jasny sposob krotkie wprowadzenie w tematyke swojej rozprawy i cele, ktore zamierzata
zrealizowaé. Gtownym celem byta synteza koniugatow heptapeptydu H-Ala-Thr-Trp-Leu-Pro-Pro-
Arg-OH i peptydomimetyku H-Lys(hArg)-Dab-Pro-Arg-OH 2z nanoczastkami magnetycznymi
o potencjalnej aktywno$ci antyangiogennej, polegajacej na ich oddziatywaniu z receptorem
komorkowym NRP-1 zaangazowanym w regulacje angiogenezy. Koniugaty te mialy zostac
scharakteryzowane za pomoca okreslonych metod fizykochemicznych, a takze przebadane pod
katem ich toksyczno$ci na wybranych liniach komérkowych, normalnej i nowotworowej. Drugim
celem recenzowanej rozprawy, nieco ubocznym w stosunku do pierwszego, ale $ciSle z nim
zwigzanym, byta synteza koniugatow heptapeptydu H-Ala-Thr-Trp-Leu-Pro-Pro-Arg-OH z lekiem
przeciwnowotworowym 5-fluorouracylem, co miato pozwoli¢ na sprawdzenie, czy koniugat ten
wplywa na zmniejszenie toksycznosci S-fluorouracylu w stosunku do komoérek normalnych.

Kolejny, obszerny rozdziat rozprawy, stanowi ,,Czg$¢ teoretyczna”. Zostala w nim opisana
chemioterapia stosowana przy leczeniu chorob nowotworowych i jej ograniczenia, wybrane
przyktady nowoczesnych no$nikow stuzacych do dostarczania lekéw do organizmu, mechanizmy
dostarczania substancji terapeutycznych do tkanek docelowych i czynniki majace na nie wplyw,
rodzaje polaczen lekow z no$nikami oraz wybrane metody fizykochemiczne stosowane do badania
nos$nikéw lekow - spektroskopia w podczerwieni, skaningowa mikroskopia elektronowa, transmisyjna
mikroskopia elektronowa, dynamiczne rozpraszanie $wiatla i pomiary potencjatu zeta. Te metody
wlasnie byly stosowane przez Autork¢ do badania otrzymanych koniugatéw. Tematy poruszone
w tej czgsci rozprawy sg przedstawione w wyczerpujacy sposob i zilustrowane odpowiednimi
rysunkami. Znajduja si¢ w niej takze tabele dostarczajace dodatkowych, szczegotowych informacji
dotyczacych omawianych zagadnien.

W tym miejscu mam krytyczng uwage co do kolejnosci dwoch powyzszych rozdziatow.
Uwazam, ze lepszym rozwigzaniem bylaby ich odwrotna kolejno$¢, gdyz w rozdziale ,,Zatozenia
i cel pracy” jest mowa o zagadnieniach, ktore sa szczegotowo oOpisane w rozdziale ,,Czgs¢
teoretyczna”, a wiec czytelnik recenzowanej rozprawy, zapoznajac si¢ z jej celami, bylby juz
znacznie lepiej wprowadzony w jej tematyke.

Nastepna czg$¢ rozprawy mgr Niescioruk to rozdziat ,,Badania wtasne”. Autorka opisata w nim
na poczatku 0gélny plan zamierzonych eksperymentow, podzielonych na 3 czgséci, po czym opisata
uzyskane wyniki. Tlos¢ przeprowadzonych przez Autorke syntez i badan otrzymanych zwigzkoéw
jest duza i $wiadczy o znacznym naktadzie pracy wlozonym w przygotowanie niniejszej rozprawy.

Pierwsza czes¢ wykonanych doswiadczen wigzata si¢ z synteza analogow peptydomimetyku



H-Lys(hArg)-Dab-Pro-Arg-OH, zawierajacych linkery z ré6znymi grupami funkcyjnymi (kwas pent-4-
ynowy, reszta Cys i kwas 6-maleimidoheksanowy), ktore umozliwity w dalszych etapach potaczenie
w 16zny sposob tych analogéw z nanoczgstkami - za pomocag pier§cienia triazolowego, wigzania
disulfidowego i tioeterowego. W ramach tej serii doswiadczen Autorka zsyntezowata takze peptyd
H-Ala-Thr-Trp-Leu-Pro-Pro-Arg-OH i jego dwa analogi modyfikowane na N-koncu kwasem pent-4-
ynowym i ugrupowaniem H,N-(PEG);, co miato pozwoli¢ na sprzegnigcie tych pochodnych
z nanoczastkami.

Druga czg$¢ przeprowadzonych eksperymentow to synteza koniugatow nanoczastek magnetycznych
z heptapeptydem H-Ala-Thr-Trp-Leu-Pro-Pro-Arg-OH i peptydomimetykiem H-Lys(hArg)-Dab-Pro-
Arg-OH o wlasciwosciach antyangiogennych. Nalezalo tutaj dobra¢ odpowiednie warunki tych syntez,
obejmujace odczynnik sprzegajacy, rozpuszczalnik, oraz sposdb usuwania nieprzereagowanych
substratow po zakonczeniu reakcji, a takze wybra¢ metody fizykochemiczne pozwalajace na wlasciwe
scharakteryzowanie otrzymanych potaczen. Ten etap badan byt bardzo pracochlonny i wymagat
przeprowaszenia przez Autorke wielu eksperymentéw. Do syntezy koniugatow wybrane zostaly
nanoczastki bedace ferrytem niklowo-cynkowym o ogdélnym wzorze NigsZngsFe,O4, 0 powierzchni
zmodyfikowanej kwasem sebacynowym (kwasem dekanodiowym). Ten rodzaj modyfikacji ferrytu
niklowo-cynkowego nie byt do tej pory opisany w literaturze. Dzigki obecnosci kwasu sebacynowego
wspomniany heptapeptyd zostal przylaczony do nanoczastek za pomoca wigzania amidowego,
natomiast jego pochodna z reszta kwasu pent-4-ynowego na N-koncu i peptydomimetyk za pomoca
wigzania triazolowego, po uprzedniej reakcji kwasu sebacynowego z ugrupowaniem H,N-PEG(3)-Ns.
Koniugat zawierajacy heptapeptyd, zwiazany z nanoczastkami za pomoca wigzania amidowego, okazat
si¢ wyraznie cytotoksyczny w testach in vitro, przeprowadzonych na dwoéch liniach komoérkowych,
normalnej i nowotworowej, w przeciwienstwie do nanoczastek modyfikowanych tylko kwasem
sebacynowym jak i samego heptapeptydu, ktore nie wptywaty na zywotno$¢ obu rodzajow komorek.
Aktywnos¢ cytotoksyczna koniugatu nanoczastka-heptapeptyd byla wyraznie wyzsza w stosunku do
komoérek normalnych niz nowotworowych. Przypuszczam, ze wynik odwrotny bylby bardziej
zadawalajacy dla Autorki, ale nie zawsze jest tak, jakbySmy chcieli. Natomiast dziwi mnie troche to, ze
analogicznym testom biologicznym nie zostat poddany koniugat nanoczastka-peptydomimetyk.

Trzecia cze¢$¢ badan polegala na syntezie dwoch peptydowych pochodnych 5-fluorouracylu
z heptapeptydem H-Ala-Thr-Trp-Leu-Pro-Pro-Arg-OH, rdoznigcych si¢  lacznikiem miedzy
fluorouracylem a heptapeptydem. W pierwszej pochodnej tym tacznikiem byt kwas octowy, w drugiej
bursztynowy, co pozwolito na potaczenie fluorouracylu z reszta czasteczki za pomoca odpowiednio
wigzania amidowego i estrowego. Pochodne te zostaly przebadane w testach in vitro na normalnej
i nowotworowej linii komérkowej. Badania te wykazaty, ze pochodna z kwasem octowym jako
linkerem jest nieaktywna w stosunku do obu linii komoérkowych, natomiast pochodna, w ktorej linkerem

jest kwas bursztynowy, jest znacznie bardziej cytotoksyczna niz sam 5-fluorouracyl, co §wiadczy o tym,



ze potaczenie go z heptapeptydem H-Ala-Thr-Trp-Leu-Pro-Pro-Arg-OH nie wplywa na zmniejszenie
jego toksycznych wlasciwosci w stosunku do komorek normalnych.

Kolejny rozdziat rozprawy mgr Niescioruk to ,,Cze$¢ eksperymentalna”. Autorka opisala w nim
szczegdtowo wszystkie przeprowadzone przez siebie syntezy i pomiary oraz badania biologiczne,
przeprowadzone przez mgr Anng Puszko w Instytucie Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M.
Mossakowskiego PAN. Scharakteryzowata takze wszystkie zsyntezowane zwigzki za pomoca
analitycznej wysokosprawnej chromatografii cieczowej i widm masowych, a w przypadku potaczen 5-
fluorouracylu z kwasem octowym i bursztynowym takze za pomoca widm H-NMR, jednak bez
przypisania poszczegdlnych sygnaléw odpowiednim protonom. Uwazam, ze ta czgs¢ pracy zyskalaby
na wartosci, gdyby Autorka zamieScita w niej rysunki z chromatogramami HPLC oraz widmami
masowymi otrzymanych zwigzkow. Brakuje mi tu takze troche ich analizy za pomoca NMR (poza
pochodnymi fluorouracylu), oraz podania wydajnosci, z jakimi otrzymata syntezowane zwiazki. Sa one
podane tylko dla pochodnych fluorouracylu. Natomiast moje uznanie wzbudza to, ze w trakcie
przytaczania H,N-PEG(3)-N3; do nanoczastek magnetycznych za pomoca wigzania amidowego oraz
otrzymywania koniugatéw nanoczastek z peptydami/peptydomimetykami mgr Niescioruk operowatla
skutecznie bardzo matymi ilo§ciami roztwordw, rzedu dziesigtek i setek mikrolitrow, co §wiadczy o Jej
duzych zdolnosciach manualnych i doktadnosci.

Ostatnig cze$¢ recenzowanej rozprawy stanowi ,,Podsumowanie”. Mgr Niescioruk przedstawita
w nim uzyskane przez siebie wyniki. Generalnie jest to cenny fragment rozpraw doktorskich, gdyz
pozwala zobaczy¢ w skondensowanej formie uzyskane przez ich autorow wyniki i 0siggniecia. Jest tak
jednak wtedy, gdy jest napisany w zwiezly sposob. Moje zastrzezenia odno$nie tej czesci rozprawy
dotyczg tego, ze jest po prostu za dluga i zawiera szereg zbednych, szczegdtowych informacji, ktore
byly podane we wczesniejszych fragmentach pracy. Powoduje to, Zze prezentowane wyniki ging
w nadmiarze tekstu, stajac si¢ przez to mniej widoczne.

Bibliografia, zamykajaca rozprawe, zawiera 178 pozycji, z ktorych wiele pochodzi z ostatnich lat.
Wskazuje to na $ledzenie przez Autorke na biezaco literatury naukowej i wykorzystywanie przez Nig w
swojej pracy najnowszych osiagnieé¢, uzyskiwanych przez innych autorow.

Jezeli chodzi o inne uwagi, poza tymi wyrazonymi wczesniej, to mam jeszcze nastepujace:

a) nastr. 79, 111, 112, i 116 Autorka uzywa okreslenia ,,bufor aktywujacy” w odniesieniu do buforéow
PBS i MES. Nie za bardzo rozumiem, co kryje si¢ pod tym pojeciem;

b) w polskiej terminologii naukowej uzywa si¢ raczej okreslenia ,,albumina surowicy wolowej” a nie
,bydlecej”, zgodnie z wiernym tlumaczeniem angielskiego okreslenia ,,bovine serum albumin”;

C) przy opisie badan wlasnych i w czgsci eksperymentalnej Autorka uzywa wielokrotnie skrotu ACN,
nie znajdujacego si¢ w Wykazie skrotoéw.na poczatku rozprawy. Nietrudno domysli¢ si¢, ze chodzi tu o
acetonitryl. Przypomina mi to moje wtasne doswiadczenie, gdy kiedy$ wystatem do druku prace z takim
wiasnie skrotem dotyczacym acetonitrylu i recenzent wytknat mi, ze nalezy uzywac skrétu MeCN, a nie

ACN. Tak ze poddaj¢ to Autorce pod rozwagg;



d) na str. 21, 31, 37 i 39 Autorka uzywa wyrazenia ,,wigzanie disiarczkowe”. Poprawng forma jest
,wigzanie disulfidowe”.

Recenzowana rozprawa, jak chyba w kazdym takim przypadku, nie jest wolna od pewnych btedow
jezykowych i edytorskich. Niektore zdania sa sformutowane w niezbyt poprawny sposéb. Pigciokrotnie
Autorka uzyta okreslenia ,,wtasnos$ci” w miejscach, w ktorych poprawnym stowem jest ,,wlasciwosci”.
Do bledow edytorskich recenzowanej rozprawy zaliczy¢ nalezy brak spacji lub ich niepotrzebng
obecno$¢ w niektorych miejscach, pozostawianie na koncu wiersza pojedynczych liter oraz trafiajace si¢
gdzieniegdzie btedy literowe.

Powyzsze krytyczne uwagi nie obnizajg jednak duzej wartosci merytorycznej rozprawy doktorskiej
mgr Niescioruk. Autorka zrealizowala skutecznie postawione przed sobg cele. Uzyskata szereg cennych
wynikoéw, ktore stanowig istotny wklad do badan nad nanoczastkami - ich modyfikacjami
i praktycznymi zastosowaniami. Uwazam, ze opracowanie przez mgr Niescioruk metod otrzymywania
biokoniugatow nanoczastka magnetyczna/peptyd lub peptydomimetyk stanowi jej duze osiggnigcie
naukowe. Ma to znaczng warto$¢, gdyz nanotechnologia odgrywa coraz wigksza role w medycynie
i farmacji, a takze w innych dziedzinach nauki. W zwiazku z powyzszym uwazam, ze rozprawa
doktorska mgr Niescioruk spetnia wymogi formalne stawiane rozprawom doktorskim, okreslone
przez Ustawe o Stopniach i Tytule Naukowym, jak rowniez wymogi zwyczajowe. Dlatego stawiam
wniosek do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego o przyjecie recenzowanej

rozprawy oraz dopuszczenie mgr Anny Niescioruk do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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