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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Grabowskiej
zatytulowanej ,,Cykliczne peptydy o aktywnosci antyangiogennej”

Choroby nowotworowe sa obecnie jedng z gtéwnych przyczyn zgonow ludzi i
ciggle daje si¢ obserwowac systematyczny wzrost liczby zachorowan na nowotwory
ztosliwe. Z tego powodu intensywnie rozwija si¢ profilaktyka i nowe metody leczenia
tych choréb. Wspotczesna terapia wykorzystuje wiele rdéznorodnych lekow
przeciwnowotworowych, o bardzo zréznicowanych mechanizmach dziatania. Szczeg6lne
nadzieje wigze si¢ z lekami 0 dziataniu antyangiogennym, ktore hamujaCc proces
tworzenia si¢ naczyn wlosowatych w obrgbie guza nowotworowego ograniczaja jego
rozrost oraz przerzutowanie.

Ustalono, ze inhibitory oddzialywania czynnika wzrostu $rodblonka naczyn
VEGF 165 z receptorem NRP-1 mogg hamowa¢ angiogeneze, przez co sg potencjalnymi
lekami przeciwnowotworowymi. Dlatego w wielu o$rodkach badawczych na $wiecie
prowadzi si¢ intensywne badania nad nowymi inhibitorami uktadu VEGF/VEGFR.

Pani mgr. Karolina Grabowska wlaczyta si¢ w nurt tych badan i pod
kierunkiem Profesor Aleksandry Misickiej-Kesik, wykonata prace doktorska
poswiecong projektowaniu, syntezie oraz badaniom biologicznym cyklicznych
pochodnych peptydu LPPR, bedacych inhibitorami oddziatywania VEGF165 z NRP-1.
Praca zostala wykonana na Wydziale Chemii Uniwersytetu Warszawskiego. W moim
przekonaniu, tematyke¢ badawczg mgr Karoliny Grabowskiej nalezy uzna¢ za aktualng
i wazng z naukowego punktu widzenia.

Rozprawa doktorska mgr Karoliny Grabowskiej liczy 171 stron i sktada si¢ z

rozdziatlow typowych dla prac doktorskich z chemii: wstepu (1 strona), przegladu
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literatury (56 stron), zatozen i celu pracy (3 strony, badan wtasnych (56 stron) oraz
czesci eksperymentalnej (33 strony). Doktorantka zamiescita roéwniez spis rysunkow i
tabel, wykaz stosowanych skrotow, wykaz literatury cytowanej (167 pozycji) oraz kopie
swoich dwoch publikacji. Uktad pracy doktorskiej mgr Karoliny Grabowskiej jest
prawidtowy.

Przeglad literatury zawiera podstawowe informacje o budowie chemicznej
peptydow ze szczegdlnym uwzglednieniem peptydow cyklicznych. Autorka przedstawita
metody cyklizacji peptydéw oraz ich wykorzystanie w farmakoterapii. Osobny rozdziat
zostal po$wiecony omoOwieniu angiogenezy i zwigzanymi z nig chorobami oraz
przedstawieniu substancji hamujacych proces angiogenezy. Przeglad literaturowy zostat
opisany starannie i tresciwie. Rozdziat ten $wiadczy o rozleglej wiedzy Doktorantki na
temat cyklopeptydow oraz angiogenezy i bardzo dobrze przygotowuje czytelnika do
czytania badan wykonanych w ramach niniejszej pracy doktorskiej. Wysoko oceniam
cze$¢ teoretyczng Rozprawy. Uwazam, ze zawiera ona wszystkie informacje niezbedne
do wuzasadnienia celu pracy, ktérym bylo zaprojektowanie i zsyntezowanie serii
cyklicznych analogow tetrapeptydowego fragmentu EG3287, jako odpornych na proteolize
potencjalnych inhibitorow uktadu VEGF 165 /NRP-1.

Zadanie badawcze przedstawione w celu pracy byto nietatwe do wykonania, gdyz
cyklizacje krotkich peptydow czesto prowadzg do otrzymania dimerycznych lub
oligomerycznych produktow ubocznych w wyniku migdzyczasteczkowych reakcji
sprzegania. Realizacja tych badan wymagata od Doktorantki opanowania warsztatu
pracy w zakresie syntezy chemicznej na no$niku stalym, oczyszczania zwigzkéw za
pomocg preparatywnej wysokosprawnej chromatografii cieczowej 1 analizie
otrzymanych zwigzkdéw za pomoca spektrometrii mas. Konieczna tez byla duza
skrupulatno$¢ W przeprowadzeniu badan i interpretacji wynikow, a takze wytrwatos¢.

Z czesci eksperymentalnej i badan wlasnych wynika, ze opisane w pracy syntezy
zostaty prawidtowo zaplanowane i1 przeprowadzone, a budowa chemiczna otrzymanych
polaczen zostata potwierdzona za pomocg spektrometrii mas. Pani mgr Karolina
Grabowska zsyntezowata na no$nikach statych cykliczne analogi peptydu o sekwencji
LPPR, poprzez podstawienie Leu! i Pro® resztami umozliwiajacymi potaczenie ich

tancuchow bocznych mostkiem amidowym. Przeprowadzila tez syntezy cyklicznych



peptydow przez potaczenie reszty Glu® z grupa alfa aminowa N-koncowej reszty
aminokwasowej. Okazato si¢, ze proby syntezy peptydow z pierScieniami 12-13
czlonowymi prowadzily glownie do produktow cyklodimerycznych. Doktorantka
optymalizowata syntezy cyklicznych monomerow stosujac rézne rodzaje zywic |
srodkow sprzegajacych, zmieniajac konfiguracje reszt aminokwasowych w pierscieniu
oraz wykorzystujgc wspomaganie mikrofalami.

Wszystkie  zsyntezowane przez Autorke zwigzki zostaly prawidlowo
zanalizowane i opisane. Oczyszczone produkty poddano odpowiednim testom ELISA w
celu okreslenia stopnia inhibicji uktadu VEGF165/NRP-1. Wyniki testow biologicznych
byly porownywane z warto$ciami otrzymanymi dla peptydu A7R, ktéry peit funkcje
standardu. Dla wybranych peptydow Doktorantka przeprowadzita badania cytostatyczne i
stabilnosci w surowicy krwi.

Otrzymane peptydy cyklizowane metoda ,,tancuch boczny do tancucha bocznego”
wykazaty w testach ELISA aktywnos¢ inhibitorowa wyzsza od peptydu AT7R.
Najbardziej aktywne okazaly si¢ peptydy o sekwencji H-c[Lys-Pro-Glu]-Arg-OH H-
c[Glu-Pro-Lys]-Arg-OH, zawierajace 15 atomow w pierScieniu. Ich aktywno$¢ okazata
sic ponad 30 razy wicksza od aktywnosci peptydu A7R. Ponadto, zwiazki te
charakteryzowaty si¢ brakiem cytotoksyczno$ci 1 wykazywaty duza stabilnos¢
proteolityczng w surowicy Krwi. Przeprowadzone badania z wykorzystaniem
modelowania komputerowego sugerowaty podobny sposob oddziatywania otrzymanych
cyklopeptydow z domeng bl NRP-1 jak u tuftsyny. Z duzym uznaniem odnosze si¢ do
tych wynikow uzyskanych przez Doktorantki¢ i uwazam, ze cyklopeptydy przez Nia
otrzymane bgdg mogly stanowi¢ substancje wyjsciowe do zaprojektowania aktywnych
inhibitorow oddziatywania VEGF165/NRP-1, ktore bedzie mozna zastosowac w terapii
przeciwnowotworowej.

Mam dwie drobne uwagi do tych wynikow uzyskanych przez Doktorantke.
Uwazam, ze wybor peptydu A7R jako jedynego zwigzku referencyjnego w badaniach
biologicznych nie byt odpowiedni. Zaproponowana metoda cyklizacji peptydow
wymagata zastapienia dwoch reszt aminokwasowych (Leu? i Pro®) w skroconym analogu
AT7R (o sekwencji H-Leu-Pro-Pro-Arg-OH) resztami Lys (lub Orn) i Glu (lub Asp) a

nastepnie potgczeniu tancuchoéw bocznych tych reszt wigzaniem amidowym. W mojej



opinii aby sprawdzi¢ wplyw cyklizacji na aktywno$ci inhibitorowe otrzymanych cyklo-
peptydow  wlasciwszym byloby zastosowanie liniowego zwigzku referencyjnego
zawierajacego podobne grupy chemiczne co cykliczne peptydy, np. H-Lys(Ac)-Pro-Ala-
Arg-OH lub H-Nleu-Pro-GIn-Arg-OH. Uwazam tez za wskazane przeprowadzenie badan
fizykochemicznych pozwalajacych na okreslenie konformacji cyklicznych peptydow w
roztworze. Okreslenie wptywu przeprowadzonych cyklizacji na konformacje
otrzymanych peptydow ulatwiloby interpretacj¢ uzyskanych wynikéw badan
biologicznych.

W recenzowanej rozprawie znalazto si¢ kilka drobnych btedow literowych i
nietrafnych sformutowan. Z obowigzku recenzenta przedstawiam ponizej niektore z
nich:

1. Stwierdzenie (str. 2) "Kgt psi wystgpuje pomiedzy Ca -C, kgt phi
pomiedzy N-Ca. natomiast kqt omega znajduje sie pomiedzy atomami -C-
N-" jest niepoprawne.

2. Trudno zgodzi¢ si¢ z Autorka, ze cyklopeptydy opisane na str. 110. sg
peptydami z typem cyklizacji "gtowa-do-ogona™

3. Peptyd B na Rys 13 nie zawiera wigzania CH2-CH>

4. Zdanie "Obecnos¢ zredukowanego wigzania w strukturze peptydu
powoduje wydtuzenie czasu pottrwania zwigzku" jest niezrozumiate.

5. Wprawdzie obydwa terminy: "wigzanie disulfidowe" 1 '"wigzanie
disiarczkowe™ sa poprawne w jezyku polskim, lecz stosowanie ich
zamiennie w tej samej tabeli (Tab. 6) jest nieuzasadnione.

6. Rys. 65. Mostek A nalezatoby wyjasni¢ jako -CO-NH- lub -NH-CO-.

Nalezy zwroci¢ uwage, ze bledy te nie umniejszajg wartosci naukowej recenzowanej
pracy doktorskiej.

Bioragc pod uwage istotne wyniki uzyskane przez Doktorantke, bardzo dobre
opanowanie syntezy cyklicznych peptydow oraz technik analitycznych, recenzowang
prace doktorskg oceniam bardzo pozytywnie. Na uwage zastuguje fakt, ze Doktorantka
opublikowata swoje wyniki badan w dwoch publikacjach, ktore ukazaty si¢ w Bioorganic

& Medicinal Chemistry i Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters.



W moim przekonaniu rozprawa doktorska mgr Karoliny Grabowskiej
zatytutowana Cykliczne peptydy o aktywnosci antyangiogennej stanowi cenny wktad
naukowy 1 speilnia wszystkie wymagania okreslone w Ustawie 0 stopniach i tytule
naukowym. Dlatego stawiam wniosek do Rady Wydziatu Uniwersytetu Warszawskiego
0 dopuszczenie Pani mgr Karoliny Grabowskiej do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Z uwagi na wysoka warto$¢ merytoryczng badan wykonanych przez Doktorantke,
niezwykle staranny sposob ich wykonania i opisania, jak réwniez zaprezentowanie
wynikow w dwoch publikacjach naukowych zwracam si¢ do Rady Wydziatu Chemii

Uniwersytety Warszawskiego o wyrdznienie tej pracy.
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