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Autoreferat rozprawy doktorskiej

“ Synteza, badanie powinowactwa do receptora Neuropiliny-1 oraz

aktywnosci biologicznej nowych peptydomimetykow.”
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Neuropilina-1 (NRP-1) jest jednym =z najwazniejszych receptorow naczyniowego
srodbtonkowego czynnika wzrostu VEGF-Asgs. Pelni funkcje ko-receptora dla VEGFR, ktory
jest glownym receptorem dla VEGF-Ajgs. NRP-1 uczestniczy takze w zwigkszaniu
transdukcji sygnatu w komorce, ale moze rowniez dziata¢ niezaleznie. NRP-1 odgrywa wazng
rolg w angiogenezie, czyli procesie powstawania nowych naczyn wtosowatych. Wzrost sieci
naczyniowej jest niezbedny dla wielu procesoéw fizjologicznych, a ponadto wystepuje w wielu
stanach patologicznych zachodzacych w organizmie. Jego indukcja wymaga wigzania
czasteczek sygnatowych do receptorow na powierzchni komoérek srodbtonka. W przypadku
raka lub retinopatii cukrzycowej, jednym z czynnikéw wptywajacych na progresje choroby
jest nadmierna angiogeneza, w przeciwienstwie do uposledzonego gojenia si¢ rany i udaru,
ktore sa zwigzane z niewystarczajacym tworzeniem naczyn wilosowatych. Odpowiednie
kompleksy ligand-receptor inicjuja szlaki sygnatowe, ktore promuja wzrost i przezycie
nowych naczyn krwionos$nych. Nadekspresj¢ NRP-1 wykazano w liniach komorek rakowych,
jak réowniez w roznych guzach pierwotnych, np. raka piersi, zoladka 1 jelita grubego.
Korelacja pomiedzy rozwojem nowotworow a zwigkszong gestosciag NRP-1 na komoérkach
sprawia, ze receptor ten jest celem terapeutycznym w leczeniu raka. Sugeruje si¢, ze NRP-1
moze by¢ glownym receptorem dla VEGF-Ajss wystepujacym na blonie komorek guza,
podczas gdy interakcja VEGF-A;45/NRP-1 moze by¢ najistotniejszg przyczyna angiogenezy
w chorobach nowotworowych. Kompleks ten zwigksza przezywalnos¢ komorek
nowotworowych, ich proliferacj¢ i stymuluje zlosSliwy postep w przerzutach. Metody
modulacji angiogenezy mogg by¢ skuteczniejszym narzedziem przeciw chorobom zwigzanym

Z tym procesem.



Przedstawiona praca doktorska prezentuje optymalizacje dwoch testow przesiewowych, ktore
sg niezbedne do identyfikacji najlepszych peptydomimetykow wykazujacych powinowactwo
do NRP-1. Pierwszy z nich pozwolil na okreslenie aktywno$ci hamujacej tworzenie si¢
kompleksu VEGF-A165/NRP-1 zaprojektowanych zwigzkow. Badania te przeprowadzono w
w Institut Imagine w Paryzu, we wspoélpracy z dr Yves Lepelletier. Przedstawione wyniki
pokazaty, ze test typu ELISA z detekcja chemiluminescencyjng byt o wiele czulszym
narzedziem, w poroéwnaniu z testem kolorymetrycznym uzywanym wczesniej do badan
powinowactwa NRP-1 w Laboratorium Peptydow. Nastepny test przesiewowy dotyczyt
stabilnosci proteolitycznej. Wykazano istotny wplyw przygotowania probek krwi do procesu
degradacji enzymatycznej, w szczegdlnosci przy zastosowaniu antykoagulantow.

Drugim celem przedstawionej rozprawy doktorskiej byto zaprojektowanie, synteza oraz
badania biologiczne peptydomimetykéw 0 wysokim powinowactwie do NRP-1, przy
jednoczesnej wysokiej stabilno$ci enzymatycznej. Z przeprowadzonych do tej pory badan
dotyczacych wymagan strukturalnych ligandéw receptora NRP-1 wynika, ze aktywny peptyd
powinien spetnia¢ tzw. regut¢ C-konca (ang. C-end rule), czyli posiada¢ C-terminalny motyw
R/IKXXR/K. Grupa profesora Perret z Université Paris 13 opracowata i udowodnita
antyangiogenng i przeciwnowotworowg aktywno$¢ heptapeptydu A7R (ATWLPPR). Na
podstawie tych badan, w Laboratorium Peptydow Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego opracowano rozgalezione peptydy o ogoélnym wzorze H-Lys-(hArg)-AA?-
AA3-Arg-OH, ktore wykazuja lepsza aktywno$¢ hamujaca kompleks VEGF-Aqs5/NRP-1 niz
macierzysty peptyd A7R. Zaprojektowane nowe peptydomimetyki byly oparte na tejze
ogolnej sekwencji aktywnych inhibitoréw. Modyfikacje wprowadzano stopniowo w celu
optymalizacji poszczegdlnych fragmentéw czasteczki. Potwierdzono znaczenie C-koncowej
grupy karboksylowej Arg obecnej w kazdej sekwencji. Nastepnie zsyntetyzowano rodzing
peptydomimetykow, w ktorej pozycje AA? i/lub AA® zastapiono monomerami PNA,
sarkozyng 1 mimetykami Pro o rdéznej sztywnosci i wielkoSci pierScienia. Wyniki
powinowactwa do NRP-1 i stabilno$ci enzymatycznej otrzymanych zwigzkéw umozliwity
wybranie najlepszych analogéw o 2-4 razy nizszej wartosci ICsp, w poréwnaniu do
wyjsciowych sekwencji. Otrzymane wyniki postuzyty dalej jako podstawa do dalszych
modyfikacji struktur czasteczek.

Badania stabilnosci enzymatycznej ujawnily, ze wigzanie Lys-ge-hArg stosunkowo szybko
ulega hydrolizie enzymatycznej, dlatego wigzanie amidowe w tym fragmencie zostato
zastgpione wigzaniem mocznikowym z uzyciem pochodnej Arg (Arg"). Ta modyfikacja miata

korzystny wpltyw na stabilno$¢ proteolityczna, bez niekorzystnego wptywu na hamujaca



aktywnos$¢ wigkszosci zwigzkow. Inna zaprojektowana rodzina zwigzkow zawierata fragment
Cys lub Cys-Asp na N-koncu gtéwnego tancucha peptydomimetykow, lub na grupie a-
aminowej hArg. W tej samej kombinacji zastosowano jednostke mocznikowg Cys". Badania
nad powinowactwem zwigzkéw do NRP-1 wykazaty 100-krotny spadek wartosci I1Csy dla
analogdéw zawierajacych Cys w porownaniu z macierzystym peptydomimetykiem, niezaleznie
od miejsca przytaczenia w sekwencji. Jednakze stabilno$¢ enzymatyczna tych zwigzkéw
ulegta znacznemu obnizeniu. Otrzymane zwiazki poddano nast¢pnie dimeryzacji przez mostki
dwusiarczkowe tworzgce homodimery. Jeden z dimerow wykazal najwyzsze powinowactwo
do NRP-1 ze wszystkich zaprojektowanych peptydomimetykéw. Co wigcej, zwigzek ten byt
réwniez bardzo odporny na degradacj¢ enzymatyczna.

Badano réwniez wplyw najlepszych zwigzkéw na zywotno$¢ s$rodbtonkowych i
nowotworowych linii komorkowych. Testy zywotnosci komoérek nie wykazaly znaczacego
wptywu peptydomimetykéw na szlak sygnatowy zwigzany z proliferacja komorek. Jednak
uzyskane wyniki $wiadcza o braku cytotoksycznosci badanych zwigzkow.

Wyniki zalezno$ci struktura-aktywnos$¢ przedstawione w ramach zrealizowanej pracy
doktorskiej dostarczaja nowego wgladu w wymagania strukturalne zwigzkéw hamujacych
powstawanie kompleksu VEGF-Ajss/NRP-1. Opisane peptydomimetyki mogg rowniez
przyczyni¢ si¢ do postgpu w opracowywaniu nowych lekow przeciwko chorobom
skorelowanym ze wzrostem naczyn wlosowatych. Choroby zwigzane z nadmierng, a takze

niewystarczajacg angiogenezg sg jednym z gtownych wyzwan we wspotczesnej medycynie.



