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Ocena pracy doktorskiej mgr. Bartlomieja Fedorczyka
p.t. , Triazolopeptydowe inhibitory kompleksu VEGF165/NRP-1"

Opracowanie i wprowadzenie do praktyki medycznej skutecznych, celowanych terapii
przeciwnowotworowych to od wielu lat jedno z najwigkszych wyzwan wspotczesnej
medycyny. Rownolegle z pracami nad poszukiwaniem nowych lekow cytostatycznych — grupy
farmaceutykow stanowigcych podstawe tradycyjnej chemioterapii systemowej, prowadzone sg
badania nad zwigzkami ingerujagcymi w transmisje sygnatow w komorkach warunkujacych ich
funkcjonowanie. Zaktocenie réwnowagi komunikacji migdzy- lub wewnatrzkomoérkowe;j
prowadzi do progresji nowotworowej. Z tego powodu zwigzki chemiczne wigzace si¢ Z miedzy
innymi receptorami lub ich ligandami charakteryzujacymi si¢ nadekspresja w komorkach
nowotworowych, lub ingerujace w skomplikowane oddzialywania miedzy elementami
kompleksow sygnalowych maja duzy potencjat farmakoterapeutyczny. W nurt tych badan
wpisuje si¢ recenzowana rozprawa doktorska mgr. Bartlomieja Fedorczyka. Przedmiotem
zainteresowania Doktoranta byt kompleks biatka sygnalowego — czynnika wzrostu $rodblonka
naczyn krwiono$nych i neuropiliny-1 (VEGF165/NRP-1), ktory wraz z trzecim komponentem,
receptorem czynnika wzrostu srodbtonka naczyn krwionosnych typu 2 (RVEGF-2), uczestnicy
miedzy innymi W angiogenezie. NRP-1 petni role koreceptora dla VEGF1es, warunkujac, dzigki
odpowiedniemu ulozeniu w przestrzeni, jego wigzanie z RVEGF-2. Wyzej wymieniony
kompleks odpowiedziany jest za proces tworzenia nowych naczyn krwionosnych w komorkach
nowotworowych. Zadanie postawione przed Kandydatem jakim bylo zaprojektowanie i

otrzymanie na drodze syntezy chemicznej peptydomimetykow hamujacych oddziatywania
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pomi¢dzy VEGF165 i NRP-1 oceniam jako ambitne, a wybrane podej$cie nowatorskie. Temat
rozprawy bez watpienia lezy w gldwnym nurcie wspodlczesnej chemii biomedycznej, o czym
przekonuja liczne prace nawigzujace do przedstawionej powyzej problematyki, opublikowane
w bardzo dobrych czasopismach z listy JCR.

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska to135 stronic tekstu. Zasadnicze rozdziaty
pracy to: Czes¢ literaturowa (32 strony), Cele pracy (4 strony), Badania wiasne (28 stron),
Czes¢ doswiadczalna z dyskusjg wynikow (20 stron), Wnioski (5 stron) oraz rozdziat
zatytulowany Dodatek zawierajgcy opis stosowanej aparatury i analizy HPLC i MS
syntetyzowanych zwigzkéw. Rozprawe uzupeiniajg: streszczenia w jezyku polskim i
angielskim, wykaz dorobku naukowego Kandydata, wykaz skrotow oraz literatury cytowanej
(141 pozycji). Opis prowadzonych eksperymentéw i dyskusja wynikow uzyskanych przez

Kandydata stanowi ponad 50% opracowania. Proporcje takie uznaj¢ za wtasciwe.

W przegladzie literaturowym Kandydat wyrdzniat pig¢ podrozdziatow. Prezentowane
tu zagadnienia bardzo dobrze uzasadniaja celowos$¢ podjetych badan. W pierwszym
podrozdziale przedstawiona zostala zwigzta charakterystyka neuropilin — biatek
membranowych, jednego z trzech komponentéw kompleksu sygnalowego zwigzanego z
rozwojem uktadu nerwowego i krwiono$nego. W konteks$cie badan podjetych przez Kandydata
szczegoOlnie waznym odkryciem byt udzial kompleksu, tworzonego przez receptor czynnika
wzrostu $rodblonka naczyn krwionos$nych typu 2, izoforme czynnika wzrostu $rodbtonka
naczyn krwionosnych i jedng z neuropilin (RVEGF-2)/VEGF165/NRP-1) w rozwoju chorob
nowotworowych. Uktad taki indukuje (w wyniku nadekspresji NRP-1) angiogenez¢ komorek
nowotworowych, a takze, wykorzystujgc limfocyty T gospodarza, dziata immunosupresyjnie.
W kolejnym podrozdziale Doktorant przedstawia mozliwe mechanizmy selektywnego
blokowania przekazywania sygnalu przez w/w kompleks. Podaje przyklady inhibitorow
RVEGF-2 (biatko o aktywnosci kinazy tyrozynowej), przeciwcial VEGFie5 oraz inhibitoréw
tworzenia kompleksu VEGFies/NRP-1. Ostatnia grupa zwigzkow stanowi przedmiot
zainteresowania Doktoranta, ich charakterystyka stanowi wiec zasadniczg cz¢$¢ opracowania.
Wsrod badanych zwigzkéw byly fragmenty 1 analogi VEGFies, krotkie peptydy
wyselekcjonowane z bibliotek fagowych, kalata B1 (peptyd z rodziny cyklotydéw) a takze
peptydomimetyki i niskoczgsteczkowe zwigzki organiczne. Istotne znaczenie w projektowaniu
zwigzkow hamujacych tworzenie w/w kompleksu miata analiza jego struktury krystalicznej i
identyfikacja miejsc bezposredniego kontaktu obu biatek. Na jej podstawie zaproponowano
model oddzialywania VEGFies z peptydami o motywie K/RXXR/K wyselekcjonowanymi z
bibliotek fagowych. Peptydy takie charakteryzowaly si¢ aktywnoscig antyangiogenng w
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stosunku do komorek nowotworowych. Badania zaleznosci struktura — aktywno$¢ (SAR)
prowadzone w Pracowni promotorki rozprawy, prof.dr hab. Aleksandry Misickiej-Kesik
dowiodty, ze najefektywniejszym inhibitorem tworzenia kompleksu okazat si¢ tetrapeptyd 0
sekwencji KPPR. Zwigzek ten stanowil wigc struktur¢ wyjSciowg w poszukiwaniu bardziej
aktywnych inhibitorow tego procesu. Rozdziat konczy si¢ szczegdlowym opisem wynikoéw
badan prowadzonych w Pracowni Promotorki dysertacji. Sposrod kolejno syntetyzowanych
serii analogow tego peptydu wyselekcjonowano peptydy o warto$ciach ICsg, wyznaczonych w
tescie immunoenzymatycznym ELISA, znacznie nizszych niz macierzysty zwigzek. Najwyzsza
aktywno$¢, wsrod modyfikowanych w pozycjach 2 lub 3, wykazal peptyd Har-Dab-Pro-Arg
(ICs0 = 0,8 uM). Dalsze modyfikacje w pozycji 1 doprowadzily do otrzymania peptydu
Lys(Har)-Pro-Dab-Arg o czterokrotnie nizszej warto$ci ICsg oraz duzej odpornos$ci na dziatanie
enzymow ludzkiego osocza (t. = 41 godz.). Wyniki eksperymentalne znalazty potwierdzenie
w analizie kompleksow badanych zwigzkow z NRP-1 wygenerowanych metodami dynamiki
molekularnej. Uzyskane wyniki stanowig punkt wyj$cia w badaniach wchodzacych w zakres
recenzowanej rozprawy. Nalezy podkresli¢, ze Kandydat jest wspdtautorem prac, referujacych
przedstawione powyzej wyniki. Lektura tego rozdziatu dowodzi, ze Autor potrafi redagowaé
tekst naukowy. Strona jezykowa tej czgsci rozprawy nie budzi zastrzezen. Przeglad literaturowy
ma charakter syntetyczny, niemniej przekonywajaco uzasadnia celowo$¢ podjetych badan. W
realizowanym projekcie Doktorant odpowiedzialny byt za cz¢$¢ syntetyczng. Celowym wiec
byloby umieszczenie w tym rozdziale takze przegladu metod syntetycznych wykorzystujacych
1,3-dipolarng cykloaddycj¢ Huisgena. katalizowang jonami miedzi(I) (CUAAC) typu ,,click”.
Reakcje te byly przedmiotem badan Kandydata. W rozdziale badan wlasnych znajduja si¢
odwotania do warunkow prowadzania tego typu reakcji. Moim zdaniem, zagadnienie to
nalezalo bardziej szczegdlowo zreferowac w czesci literaturowej rozprawy. Zwigzki hamujace
wigzanie liganda VEGF1es do receptora NRP-1 Autor okresla terminem ,,inhibitory NRP-1".
Zwigzki te sa raczej antagonami receptora. Termin inhibitor oznacza zwigzek hamujacy
aktywno$¢ enzymu. Zapis w tekscie ukladow cyklicznych w peptydach zastosowany w
rozprawie (str. 15, linia 11) jest mato czytelny. Sugerowalbym zastosowac propozycje zapisu

Spenglera i wspotpr.(J. Pept. Res., 2005, 550-555).

Zagadnienia prezentowane w przegladzie literaturowym, w pelni uzasadniajg cel badan
podjetych przez Doktoranta. Bardzo obiecujace wyniki dotychczasowych prac prowadzonych
w jednostce macierzystej mgr. Fedorczyka doprowadzity do otrzymania inhibitoréw tworzenia
kompleksu VEGF165/NRP-1 o wartosciach ICsp dwudziestokrotnie nizszych niz wyznaczone

dla wyjsciowego tetrapeptydu KPPR. Peptydy te charakteryzowaty sie tez duza trwalosciag w
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osoczu ludzkim. Zadanie, jakiego podjat si¢ Doktorant to zaprojektowanie i chemiczna synteza
wydajnych inhibitoréw tworzenia kompleksu VEGF16s/NRP-1 bedacych peptydomimetykami
wczesniej otrzymanych zwigzkow. Modyfikacje obejmowaty pozycje 2 i/albo 3 oraz N-
koncowa reszte aminokwasowa. Kandydat postanowil dokona¢ oceny mozliwosci
podstawienia srodkowych reszt aminokwasowych ugrupowaniem 1,4-dipodstawionego 1,2,3-
triazolu stanowigcego mimetyk wigzania peptydowego. Dotychczasowe wyniki, uzyskane z
badan eksperymentalnych wsparte obliczeniami teoretycznymi, stanowily solidng podstawe

wspierajacg przyjeta hipoteze badawczg.

W  kolejnym rozdziale zatytulowanym Badania wlasne, znajduje si¢ opis
eksperymentow prowadzonych przez Kandydata. Poprzedza go przekonujgce uzasadnienie
modyfikacji wprowadzanych do wyjsciowego pentapeptydu (Lys(Har)-Pro-Dab-Arg). W
ramach rozprawy mgr Fedurczuk otrzymal dwie serie, tacznie 23 peptydomimetyki,
zawierajace od 1 do 3 ugrupowan 1,4-dipodstawionego triazolu. Do ich syntezy Kandydat
zastosowal metode chemii click, opublikowang niezaleznie w roku 2001 przez grupy Meldala i
Sharplessa. Optymalizujac metody opisane w literaturze, Doktorant opracowat wydajng metode
syntezy na no$niku statym oligomeré6w zbudowanych z pochodnych triazolu. Tworzenie tego
ugrupowania obejmowato: przeksztalcenie grupy aminowej zwiazku przylaczonego do
polimeru w grupe azydkows, jej reakcje z N-fluorenylometoksykarbonylo-3-aminopropynem
oraz usunigciem ostony Fmoc. Optymalizacja warunkéw prowadzenia reakcji (dobor
rozpuszczalnikow, skladu reagentow) oraz wykorzystanie klasycznych metod syntezy
peptydow na nosniku statym pozwolita Doktorantowi na otrzymanie z duzymi wydajno$ciami,
jednorodnych  chromatograficznie, wszystkich  zaplanowanych  peptydomimetykow.
Przedstawiona w rozprawie charakterystyka fizykochemiczna (analizy HPLC i MS
zamieszczono w Dodatku) przekonuje o prawidtowosci przebiegu prowadzonych
eksperymentow. Dwa z syntetyzowanych peptydomimetykow (oznaczone jako L/D-Lys(Har)-
GlyWP[Trl]- Gly¥[Trl]-Arg (3,4) ) Doktorant poddat inkubacji z osoczem krwi ludzkiej. Oba
zwigzki okazaly si¢ bardzo odporne na dziatanie enzymoéw osocza. Po 48 godz. inkubacji
jedynie odpowiednio ok. 28% izomeru L i 9% izomeru D uleglo rozpadowi. W tym miejscu
rodzi si¢ pytanie, czy oznaczano podatno$¢ na proteolize syntetyzowanych zwigzkow (takze
tych wczesniej otrzymywanych) w surowicy? Wysoko oceniam warto$¢ merytoryczng badan
wykonanych przez Doktoranta. Opracowana w ramach rozprawy metoda tworzenia
pochodnych 1,4-dipodstawionego triazolu, z uwagi na duze zainteresowanie rekcjami typu
click, z pewnoscia zainteresuje wiele grup badawczych. Redakcja tego i kolejnych rozdziatow

rozprawy sugeruje, ze Kandydat pracowal pod presja czasu, niemniej dostrzezone
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niedociggnigcia nie utrudniajg lektury tekstu. Ponizej wymieniam niektéore z nich: nie
wyjasniono skrotow 6-Ahx i 5-Ava, zwigzek oznaczony jako PEG to poli(tlenek etylenu), w
opisie transformacji grupy aminowej do azydkowej (str. 52) nie podano nawet przyblizonej
iloéci czynnika do diazotransferu, podobnie 3-aminopropynu w opisie na str. 55, w tablicy 8
zamiast ,alkil” powinno by¢ ,alkin”, w pracy nie znalaztem specyfikacji kolumny
preparatywnej oraz warunkow oczyszczania, chociaz tytut podrozdziatu (2.6.1) sugeruje, ze
tam powinny znajdowac si¢ te informacje. W kontekscie koniecznosci stosowania wody jako
jednego z rozpuszczalnikow, rodzi si¢ pytanie dlaczego Doktorant nie zdecydowal si¢ na
zastosowanie w prowadzonych syntezach zywicy typu TentaGel ? Jak juz wspomniatem,
analizy HPLC i MS syntetyzowanych zwiazkéw znajduja si¢ w rozdziale zatytulowanym
Dodatek. Szkoda, ze Doktorant nie pokazal chociaz przyktadowych chromatogramow z
rozdziatow preparatywnych. Symetryczne piki na zamieszczonych chromatogramach sg dosy¢
szerokie. Jest to zapewne zwigzane z silnie zasadowym charakterem triazolopeptydow. Czy

Kandydat podjat probg zastosowania innej fazy ruchomej, o wyzszym pH?

W rozdziale, moim zdaniem niefortunnie zatytutowanym, Czes¢ doswiadczalna z
dyskusjg wynikow, Autor opisat wyniki badan syntetyzowanych przez Niego peptydomietykow
przeprowadzonych przez inne osoby. Test immunoenzymatyczny ELISA majacy na celu oceng
wplywu peptydominetykoéw na tworzenie kompleksu VEGF16s/NRP-1 przeprowadzita dr Anna
Puszko z Instytutu Medycyny Doswiadczalnej 1 Klinicznej PAN. Niestety zaden z
syntetyzowanych triazolopeptydow nie wykazal wyzszej aktywnos$ci hamujacej tworzenia w/w
kompleksu. Najnizsza wartos¢ ICso (8,39 uM) uzyskano dla peptydomimetyku Lys(Har)-
GlyY[Trl]- Gly¥[Trl]-Arg (3). Byta ona ponad 40 razy wyzsza niz dla peptydu zawierajacego
w $rodkowym fragmencie reszty -Pro-Dab-. Symulacje oddziatywania metoda dynamiki
molekularnej tego peptydomimetyku z NRP-1 przeprowadzit dr Piotr Lipinski z Instytutu
Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN. W analizowanym kompleksie zidentyfikowano
kontakty obu komponentow charakterystyczne dla wyjsciowego pentapeptydu, niemniej N-
koncowy fragment Lys(Har) w wypadku badanego peptydomimetyku wykazuje wigksza
swobode konformacyjna, czym thumaczy si¢ jego nizszg aktywnos¢. Z kolei zwigzek (4), nieco
mniej aktywny niz (3), za to o wyzszej odpornosci na dziatanie enzymow osocza, w stezeniu
10 krotnie wyzszym niz warto$¢ 1Csp nie mial wptywu na zywotno$¢ komorek szpiku kostnego
(eksperymenty przeprowadzone przez dr Wiolettg Dudke z Instytutu Biologii Doswiadczalnej
PAN). W rozdziale tym opisano takze probe oceny wplywu poszczegdlnych elementow
strukturalnych (grup aminowych, pierscieni triazolowych, odleglosci migdzy grupami

guanidynowymi) na hamowanie tworzenia kompleksu. Uzyskane wyniki co prawda nie
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pozwalaja na ich jednoznaczng interpretacj¢, niemniej poszerzaja potencjal badawczy
Kandydata. Eksperymenty opisane w tym rozdziale nie byly wykonane przez Doktoranta.
Zwraca jednak uwage zarowno szczegétowy ich opis jak i dyskusja uzyskanych wynikow.
Swiadczy to bardzo dobrze o Kandydacie, ktory nie ogranicza swojego zainteresowania to
zadan wlasnych. W tym fragmencie rozprawy znalaztem niedociagni¢cia, np. w zwigzku (14)
blokowana jest grupa a-aminowa Har nie Lys. Z obowiazku recenzenta zwracam uwage na

uchybienia w spisie literatury (np. brak kilku tytutéw czasopism).

Reasumujgc, uwazam, ze mgr Barttomiej Fedorczyk przedtozyt interesujgca i
oryginalng w tresci rozprawe doktorskg. Po jej lekturze stwierdzam, ze jest On bardzo
wyksztalconym chemikiem, zarowno od strony teoretycznej jak tez praktycznej, tym samym
przygotowany jest do prowadzenia badan naukowych. Temat podjety przez Doktoranta jest
atrakcyjny z punktu widzenia naukowego i aplikacyjnego, o czym $wiadczy miedzy innymi
fakt, ze cze$¢ wynikow zwigzana z tematem rozprawy, w tym wchodzace w jej zakres, zostata
opublikowana w 4 pracach oryginalnych w czasopismach z list JCR oraz objeta ochrong w
dwoch patentach. Wysoko oceniam poziom merytoryczny badan wykonanych przez
Doktoranta. Opracowat efektywna i wygodna metod¢ syntezy na no$niku statym oligomerow
zawierajacych 1,4-dipodstawione pierscienie triazolowe. Kandydat jest wspotautorem 9 prac,
ktore ukazaty si¢ w czasopismach z listy JCR. W wypadku doktoranta, to bardzo dobry dorobek
naukowy. Recenzowana rozprawa doktorska spelnia wymagania ustawowe (Ustawa o0
stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003
roku z pézniejszymi zmianami (Dz. U. 1789 z 27 wrze$nia 2017 roku) oraz rozporzadzenia
MNiSz (w sprawie szczegOtowego trybu przeprowadzania czynnosci w przewodach
doktorskim 1 habilitacyjnym oraz w postegpowaniu o nadanie tytutu profesora z dnia 19 stycznia
2018 r. (Dz. U. poz. 261 z dnia 30 stycznia 2018 roku) oraz zwyczajowe, dlatego tez wnoszg
do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu = Warszawskiego 0  dopuszczenie

mgr. Bartlomieja Fedorczyka do dalszych etapow przewodu doktorskiego.



