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Angiogeneza jest procesem biologicznym, ktdry polega na tworzeniu sie nowych naczyn
krwiono$nych z juz istniejgcych w organizmie. Patologiczna forma angiogenezy jest
odpowiedzialna za pojawienie sie choroby nowotworowej. Jednym z gtéwnych czynnikow
proangiogennych jest czynnik wzrostu srédbtonka naczyn (VEGFA1es, ktéry okreslany jest jako
VEGFies), ktory w sposéb selektywny oddziatuje z receptorem (VEGFR) oraz ko-receptorem,
ktérym jest biatko neuropilina 1 (NRP-1). Obecnie ekspresje NRP-1 obserwuje sie na wielu
typach nowotwordw co sugeruje, ze NRP-1 w komérkach nowotworowych moze petnic
funkcje osobnego receptora dla VEGFies. Zwigzki, ktére sg w stanie zablokowaé w sposdb
selektywny interakcje VEGFi65/NRP-1 mogg sta¢ sie w przysztosci lekami stosowanymi w

chorobach nowotworowych.

Celem mojej pracy doktorskiej byto projektowanie, synteza oraz badania biologiczne
cyklicznych peptyddw, ktérych struktura oparta jest na najkrétszym fragmencie heptapeptydu
A7R (ATWLPPR) w celu znalezienia silnych inhibitoréw uktadu VEGFies/NRP-1. Peptyd A7R
zostat wyizolowany z biblioteki fagowej przez zespét prof. Perreta. Peptyd ten wykazuje w
testach in vivo oraz in vitro wtasciwosci antyangiogenne. Badania struktura — aktywnosc¢ (SAR)
peptydu A7R wykazaty, ze C- koAcowy fragment LPPR jest kluczowy w wykazywaniu przez ten

peptyd aktywnosci biologiczne;j.



Moje badania dotyczyty syntezy cyklicznych peptyddw, gdyz sg one stabilniejsze w surowicy
ludzkiej krwi w odrdznieni od ich liniowych odpowiednikdéw. Ta wtasciwos¢ czyni je bardziej

odpowiednimi potencjalnymi kandydatami na leki.

Struktura zaprojektowanych cyklicznych peptydéw oparta byta na sekwencji LPPR.
Zaprojektowane cykliczne peptydy posiadaty dwa rodzaje cyklizacji: tancuch boczny —do-
taicucha bocznego oraz gtowa — do — tancucha bocznego. Kazdy zaprojektowany peptyd
posiadat na C-koncu reszte argininy, ktéra okazata sie by¢ kluczowym aminokwasem w
wykazywaniu aktywnosci biologicznej przez peptyd A7R oraz LPPR. Cyklizacja zostata
przeprowadzona za pomocg utworzenia wigzania amidowego pomiedzy pierwszg a trzecia
resztg aminokwasu obecnego w sekwencji LPPR. W zaleznosci od przeprowadzonej cyklizacji

peptydy réznity sie iloscig atoméw w cyklu (10-15).

Synteza liniowych peptyddéw oraz cyklizacja zostata przeprowadzona manualnie korzystajac z
metody syntezy peptyddw na nosniku polimerowym (SPPS), wykorzystujgc w tym celu nosnik
polimerowy Merrifielda oraz prowadzac cata synteze w oparciu o strategie Fmoc/Boc.
Cyklizacja zostata wykonana za pomocg TBTU. Peptydy byty oczyszczane za pomocg RP HPLC i

analizowane za pomoca spektrometrii mas.

Wydajnosci zaprojektowanych cyklicznych peptyddéw byty zazwyczaj niskie. W zaleznosci od
rodzaju cyklicznego peptydu w surowym produkcie znajdowat sie cykliczny monomer,
mieszanina cyklicznego peptydu w postaci monomeru wraz z symetrycznym dimerem badz
tylko cykliczny dimer. Swiadczy to o tym, ze synteza matych cyklicznych peptyddéw jest

niewatpliwym wyzwaniem.

Otrzymatam 15 peptyddéw (7 cyklicznych monomerdéw oraz 8 cyklicznych dimeréw), ktérych
stopien inhibicji uktadu VEGF1es/NRP-1 zostat zbadany za pomocy testu ELISA. Wiekszos¢

otrzymanych cyklicznych peptyddéw wykazywata wyzszg aktywnos¢ niz peptyd A7R.

Dla wiekszosci cyklicznych monomerdéw oraz jednego dimeru zostato wykonane modelowanie
komputerowe. Struktury peptydéw dokowane byty do domeny bl kokrysztatu NRP-1 z
tuftsyng (tetrapeptyd TKPR — jeden z inhibitoréw NRP-1). Modelowanie komputerowe
dowiodto, ze reszta egzocyklicznej argininy odgrywa kluczowg role w oddziatywaniu z
receptorem a grupa aminowa znajdujgca sie na N-koricu odpowiedzialna jest za oddziatywanie

z Glu348 znajdujgcym sie w NRP-1.



Wyniki testu ELISA oraz modelowanie komputerowe wykazato, ze zaréwno wielkosc
pierscienia jak i konfiguracja reszt aminokwaséw obecnych w sekwencji peptydu jest kluczowa

do wykazywania wysokiej aktywnosci biologicznej przez analizowane peptydy.

Dla trzech najbardziej aktywnych peptyddéw zostaty wykonane badania stabilnosci w surowicy
ludzkiej krwi korzystajgc z metody LC MS. Badania wykazaty, ze peptydy te sg stabilne w
surowicy ludzkiej krwi. Czas péttrwania w zaleznosci od badanego peptydu wahat sie od 5 h

(monomer) do 32 h (dimer).

Ostatni etap mojej pracy dotyczyt optymalizacji syntezy cyklicznych peptydéw. W tym celu
wykorzystatam rézne rodzaje nosnikéw polimerowych (Wang, Wang Tenta Gel), odczynnikéw
sprzegajacych (TBTU, DIC/Oksyma, HATU), rézne warunki prowadzenia reakcji (temperatura
pokojowa, reaktor mikrofalowy). Wyniki moich badan wykazaty, ze wydajnos¢ otrzymania
produktu monomerycznego zalezy gtéwnie od sekwencji oraz od rodzaju zastosowanej

cyklizacji.

Otrzymane wyniki moich badan poszerzyty wiedze na temat zwigzkdéw, ktérych celem jest
inhibicja uktadu VEGF165/NRP-1. Wyniki badan struktura — aktywnosci z catg pewnoscig moga
postuzy¢ do projektowania kolejnych zwigzkéw wykazujgcych aktywnos¢ antyangiogenna.
Optymalizacja syntezy moze w przysztosci utatwi¢ otrzymywanie cyklicznych peptydéw o

potencjalnej aktywnosci antyangiogennej.



