; &
R AT ETII Al
1 x e, - 3 Y X
. 15 TR I

O

UNIWERSYTET GDANSKI M MART VIATTUA ™"~ crermall
dr hab. Anna Eegowska, prof, UG Gdarisk, 9 kwietnia 2018 r.
Wydziat Chemii

Uniwersytetu Gdanskiego
Lelegoushadud, edy

Recenzja pracy doktorskiej mgr Karoliny Grabowskiej

zatytulowanej ,,Cykliczne peptydy o aktywnosci antyangiogennej”

Angiogeneza, czyli tworzenie nowych wlosowatych naczyn krwionosnych z juz
istniejgcych, jest procesem fizjologicznym, ale moze by¢ tez patologicznym. W wypadku
zdrowego, dorostego organizmu, proces angiogenezy ma miejsce np. w czasie gojenia sie ran,
cyklu menstruacyjnego kobiety, jak i podczas formowania si¢ tozyska, i jest kontrolowany
przez organizm produkujacy czynniki pro- i antyangiogenne. W warunkach patologicznych
jest jednym z elementdw biorgcych udzial w powstawaniu i przebiegu np. schorzen
kardiologicznych, gastrologicznych, reumatoidalnych, czy nowotworzenia. W procesie
nowotworzenia proces angiogenezy wymyka si¢ spod kontroli, dajac w efekcie warunki
korzystne dla rozwoju guza. Pierwszym, ktéry zaczat po-dejrzewac’, ze wzrost guza wydaje si¢
zaleze¢ od angiogenezy byl Judah Folkman. Zauwazyl on, ze wszystkie operowane przez
niego guzy byly mocno ukrwione przez delikatne naczynia krwionosne, przez ktdre
dostarczane im byly niezbedne sktadniki odzywcze. Folkman szybko doszedt do przekonania,
ze zahamowanie angiogenezy, moze prowadzi¢ do pokonania raka i jest sposobem na
spowodowanie jego regres;ji.

Jednym z gtéwnych czynnikow proangiogennych jest biatko VEGF s, ktére wiazac
si¢ do receptora VEGF-R oraz jego koreceptora neuropiliny-1 (NRP-1), wystepujacych na
powierzchni komérek endotelialnych naczyn krwionosnych, powoduje zapoczatkowanie
wzrostu naczyn wlosowatych. Wyniki przeprowadzonych badan pokazuja, ze oddziatywanie
VEGFi6s z NRP-1 jest glowng przyczyna patologiczne] angiogenezy i w nastepstwie
przyczyng rozrostu tkanki nowotworowej. Poszukiwanie zwigzkéw mogacych selektywnie

blokowa¢ to oddziatywanie stalo si¢ przedmiotem badan wielu grup naukowych. Do tego



nurtu badan mozna wigczy¢ przedlozong mi do recenzji prace doktorska mgr Karoliny
Grabowskiej, wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Aleksandry Misickiej-Kesik.

Zadaniem jakie postawiono przed Doktorantka byla synteza bardziej odpornych na
degradacje¢ enzymatyczng, cyklicznych analogéw C-konficowego fragmentu antyangiogennego
hektapeptydu A7R, ktory selektywnie wigze si¢ z NRP-1, hamujgc oddziatywanie NRP-1 z
VEGF6s. W dobie intensywnego poszukiwania zwigzkéw moggcych staé sie lekami
przeciwnowotworowymi temat podjety przez doktorantke uwazam za bardzo aktualny i
wazny, a takze ambitny, biorac pod uwage trudnosci jakie napotyka chemik podczas
cyklizacji peptydow.

Recenzowana rozprawa napisana zostata na 171 stronach, a jej uktad jest typowy dla
prac chemicznych. W rozprawie wyrézniono pigé czgsci: przeglad literaturowy, rozdziat
poswigecony zalozeniom 1 celowi pracy, badania wiasne, podsumowanie oraz czesé
doswiadczalna, zawierajgcg informacje dotyczace przeprowadzonych syntez. Na koncu
rozprawy znajduje si¢ spis rysunkdw, tabel, wykaz skrotow oraz spis literatury cytowanej —
167 pozycji.

Czg$€ pierwsza, zawierajgca trzy rozdzialy, wprowadza w tematyke badan wlasnych
Kandydatki. Znajduje si¢ w nich opis réznych metod syntezy cyklicznych peptydéw,
charakterystyka cyklicznych peptydéw stosowanych w farmakoterapii oraz rozdziat
poswigcony angiogenezie i jej inhibitorom. Poziom merytoryczny tej czgsci rozprawy jest
wiasciwy dla tego rodzaju prac i dobrze przygotowuje do czytania rozdziatu, w ktérym
omoéwione zostaly badania wlasne. Umieszczone w pracy rysunki, schematy i tabele,
utatwiajg lekture tekstu.

Glownym celem pracy doktorskiej mgr Karoliny Grabowskiej byla synteza
cyklicznych peptydéw o potencjalnym dziataniu antyangiogennym. Peptydy te zostaty
zaprojektowane w oparciu o sekwencje C-koncowego fragmentu heptapeptydu A7R o
sekwencji - LPPR, ktory wykazuje aktywno$¢ antyangiogenna. Kolejne cele pracy to
przeprowadzenie analizy zaleznosci aktywnodci od struktury pierwszorzedowej analogdéw
peptydu LPPR. Doktorantka zaplanowala réwniez badania aktywnosci cyklicznych peptydow
przy pomocy testu ELISA, ktorego celem byto sprawdzenie, czy wigzg sie one z biatkiem
NRP-1, hamujac tym samym tworzenie ukladu VEGF;ss/NRP-1, a nastepnie badania
stabilnosci najaktywniejszych otrzymanych peptydow, w surowicy ludzkiej krwi.

W rozdziale pt: ,,Badania Wtasne” Doktorantka w szczegotowy sposdb wyjasnita co
wzieta pod uwage projektujgc cykliczne peptydy. Byly to jeden z dwdch rodzajow cyklizacji:

fancuch boczny-do-taficucha bocznego lub N-koncowa grupa aminowa-do-lancucha



bocznego, rozna wielko$¢ pierscienia utworzonego w jej wyniku, a zalezaca od dhugosci
tancucha bocznego wystgpujgcego w sekwencji, zasadowego lub kwasowego aminokwasu,
czy wreszcie wlaczenie w cykliczny peptyd D-izomeréw wybranych aminokwaséw. Peptydy
zostaly utworzone metodag syntezy na nosniku statym. Réwniez na nosniku staltym dokonano
obu rodzajéw cyklizacji. W trakcie cyklizacji mgr Grabowska musiata sie zmierzy¢ z
problemem powstawania oprécz peptydéw monomerycznych ich cyklicznych dimeréw, a
nawet trimeréw. Juz na tym etapie doswiadczony chemik moze zauwazyé, ze postawione
Doktorantce zadanie bylo nie lada wyzwaniem. Jego realizacja oprocz studiéw
literaturowych, wymagata duzej sprawnodci laboratoryjnej, a takze pracowitosci i
cierpliwosci. Zaréwno ten rozdzial, jaki rozdziat 3 pracy (31stron), w ktérym opisane zostaty
przeprowadzone syntezy, oczyszczanie, charakterystyka fizykochemiczna peptydéw, a takze
sposoby optymalizacji syntez w celu otrzymania gléwnie monomerycznych cyklicznych
peptydow, jest tego dowodem. Jestem pod duzym wrazeniem tego co Pani Karolina wykonata
w czasie swojej pracy. W jej efekcie otrzymala, poza jednym, wszystkie zaplanowane
peptydy cykliczne.

W rozdziale pt. ,,Badania wiasne” Doktorantka przedstawita réwniez wyniki badan
biologicznych przeprowadzonych z udzialem zsyntetyzowanych peptydow. Wyniki testéw
ELISA pokazaty, ze pig¢ sposrod peptydow z cyklizacja typu taficuch boczny—do-tancucha
bocznego, wykazywalo wyzsza aktywnos¢ w hamowaniu ukladu VEGF;cs/NRP niz
wzorcowy peptyd A7R, a w wypadku dwoch z nich, peptydy oznaczone jako 1 i 2,
wyznaczone dla nich wartosci ICs byty ponad 30 razy nizsze niz dla peptydu WZOICOwego.
W wypadku peptydow tej serii (peptydy 1-6) przeprowadzone zostalo takze modelowanie
molekularne, ktore pokazato, ze gléwnym elementem struktury peptydow odpowiedzialnym
za oddziatlywanie z kieszenig biatka NRP-1 jest C-konicowa reszta L-argininy. Dodatkowo w
wypadku czterech pierwszych peptydow z tym typem cyklizacji, mozliwym oddzialywaniem
Jest interakcja N-koficowej grupy aminowej z Glu348 nalezacym do neuropiliny.

Z zaplanowanych 8 peptydoéw z typem cyklizacji glowa-do-taficucha bocznego tylko
dwa udalo si¢ otrzyma¢ w postaci monomeréw, pie¢ nastepnych w czasie cyklizacji
utworzylo dimery. Najbardziej aktywny w hamowaniu uktadu VEGF¢s/NRP z grupy
dimer6éw cyklicznych okazat si¢ by¢ peptyd 15 (c[Lys-Pro-Asp]Arg-OH).

Najaktywniejsze trzy peptydy 1, 2, i 15 zostaly otrzymane w skali 100 mg kazdy, co
umozliwito wykonanie badan toksykologicznych na dwéch liniach komérkowych: zdrowych
(HUVEC) oraz nowotworowych raka piersi (MDA MB 231). Wyniki tych testow pokazaty,
ze peptydy nie sg cytotoksyczne. Peptydy te okazaly si¢ takze byé dosyé stabilne w surowicy



ludzkiej krwi. Najbardziej stabilny byl peptyd 15. Otrzymane wyniki sa bardzo obiecujgce,
jesli mamy na uwadze potencjalne zastosowanie otrzymanych peptydéw w blokowaniu
angiogenezy, a przeprowadzone przez Doktorantke badania zaleznosci miedzy strukturg a
aktywnoscig biologiczng otrzymanych analogow peptydowych z cata pewnoscia poszerzyty
wiedzg dotyczaca zwiazkow, ktore sa inhibitorami uktaduVEGF,¢s/NRP-1. Do tej pory,
cykliczne peptydy hamujace tworzenie si¢ tego uktadu nie byly znane.

Bardzo cickawe okazaly si¢ takze badania dotyczace optymalizacji metody
otrzymywania cyklicznych peptydéw na nosniku statym. Celem tych badarn bylo sprawdzenie,
jak rodzaj i osadzenie polimeru, zastosowanie w czasie syntez roéznych zwigzkow
aktywujacych grupe karboksylowa aminokwaséw, konfiguracja reszt aminokwasow
bioracych udziat w tworzeniu wiazania laktamowego oraz uzycie mikrofal wplywa na
uzyskang ilos¢ monomerycznego peptydu cyklicznego. Wyniki tych badan przedstawione, w
tabeli 33 sg wartoscig nie tylko same w sobie, ale tez obrazem umiejetnosci i ogromu pracy
wykonanej na tym etapie przez Doktorantke.

Lektura rozdziatlow drugiego zawierajacego liczne chromatogramy analiz HPLC
wykonywanych po przeprowadzonych syntezach oraz trzeciego, w ktérym zebrane zostaty
opisy przeprowadzonych syntez upewnia, ze mgr Grabowska zrealizowala wszystkie
zakladane cele pracy doktorskiej.

Podsumowujgc, wysoko oceniam poziom merytoryczny badan przedstawionych w
rozprawie. Zostaty one bardzo dobrze zaplanowane i wykonane, a ich zakres jest szeroki: od
trudnych i pracochtonnych syntez chemicznych, przez badania modelowania komputerowego,
do badan biologicznych. Na uznanie zastuguje takze sposob prezentacii wynikow i
prowadzenia dyskusji przy ich omawianiu. Wszystkie umiejetnosci jakimi wykazata sie
Doktorantka pozwalajg stwierdzi¢, ze jest ona dobrze przygotowana do podejmowania
roznorodnych wyzwan naukowych. Efektem wykonanych przez Kandydatke syntez i badan sg
rowniez dwie publikacje w czasopismach z listy JCR oraz dwa zgloszenia patentowe.

Pracg mgr Grabowskiej przeczytatam z duzym zainteresowaniem, co przyczynilo si¢
tez do znalezienie kilku niescistosci i niefortunnych wedlug mnie okreslen, ktore z obowigzku
recenzenta przedstawie.

Za niepoprawne uwazam sformutowanie ,.kat psi wystepuje pomiedzy C,-C, kat phi
pomi¢dzy N-C,”. Dwuscienne katy psi, phi nie ,,wystepuja” pomigdzy atomami, a opisuja
obrot wokot wymienionych wigzan. Moje zdziwienie wywotato takze nazwanie endogennych

cyklicznych peptydéw np. oksytocyny, wazopresyny czy insuliny peptydomimetykami i



uznanie kazdej cyklizacji liniowego tancucha peptydowego jako metody otrzymywania
peptydomimetyku.

Na str. 60 Doktorantka umiescila rys. 65, ktéry przedstawia ogdlny wzér cyklicznych
peptydéw bedacych celem pracy doktorskiej. Wydaje mi sie, ze bez umieszczenia
dodatkowych wyjasnien i zalozen, narysowanie tylko jednego wzoru ogélnego zaréwno dla
peptydéw zawierajacych cyklizacje typu fancuch boczny-do-tancucha bocznego jak i w
wypadku cyklizacji N-koniec-do-tancucha bocznego sprawia, ze wzér ten jest niejasny.
Troche czasu zaj¢to mi ustalenie, ze zapis ,,—(CH;).-NH,” przy ¢=0 oznacza grupe aminowa.
Kontynuujgc, zmienna n réwniez powinna méc przyjmowaé warto$é zero, gdy wzér
przedstawia peptyd z cyklizacja typu N-koniec-do-taficucha bocznego. Zrozumienie
omawianego wzoru utrudnia takze bledne przedstawienie wzoru podstawnika A, ktory
wyglada jak wzor acetamidu, a powinien przedstawia¢ wigzanie peptydowe.

Na str. 70 na rys.73 przedstawiony zostat schemat syntezy peptydu 2, a nie, jak jest
napisane w opisie rysunku, peptydu 1. Na tej samej stronie w tabeli 17, w zapisie
przedstawiajacym peptyd 6 brakuje reszty Arg. W tabeli tej jak i w nastepnych, w ktorych
znajduje si¢ kolumna przedstawiajaca budowg omawianych cyklicznych peptydéw, pojawia
si¢ naglowek ,,sekwencja”. Wydaje mi sig, Ze nie jest on zbyt fortunny, a w szczegllnosci gdy
przedstawiona jest budowa dimerdéw. Kolumna ta wedtug mnie zawiera oznaczenia peptydow,
a nie ich sekwencje. Zdaje sobie sprawe, ze zapisanie peptydu w taki sposéb, aby wynikata z
niego jego budowa, a dodatkowo aby zapis ten miescit si¢ w jednej linii, moze przysparzaé
trudnosci. Pomocna w tej sprawie moze by¢ dla Doktorantki publikacja grupy F. Albericio z
2005 r, (Spengler, J.; Jimenez, J. C.; Burger, K.; Giralt, E.; Albericio, F. Abbreviated
nomenclature for cyclic and branched homo- and hetero-detic peptides .J. Pept. Sci. 2005, 65,
550).

Na str. 110 Doktorantka napisata: ,,W przypadku peptydéw z typem cyklizacji glowa-do-
ogona,”, a powinno by¢ napisane: z typem cyklizacji glowa-do-tadicucha bocznego, bo
peptydéw z cyklizacjg N-do C-konca Doktorantka nie otrzymywata.

Bledny zapis, dotyczacy uzytej do syntez zywicy z osadzonym pierwszym aminokwasem,
pojawit si¢ we wszystkich podrozdziatach rozdziatéw 3.6 i 3.7. Jak wynika z sekwencji
otrzymanych peptydéw, zamiast zapisu ,,ilos¢ surowej zywicy Boc-Arg(Tos)-Arg-Merrifield
Resin” powinno by¢ napisane: ilos¢ surowej zywicy Boc-Arg(Tos)-Merrifield Resin. Zagadka
jest tez dla mnie pojecie ,,surowej” zywicy. W tytule rozdziatu 3.7 zamiast .»cyklizacji tancuch

boczny-do-taficucha bocznego™ powinno by¢ napisane N-koniec-do-taficucha bocznego.



Dostrzezone przeze mnie usterki i niescistosci w zadnym razie nie maja wpltywu na
warto$¢ naukowg pracy, ktorg oceniam bardzo wysoko.

Z pelnym przekonaniem stwierdzam, Ze recenzowana rozprawa doktorska spelnia
wszystkie kryteria ustawowe (Ustawa o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w
zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku wraz z pézniejszymi zmianami (Dz. U. z 2016,
poz. 882), rozporzgdzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego: w sprawie
szczegotowego trybu i warunkow przeprowadzania czynnosci w przewodach doktorskich, w
postgpowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytutu profesora z dnia 26
wrzesnia 2016 r. (Dz. U. poz. 1586)) i zwyczajowe, dlatego tez wnosze do Rady Wydzialu
Chemii Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie mgr Karoliny Grabowskiej do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Biorge pod uwage wysoki poziom merytoryczny wykonanych i przedstawionych
badan, nowatorstwo i szeroki ich zakres, umiejetnosei jakimi wykazata sie Doktorantka
syntetyzujac 1 oczyszczajac cykliczne peptydy oraz fakt, ze wynikiem tej pracy sa dwie
publikacje, w ktorych jest pierwszym autorem i dwa zgloszenia patentowe, wnosze o

wyroznienie pracy doktorskiej mgr Karoliny Grabowskiej.
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