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Ocena pracy doktorskiej mgr Katarzyny Sylwii Maslowskiej
p.t. ,,Synteza i badania radioznakowanych peptydomimetycznych inhibitorow

kompleksu VEGF/NRP-1 do diagnostykipatologicznej angiogenezy”

Angiogeneza to proces tworzenia sie naczyn wlosowatych, zachodzi zaréwno w okresie
embrionalnym jak i pozaptodowym (okresowa odbudowa naczyfi krwiono$nych lub
regeneracja uszkodzonych tkanek). Proces ten moze mieé tez charakter patologiczny. Takim
jest neoangiogeneza, czyli tworzenie naczyn wlosowatych w guzie nowotworowym, odgrywa
zasadniczg role w jego rozwoju, a takze tworzenie przerzutow. Stanowi wige przelomowy etap
W rozwoju nowotworu. W proces angiogenezy zaangazowane sa czymﬁki wzrostu $rodbtonka
naczyniowego (VEGFs), ktore uruchamiajg szlak sygnalowy tworzac trojsktadnikowe
kompleksy z receptorami czynnika wzrostu érédblonka naczyn krwionosnych (RVEGFs) oraz
koreceptorami neuropilinowymi (NRPs). Nadekspresja w komérkach nowotworu izoformy
VEGF-Ajes (tworzacej kompleks z receptorem VEGFR-2 i koreceptorem NRP-1) stymuluje
neoangiogenezg, a w konsekwencji warunkuje jego rozwoj. Zwigzki chemiczne hamujgce
tworzenie tego tréjskladnikowego kompleksu, dzialaja antyangiogenne, maja wiec duzy
potencjal aplikacyjny jako leki przeciwnowotworowe. W nurt tej problematyki wypisuja sie

zadania badawcze realizowane przez mgr Katarzyng Mastowska. Temat rozprawy bez



watpienia lezy w gtéwnym nurcie wspotczesnej chemii biomedycznej, o czym przekonuja
liczne prace opublikowane w bardzo dobrych czasopismach z listy JCR, nawigzujgce do
przedstawione] powyzej problematyki.

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska to 260 stronic tekstu. Zasadnicze rozdziaty
pracy to: Cele pracy (2 strony), Czes¢ teoretyczna (32 strony), Czesé doswiadczalna (62 strony),
w tym podsumowanie wynikow (6 stron) i wnioski (2 strony), kopie 3 prac wspotautorstwa
Kandydatki i zgloszenia patentowego, Bibliografia (301 pozycji) Rozprawe uzupehiaja
streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz wykaz skrotow. Recenzowana rozprawa ma
forme posrednia pomiedzy monografig naukowa, a zbiorem opublikowanych i powiazanych
tematycznie artykutow naukowych. Przyjety przez Kandydatke sposob redakcji rozprawy
pozwala na jednoznaczna ocen¢ najwazniejszych, wymaganych prawem, aspektow
opracowania.

Celem badan prowadzonych przez Kandydatke¢ w ramach rozprawy doktorskiej byta
chemiczna synteza znaczonych radionuklidami zwiazkéw hamujacych oddzialywania
pomiedzy VEGF-Ajes i NRP-1 oraz ocena ich potencjalu aplikacyjnego w jako
radiofarmaceutykow (diagnostycznych i/albo terapeutycznych). Realizujac zadania badawcze
Doktorantka otrzymata serig¢ kilkunastu koniugatow zawierajacych zaréwno radionuklidy
([®*Ga]Ga , [*'Sc]Sc lub['7"Lu]Lu), jak tez trwate izotopy tych pierwiastkéw, ktére nastepnie
poddata badaniom fizykochemicznym (ocena lipofilowosci oraz trwalosci w uktadach
stosowanych w diagnostyce i terapii radionuklidami), a takze ich powinowactwa do NRP-1 w
kontekscie hamowania tworzenia kompleksu VEGF-A165/NRP-1. Cel rozprawy (opracowanie
radiofarmaceutyku) oceniam jako ambitny, a wybrane podejscie stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego. Praca realizowana byta w Instytucie Chemii i Techniki
Jadrowej w Warszawie. Opiek¢ naukowg nad Doktorantkg sprawowaly Panie
dr hab. Ewa Gniazdowska, prof. ICRT. (Promotorka) i
prof. dr hab. Aleksandra Misicka- Kesik (Wydzial Chemii UW, IMDIK PAN) -
Kopromotorka. Pomoc merytoryczna ze strony znakomitych Specjalistek a takze ich
doswiadczenie w realizacji zadan problematyki rozprawy bez watpienia utatwito Doktorantce
rozpoczgcie badan. Bardzo pozytywnie oceniam tez zaplecze badawcze jednostek, w ktorych
realizowana byla rozprawa.

W Czesci teoretycznej (chyba lepiej rozdzial ten okresli¢ jako Przeglad literaturowy)
Doktorantka wyrézniata trzy podrozdzialy. W pierwszym charakteryzuje komponenty
odpowiedzialnych za angiogeneze trojsktadnikowych komplekséw VEGF/VEGFR/NRP.
Omawia zaréwno ich struktury pierwszorzedowe, najwazniejsze elementy struktury

przestrzenne] kompleksow, jak tez ich szlaki sygnalizacyjne. Kolejny podrozdzial to zwigzla
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charakterystyka zwiazkéw hamujgcych tworzenie kompleksu VEGF-A 145 /NRP-1. W ostatnim
za$ prezentuje najwazniejsze aspekty medycyny nuklearnej, w tym techniki diagnostyczne i
radioterapii, rodzaje promieniowania i sposoby ich emitowania, charakterystyke radionuklidow
w kontekscie ich stosowania w praktyce medycznej oraz radiofarmaceutyki (przykiady,
budowa, etapy opracowania nowych lekéw). Lektura tego rozdzialu dowodzi, ze Autorka
potrafi redagowac¢ tekst naukowy. Strona jezykowa tej czesci rozprawy nie budzi zastrzezen.
Korekta pracy jest dokladna. Przeglad literaturowy ma charakter syntetyczny, niemniej
przekonywajaco uzasadnia celowo$¢ podjetych badan. Kandydatka przedstawia tu aktualny
stan wiedzy, referujagc wyniki najnowszych prac, problematyki rozprawy. Bardzo wysoko
oceniam tez poziom merytoryczny obszernego (46 stron, 301 odno$nikéw literaturowych)
artykuhu przeglagdowego (Cancers, 13, 1072 (2021)), ktérego Doktorantka jest autorem
korespondencyjnym. Dyskutowane w nim zagadnienia nawigzuja bezpoérednio do
problematyki rozprawy, a ich zakres znacznie szerszy niz oczekiwania stawiane przegladom
literaturowym rozpraw doktorskich. Redakcja pracy jest na wysokim poziomie. Z obowigzku
recenzenta wymienie kilka uwag do tego rozdzialu. W polskojezycznym tekscie rozprawy
wszystkie rysunki sa w wersji angielskiej. Nie utrudnia to lektury pracy (takze dzigki
szczegdlowym podpisom pod rysunkami), niemniej lepiej, aby jezyk rozprawy byl jednolity.
W kilku miejscach np. str. 25 ,,VEGF-A zawiera osiem eksondow™; str. 29 ,strukture krystaliczng
eksonow 7 i 8 mysiego liganda VEGF-A164” , Doktorantka uzywa pojecia ,,akson” w stosunku
do segmentéw lancucha polipeptydowego, a przeciez odnosi sie ono do kodujacych
fragmentow kwasu nukleinowego. Za niefortunne uwazam tautologiczne okreslenie ,zwigzki
naturalne wystepujgce w naturze” (str. 34). Moja watpliwo$é wzbudza sformulowanie
receplory neuropilinowe sq eksprymowane” (str. 46). Nazwa ,glikol polietylenowy” (str. 48)
to niepoprawna nazwa poli(tlenku etylenu). Zamiast ,,wysoka elastycznosé” (str. 50) poprawniej
byloby napisac np. duza swoboda konformacyjna.

W kolejnym rozdziale zatytulowanym Cze$¢ dos$wiadczalna, znajduje sie opis
eksperymentow prowadzonych przez Kandydatke. Wiaczone sg to takze, chociaz moim
zdaniem powinny by¢ wydzielane, niezbyt obszerne podrozdziaty zatytutowane Podsumowanie
uzyskanych wynikow oraz Wnioski. Przedmiotem badan byly trzy peptydy: A7R (Ala-Thr-Trp-
Leu-ProArg), jego analog retroinwerso ("R7A), K4R (tetrapeptyd Lys-Dab-Pro-Arg, w ktérym
do grupy s-aminowej N-konicowej reszty Lys przylaczona byta wigzaniem izopeptydowym L-
homoarginina). Dwa kolejne zwiazki to peptydomimetyk oznaczony jako KA*AR (w
sekwencji Lys-Ala-Ala-Arg wiazanie peptydowe miedzy resztami alanin zastgpiono
ugrupowaniem (-CH>-NH-) oraz drobnoczasteczkowy antagon receptora neuropiliny-1 o

symbolu EG01377 (w tekscie, takze zgloszeniu patentowym Doktorantka nie podala nie
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polskiej nazwy tego zwiazku). Zwiazki te zostaly wezesniej opisane w literaturze jako
inhibitory tworzenia kompleksu VEGF-A45/NRP-1. Przy czym dwa z nich K4R i KA*AR
zaprojektowane zostaly przez zespot badawczy kierowany przez
prof. dr hab. Aleksandre Misicka-Kesik. Wyzej wymienione zwigzki zostaty wyznakowane
radionuklidami (**Ga]Ga, [*Sc|Sc lub [""LulLy, jak tez trwatymi izotopami tych
pierwiastkéw. Te kompleksowane byly przez kowalencyjne przylgczony do peptydéw chelator
DOTA (kwas 1,4,7,10-tetraazacyklodekan0-1,4,7,1O-tetraoctowy). Miejscem 1aczenia DOTA
byty grupy aminowe potencjalnych inhibitorow kompleksu VEGF-A16s/NRP-1, a facznikiem
(z wyjatkiem jednego koniugatu EG01377) pomiedzy czasteczkami obu komponentéw byt
kwas 6-aminoheksanowy (Ahx) lub L-lizyna. W wyniku przeprowadzonych eksperymentow
Dokiorantka otrzymata seri¢ kilkudziesigciu potencjalnych inhibitorow kompleksu VEGF-
A165/NRP-1 znaczonych promieniotwérczymi lub trwatymi izotopami galu, lutenu i skandu.
Nie mam zastrzezen do doboru metod eksperymentalnych (wybor grup ochronnych, metod
Sprz¢gania oraz analiz), jak tez opisu prowadzonych eksperymentow, W wypadku wynikéw juz
opublikowanych, Doktorantka odwoluje si¢ do dolaczonych do rozprawy teksow tych prac, w
ktérych czytelnik znajdzie opisy bardziej szczegotowe. Peptydy syntetyzowane byly manualnie
Z zastosowaniem klasycznej metody na nosniku statym. Zaréwno taczniki, jak i DOTA
przylaczane byly do peptydylozywicy. Syntezy pochodnych EG01377 Kandydatka prowadzila
W roztworze. Zamieszczone w rozprawie wyniki analiz TLC, HPLC i MS przekonuja o
poprawnosci struktur otrzymanych zwiazkoéw. Pojedyncze piki na chromatogramach HPLC
wskazujg na jednorodnogé produktéw, niemniej w niektorych wypadkach np., rys. 25 stezenie
analizowanego zwiazku jest zbyt duze i taka analiz¢ nalezaloby powtorzyé. Chromatogramy
HPLC radiokoniugatow (detekcja gamma) wskazuja na jednorodnos¢ produktéw. W wypadku
odpowiednich koniugatow z trwatymi izotopami, na chromatogramach (detekcja UV) dla
kazdego z badanych zwigzkéw znajduje sie po kilka pikéw i adnotacja, ze analizowano
mieszaning reakcyjna. Dla niektorych zwigzkow (np. Lys(DOTA-Sc)-A7R, rys. 54) sygnat
pochodzacy od wlasciwego produktu w znacznej czesci podrywa si¢ z dominujacym. W takim
wypadku jego wydzielanie nie bedzie zadaniem tatwym. W tym kontekscie uwazam za celowe
zestawienie chromatogramow koniugatéw z radioligandami uzyskanych przy detekcji gamma
1 UV. Jest to szczegolnie istotne z uwagi na warunki wprowadzania jonéw badanych
pierwiastkéw do koniugatow. W temperaturze 95 °C trwatos¢ peptydéw jest ograniczona.
Problem odpornogci syntetyzowanych zwigzkéw na warunkach zblizonych do tych, w jakich
podaje sie farmaceutyki zostal zreferowany w  kolejnym podrozdziale. Doktorantka
przeprowadzila analize trwatosci radiokoniugatéw w buforze o pH 7.4, roztworach cysteiny,

histydyny oraz surowicy ludzkiej. Badane zwigzki byly trwale w trzech pierwszych
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roztworach. Niestety, w surowicy ludzkiej wszystkie radiokoniugaty peptydowe ulegaly
szybkiej proteolizie, co znacznie ogranicza ich potencjal aplikacyjny w praktyce medyczne;.
Znacznie bardziej obiecujace okazaly sig wyniki dla koniugatéw bazujacych na
niepeptydowym zwigzku EG01377, ktére w opisanych wyzej warunkach eksperymentalnych,
w tym i surowicy ludzkiej praktycznie nie ulegaly rozpadowi. Wazna weryfikacja hipotezy
badawczej byla ocena zdolnosci badanach koniugatéw (analogi zawierajace trwate izotopy) do
hamowania tworzenia kompleksu VEGF-A6s/NRP-1. Badania, w ktérych brata udzial takze
Doktorantka, zostaly przeprowadzone w Zakladzie Neuropeptydéw Instytutu Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej PAN przez dr Patrycje Redkiewicz Wyznaczona metoda ELISA
wartos$¢ 1Cso (4,99 + 0,17 pM) potwierdzita doniesienia literaturowe o wysokiej aktywnosci
zwigzku EG01377. Oba badane koniugaty (Sc-DOTA-EG i1 Sc-DOTA-Ahx-EG) tego inhibitora
charakteryzowaly si¢ wysoka aktywnoscia, przy czym koniugat, w ktorym chelator potaczony
byl bezposrednio z grupa aminowa inhibitora zachowal aktywno$¢ macierzystego zwigzku.
Rownie wysokie powinowactwo do NRP-1 wykazal peptyd K4R, jednak aktywnosc
odpowiedniego koniugatu w kompleksie z jonem skandu byla kilkukrotnie nizsza. Zblizone
warto$ci ICso uzyskano dla koniugatow A7R. W tym wypadku decydujacy wplyw na
aktywnos$¢ mialo powinowactwo wolnego peptydu (ICsp = 17,47 £ 1,49 uM), a nie jego
modyfikacje. Dwa pozostale zwigzki ("R7A i KA*AR) byly w warunkach eksperymentu
praktycznie nieaktywne.

W podrozdziale zatytutowanym Podsumowanie otrzymanych wynikéw Kandydatka w
sposob syntetyczny dyskutuje uzyskane wyniki, odsylajac czytelnika do dotgczonych tekstow
prac oryginalnych, gdzie te zagadnienia omawiane sg bardziej szczegétowo. Wysoko oceniam
warto$¢ merytoryczng badan wykonanych przez Doktorantke. Co prawda wrazliwosc
otrzymanych radiokoniugatow peptydowych na dzialanie enzymow praktycznie uniemozliwia
dalsze prace nad ich wykorzystaniem jako radiofarmaceutyki, niemniej prezentowane wyniki
wskazuja, ze ich modyfikacje (wprowadzenie acznika, chelatora i radionuklidu) skutkuje
otrzymaniem zwigzkéw zachowujgcych powinowactwo do receptora NRP-1. Badania te
(wyniki opublikowane w dwoch pracach w czasopismach z listy JCR) wnoszg istotny wklad w
badanie tej grupy zwiazkow, a koniugaty peptydowe otrzymane przez Kandydatke stanowig
interesujgce struktury wyjsciowe w projektowaniu kolejnych generacji potencjalnych
radiofaramceutykow. Ograniczona trwatos¢ peptydow w uktadach biologicznych to najwieksze
organicznie w ich wykorzystaniu w praktyce medycznej. W dyskusji wynikow Doktorantka
zaproponowata kilka potencjalnych modyfikacji peptydow majacych zwigkszy¢ ich trwalosc.
Nie ma wérdd nich tworzenia uktadéw cyklicznych, a te moim zdaniem maja najwiekszy

potencjat. Wyniki uzyskane dla radiokoniugatow EGO01377 w pelni rekompensujg nieco
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rozczarowujace wyniki uzyskane dla zwigzkéw o charakterze peptydowym. Zwigzki te okazaty
si¢ trwale takze w surowicy ludzkiej. zachowujac wysokie powinowactwo do receptora
neuropilinowego. Zostaly objgte ochrona patentowa i s3 przedmiotem poglebionych badan pod
katem ich wykorzystania w medycynie nuklearnej. Wysoko oceniam strong redakcyjng tego
rozdziatu. Jego lektura przekonuje, ze Kandydatka potrafi wykazuje samodzielnie prowadzi¢
badania naukowe, analizowa¢ uzyskane wyniki i prezentowa¢ je w formie opracowania o
charakterze naukowym. Moja uwaga o charakterze redakcyjnym to niepotrzebne, moim
zdaniem, powtarzanie opisow tych samych procedur syntetycznych dla otrzymania roznych
zwiazkéw. Lepiej byloby przedstawi¢ te eksperymenty w sposob zbiorczy. Doktorantka
podejmuje probg wyjasnienia uzyskanych wynikoéw. Takie podejscie oceniam bardzo
pozytywnie, aczkolwiek niektore z hipotez, z uwagi na brak dowodéw eksperymentalnych,
uwazam za nieco spekulacyjne. Mam natomiast zastrzezenia do fragmentu, w ktérym
Kandydatka proponuje metode identyfikacji miejsc proteolizy radiokoniugatu [**Ga]Ga-
DOTA-Ahx-A7R (str. 109). Chemiczna synteza wszystkich potencjalnych produktow
proteolizy (fragmentow peptydu), uwzgledniajac obecne metody analityczne, jest niecelowa.
Zdecydowanie najlepsza (praktycznie jedyng dzisiaj stosowana) metodg analizy sekwencyjnej

peptydow jest spektrometria mas (MS, LC-MS).

Uwazam, ze mgr Katarzyna Mastowska przedtozyla interesujaca i oryginalng w tresci
rozprawe doktorskg. Wysoko oceniam poziom merytoryczny badan wykonanych przez
Doktorantke. Po lekturze dysertacji stwierdzam, ze Kandydatka jest bardzo wyksztalcong
chemiczka, zardwno od strony teoretycznej jak tez praktycznej, tym samym przygotowana jest
do prowadzenia badan naukowych. Temat podjety przez Dokiorantke jest atrakeyjny z punktu
widzenia badan podstawowych, a takze aplikacyjnych, o czym $wiadezy miedzy innymi fakt
opublikowania czgsci wynikow rozprawy w czasopismach z list JCR (dwie prace oryginalne i
jedna przegladowa) oraz objecia najeiekawszych ochrona patentowa. Reasumujac,
recenzowana rozprawa doktorska: prezentuje ogdlna wiedze teoretyczna osoby ubiegajace] sie
o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie nauki chemiczne, wykazuje umiejetnosé Kandydatki
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej oraz stanowi oryginalne rozwiazanie problemu
naukowego. Tym samym speinia wymagania ustawowe (art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, Dz. U. 2018, poz. 1668) oraz zwyczajowe, dlatego tez
wnosze do Rady Naukowej Instytutu Chemii i Techniki J adrowej w Warszawie o dopuszczenie
mgr Katarzyny Sylwii Mastowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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