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Kompleks sygnatowy VEGF;cs/NRP-1 (ang. Vascular Endothelial Growth Factor/Neuropilin-1 —
naczyniowo  $rodbtonkowy czynnik  wzrostu/neuropilina-1) to istotny szlak  komunikacji
miedzykomédrkowej warunkujgcy zdolnos¢ przezycia organizmu. W ostatnich latach uktad ten zyskat duze
zainteresowanie ze wzgledu na jego udziat w progresji choroby nowotworowej, a takze w rozwoju innych
chordb zaleznych od jego pracy, np. retinoparia cukrzycowa. Podstawowo, VEGF.¢; jest zwigzkiem
modelujgcym proces angiogenezy — powstawania nowych naczyn krwionosnych na bazie istniejgcych.
Proces ten reguluje mechanizmy naprawy uszkodzonych tkanek, a co wiecej, jest warunkiem sine qua
non dla pdinych etapéw rozwoju choroby nowotworowej. Poczatkowo mutacje nowotworowe
wystepuja jedynie punktowo w postaci awaskularnego i stosunkowo niegroznego raka in situ. Z powodu
wzmozonego tworzenia sie kompleksu VEGF.s5/NRP-1 powstajg dobre warunki do wzrostu nowotworu
z perspektywa metastazy w przysztosci, poniewaz naczynia wytworzone na drodze nowotworowej
angiogenezy sg nieregularne, o zwiekszonej przepuszczalnosci, przez co komoérki raka moga wnikaé do
Swiatta naczynia krwionosnego i wraz z krwig opusci¢ ognisko pierwotne. Co wiecej, m. in. dzieki
VEGFs;/NRP-1 nowotwory sg w stanie wytworzy¢ swoje mikrosrodowisko, w sktad ktérego wchodzg
zrekrutowane natywne komorki nosiciela wydzielajgce cytokiny o immunosupresyjnych funkcjach. Dzieki
temu nowotwor przestaje by¢ rozpoznawany przez uktad odpornosciowy jako zagrozenie, ktdre nalezy

zwalczad.

Celem mojej pracy doktorskiej byto zaprojektowanie i synteza zwigzkdw opartych o otrzymang
w Pracowni Peptydow strukture H-Lys(Har)-Xaa-Xaa-Arg-OH, ktéra wykazuje wysokg aktywnosé
inhibicyjng (ICso = 0,2 uM) w pordéwnaniu do bardzo dobrze opisanego w literaturze peptydu (A7R — ICso
= 5,9 uM). W badaniach polegajacych na inkubacji w ludzkim osoczu okazato sie, ze w obrebie -Xaa-Xaa-

zachodzi proteoliza enzymatyczna. Z uwagi na powyzsze skupitem sie na zaprojektowaniu i syntezie



nowych inhibitoréw tworzenia sie kompleksu VEGF;c;/NRP-1, ktore byly podstawione w obrebie
labilnego fragmentu przez element odporny na dziatanie proteaz z ludzkiego osocza. Sposrod wielu
interesujgcych rozwigzan strukturalnych wybratem 1,4,-dipodstawione 1,2,3-triazole, ktére mozna

uznawac za nieklasyczne bioizostery wigzania peptydowego.

Synteze triazolopeptydéw opracowatem w oparciu o strategie syntezy na fazie statej.
W szczegdlnosci dotyczyto to opracowania warunkdw prowadzenia reakcji diazotransferu Wonga oraz
reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji katalizowanej jonami Cu(l) na statym podfozu z uzyciem klasycznej
zywicy polistyrenowej z linkerem Wanga. Dzieki tej adaptacji udato sie znaczgco zmniejszy¢ ilos¢ etapdéw
przeprowadzanych w roztworze. Wszystkie etapy syntezy na statym nosniku zachodzg z wydajnoscia
ilosciowa, co zostato potwierdzone przez testy: Kaisera oraz Kaisera z dodatkiem trifenylofosfiny.
Co wiecej, analiza surowego produktu wykazywata obecnos¢ niewielkiej ilosci zanieczyszczen, ktére
w fatwy sposdb mozna oddzieli¢ technikg HPLC w skali preparatywnej. Opracowana metoda posiada
charakter modutowy, wiec mozna jg wszechstronnie wykorzystywaé¢ do tworzenia dalszych analogéw
triazolopeptydowych. Syntezy zwigzkéw opisanych w pracy sktadajg sie z 10-14 etapdéw osiggajac
wydajnosci sumaryczne od 15,8% do 26,4% dla oczyszczonych produktdw. Zaprojektowatem

i otrzymatem 23 analogi triazolopeptydowe.

Po przeprowadzonym tescie immunoenzymatycznym, mierzgcym zdolnos¢ inhibicji tworzenia sie
kompleksu VEGF.s5/NRP-1 do dalszych badan wybratem dwa najlepsze analogi 3 (H-Lys(Har)-
GlyW[Trl]GlyW[Trl]Arg-OH; ICso = 8,4 uM) oraz 4 (H-D-Lys(Har)-GlyW[Trl]GlyW[Trl]Arg-OH; IC5o = 10,2 uM),
ktdre co prawda sg stabsze od zwigzku wyjsciowego lecz z drugiej strony posiadajg zblizong aktywnos$¢ do

peptydu A7R.

Analogi 3 oraz 4 poddatem dziataniu proteaz obecnych w ludzkim osoczu. Produkty hydrolizy
enzymatycznej triazolopeptydow analizowatem technikg HPLC-MS, dzieki temu mogtem okresli¢ budowe
powstajgcych metabolitéw, a wiec miejsce hydrolizy w czasteczce, a takze oszacowad czasy pottrwania
w ludzkim osoczu, ktére osiggaja wartosci ty, > 48 godz. Jedyna zaobserwowana hydroliza enzymatyczna
zachodzita w analogu 3 w obrebie H-Lys(Har). W przypadku zwigzku 4 w czasie trwania eksperymentu (48
godz.) nie zaobserwowatem zadnej hydrolizy enzymatycznej, co wskazuje na jego odpornosc na dziatanie

proteaz.

Z uwagi na wartosci oszacowanych czasow poéttrwania zdecydowatem sie sprawdzi¢ wptyw

dtugiej ekspozycji (48 godz.) zdrowych komédrek mysiego szpiku kostnego 32D na zwigzek 4 we wzglednie



duzym stezeniu (100 uM — ok. 10 x ICsp) Okazato sie, ze zwigzek ten nie wykazywat zadnego wptywu na

zywotnosé tych komorek.

Rownolegle do badan immunoenzymatycznych przeprowadzono modelowanie oddziatywania
triazolopeptyd/NRP-1 na klastrze obliczeniowym OKEANOS, w ramach ktérego podjeto probe
wyjasnienia mechanizmu oddziatywania ligand-receptor. Przeprowadzone symulacje nie pozwolity na
jednoznaczne opisanie zachodzacych tu zjawisk, lecz w zestawieniu z wynikami dla peptydéw
poprzednich generacji ich rezultat poszerza wiedze na temat zaleznosci struktura-aktywnos$¢ badanych

inhibitorow tworzenia sie kompleksu VEGF;¢5/NRP-1.

Triazolopeptydy jako nowa klasa inhibitorow kompleksu VEGF.¢s/NRP-1 sg zwigzkami, ktére
w przysztosci mogg pofaczy¢ w sobie dobrg aktywnosé biologiczng tego typu peptydomimetykéw oraz

odpornosc¢ na hydrolize enzymatyczng charakterystyczng dla zwigzkéw matoczasteczkowych.



