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Recenzja pracy doktorskiej mgr Marii Rozanowskiej

zatytulowanej ,,Nowe cykliczne analogi wybranych peptydéw opioidowych - wplyw
ugrupowania biarylowego na wlasciwosci konformacyjne, stabilno$¢ proteolityczng i

aktywnos¢ biologiczng”

Krotkie peptydy maja ograniczone zastosowanie jako potencjalne $rodki
farmaceutyczne ze wzgledu na labilno$¢ konformacyjng, a takze podatno$¢ na degradacje
proteolityczng. Nie bez powodu wigc, badania dotyczace peptydow cyklicznych cieszg si¢ w
ostatnich dziesigcioleciach coraz wigksza popularnoscig. Cykliczne peptydy wykazuja szereg
korzystnych wtasciwosci w poréwnaniu ze swoimi liniowymi odpowiednikami. Po pierwsze sa
bardziej odporne na degradacje enzymatyczng, co powoduje wzrost stabilno$ci metaboliczne;.
Dodatkowo, cyklizacja ogranicza liczb¢ mozliwych konformacji peptyddéw, co moze wpltywac
na wzrost selektywnosci oraz powinowactwa wzgledem odpowiednich receptorow oraz biatek
docelowych. Istnieje wiele metod otrzymywania cyklicznych peptydow, a szczegolnie ciekawe
wydajg si¢ te, ktore dotyczg reakcji tanhcuchow bocznych reszt aminokwasowych nalezacych
do peptydu. |Do tego nurtu badan mozna wtaczy¢ przedtozong mi do recenzji prac¢ doktorska
mgr Marii Rézanowskiej, wykonang pod kierunkiem dr. hab. Marka Lisowskiego. Tematyke

pracy uwazam za aktualng i wazna.

Recenzowana rozprawa napisana zostala na 165 stronach, a jej uktad jest typowy dla
prac chemicznych. W rozprawie wyrdzniono kilka czgéci. Na poczatku znajduje si¢ wstep
teoretyczny, po nim Doktorantka przedstawita cel pracy, nast¢pnie jest rozdziat zatytulowany
,Materiaty 1 metody”, w ktorym opisane zostaly zastosowane metody analityczne, oraz
procedury przeprowadzonych badan i syntez. Kolejne rozdziaty to ,,Wyniki i dyskusja” oraz

,Podsumowanie”. Dalej znajduje si¢ spis rysunkéw i tabel, a na koncu spis literatury cytowane;j



— 303 pozycje. Do pracy Doktorantka dotgczyta ptytke CD zawierajacg suplement (106 stron),
w ktorym umieszczono chromatogramy HPLC, LC-MS, widma ESI-MS, ESI-MS/MS i widma
CD. W Suplemencie znajduja si¢ takze tabele z przesunigciami chemicznymi protondw,
atomoéw wegla 1 azotu otrzymanymi z pomiarow NMR, wykonanych dla otrzymanych
zwiazkow. Dotaczony suplement jest dowodem duzej liczby analiz i badan, wykonanych w

czasie realizacji pracy doktorskie;j.

Wstep teoretyczny, zawierajacy pie¢ podrozdziatow, dobrze wprowadza w tematyke
badan wlasnych Kandydatki. Znajduje si¢ w nim charakterystyka peptydéw opioidowych i ich
cyklicznych analogow, opis zwigzkéw biarylowych, a takze naturalnych peptydow, w ktorych
ugrupowanie biarylowe wystepuje. Na koncu tego rozdziatu Doktorantka oméwita mechanizm
reakcji Suzukiego-Miyaury 1 warunki jej zastosowania do cyklizacji peptydoéw. Poziom
merytoryczny tej czgsci rozprawy jest wlasciwy dla prac doktorskich i dobrze przygotowuje do
czytania rozdzialu, w ktorym omowione zostaty badania wlasne. Umieszczone w pracy rysunki,

schematy reakcji i tabele, utatwiajg lekture tekstu.

Glownym celem pracy doktorskiej mgr Rozanowskiej byta synteza, a nastgpnie analiza
konformacyjna nowych cyklicznych analogéw wybranych peptydow opioidowych. Cyklizacja
zostala wprowadzona poprzez utworzenie mostka biarylowego (czyli wigzania migdzy
atomami wegla w pozycji meta lub para pierScieni aromatycznych Tyr 1 Phe), w wyniku
przeprowadzenia reakcji Suzuki-Miyuary, a wplyw obecno$ci mostka biarylowego na
konformacje peptydu zbadano wykorzystujac metode dichroizmu kolowego i NMR.
Dodatkowymi celami pracy bylo zbadanie wptywu wprowadzonej cyklizacji na trwalos¢

proteolityczng, fragmentacj¢ peptydow, a takze na powinowactwo do receptora opioidowego
[T

Pierwszym etapem pracy byla synteza liniowych peptydéw na fazie statej. W wypadku
peptydow P1-P16, zawierajacych Phe jako ostatni aminokwas tzw. sekwencji wiadomosci,
reakcje borylowania Miyaury przeprowadzono bezposrednio na nosniku stalym. Po reakcji
borylowania do peptydow na ich N-koncu przytaczono odpowiedng, zawierajaca atom jodu w
pierscieniu, pochodna Tyr (Boc-Tyr( 3-J,But), Phe (Fmoc-Phe(4-J) lub Fmoc-Phe(3-])). W
wypadku peptydow P17-P19 borylowanie na nos$niku nie powiodto si¢, dlatego na N-konce
syntetyzowanych peptydéw wprowadzono otrzymane wcze$niej pochodne boronowe tyrozyny lub
fenyloalaniny. Po zakonczonych syntezach peptydy poddano cyklizacji na fazie stale;j,
przeprowadzajac reakcj¢ Suzuki-Miyaura. Cykliczne peptydy odszczepiono od fazy statej i

oczyszczono. W efekcie syntez Doktorantka otrzymala 19 nowych cyklicznych peptydow,



zawierajacych ugrupowanie biarylowe i dodatkowo 9 peptydéw liniowych, ktore postuzyty jako
peptydy odnosnikowe w przeprowadzonych badaniach (CD i biologiczne). Wszystkie otrzymane
zwigzki zostaly zidentyfikowane z wykorzystaniem spektrometrii mas (ESI-MS), tandemowej
spektrometrii mas (ESI-MS/MS) oraz pomiaréw NMR, a ich jednorodnos¢ sprawdzono wykonujac
analizy HPLC. Wszystko wydaje si¢ takie proste dopoki nie rozpoczniemy czytania rozdziatu pod
tytulem ,,Wyniki 1 dyskusja”. Czytajac ten rozdzial dowiadujemy si¢, ze Doktorantka musiata
rozwigzac¢ wiele problemow, a w wypadku jodopochodnych aminokwasow wilasciwie od podstaw
zaprojektowa¢ metode ich otrzymywania. Efektem pracy jest opracowanie nowej metody syntezy
jodopochodnej estru metylowego Fmoc- i Boc-Tyr(Bu’) z wykorzystaniem soli srebra w $rodowisku
zasadowym. Doktorantka tez jako pierwsza, zastosowala ostong tert-butylowa na grupie fenylowej
jodopochodnej Tyr bioracej udzial w reakcji Suzuki-Miyaura. Wszystkie przeprowadzone
eksperymenty sg szczegdlowo udokumentowane poprzez wykonanie szeregu analiz, ktérych
wyniki (widma, chromatogramy) zestawione zostaly w pracy badz suplemencie. Jestem pod
wrazeniem ogromu prac wykonanych podczas dobierania warunkow reakcji borylowania Miyaura,
a nastgpnie cyklizacji metoda Susuki-Miyaura na fazie statej. Doktorantka pokazata, ze bardzo
dobrze radzi sobie w laboratorium, potrafi analizowa¢ otrzymane wyniki i optymalizowaé warunki
reakcji tak, aby uzyska¢ zaplanowany produkt z optymalng wydajnoscig. Mgr Rozanowska
wykazala si¢ pracowitoécig i cierpliwoscig. Dobieranie warunkow reakcji prowadzonej na fazie
statej jest dosy¢ uciazliwe, bo aby si¢ dowiedzie¢ jaki jest wynik reakcji otrzymywania produktu
posredniego, musimy kazdorazowo odszczepi¢ peptyd od nosnika i dopiero wtedy podda¢ go

analizie.

Otrzymane cykliczne analogi peptydow opioidowych zawierajacych mostek bifenylowy
zostaly poddane badaniom konformacyjnym, podczas ktorych wykorzystano spektroskopie
dichroizmu kolowego i NMR. Badania CD pokazaly, ze na ksztalt widm duzy wplyw ma
konfiguracja utworzonego mostka biarylowego, natomiast mniejszy wielko§¢ pierscienia
wynikajaca z rdznej liczby aminokwasoéw tworzacych strukture cykliczng. Wyniki badan NMR
pokazaty, ze omawiane peptydy przyjmuja w roztworze konformacj¢ -zgiecia typu IV, ktére nie
jest jednak stabilizowane przez wigzanie wodorowe, a peptydy, w ktérych w utworzeniu mostka
biarylowego uczestniczy atom wegla w pozycji para pierscienia Phe, charakteryzujg si¢ mniejsza

swoboda konformacyjna.

W wypadku peptydu P4 i jego liniowego odnosnika, Met-enkefaliny, wykonano badania
dokowania molekularnego. Wyniki badan pokazaly, ze biarylowy analog nie przyjmuje
bioaktywnej konformacji Met-enkefaliny, czym mozna wytlumaczy¢ niskie powinowactwa

otrzymanych cyklicznych analogéw peptydow opioidowych wzgledem receptora opioidowego L.



Lektura rozdziatlow trzeciego, w ktérym zebrane zostaly opisy przeprowadzonych

syntez i w szczegdlnosci czwartego, zawierajgcego wyniki przeprowadzonych eksperymentow,

liczne chromatogramy i widma uzyskane podczas przeprowadzonych syntez i badan upewnia,

ze mgr Maria Rézanowska zrealizowata zaktadane cele pracy doktorskie;.

Rozprawa zostata napisana w logiczny sposob, na ogét poprawnym jezykiem, jednak

znajduje si¢ w niej troche bledow literowych, niepotrzebnie wprowadzonych w tekst stow

angielskich oraz niefortunnych zwrotow. W trakcie czytania pracy nasun¢to mi si¢ kilka uwag

oraz znalaztam troche btgdow. Jedng z uwag jest ta, ze spis otrzymanych cyklicznych peptydow,

ktéry znajduje si¢ na poczatku rozdziatu ,,Wyniki i dyskusja” powinien by¢ umieszczony

réwniez w celu pracy, bo to utatwitoby jej czytanie. Jesli chodzi o btedy, to niektére z nich, z

obowigzku recenzenta, przedstawitam ponize;j:

1.

Jesli badamy wptyw zwigzkow na grzyby, to badamy aktywno$¢ przeciwgrzybowa, a
nie przeciwgrzybiczg.

Str. 43, widma CD rejestruje si¢ zazwyczaj stosujac spektropolarymetr, a w pracy jest
napisane, ze w tym celu uzyto spektrofulorymetru, prosze o wyjasnienie.

Str. 48 test chloranilowy wykonujemy stosujac roztwor chloranilu, a nie p-chloroaniliny.
Kilka razy Doktorantka umiescita w tek$cie niewtasciwe zapisy pochodnych i tak na str.
55 (13 linia od dotu) zamiast zapisu estru metylowego pochodnej boronowej jest zapis
produktu hydrolizy (Boc-Tyr(3-Bpin, ‘Bu)-OH), na str. 56 (7 linia od dotu), zamiast zapisu
estru metylowego pochodnej boronowej Phe - Boc-Phe(4-Bpin)-OMe umieszczono zapis
estru metylowego jodopochodnej Phe - Boc-Phe(4-1)-OMe.

Str. 70, w tytule podrozdziatu I11.3.2.2.2. umieszczono zapis pochodnej Boc-Phe(4-1)-OH,
a powinien by¢ Boc-Phe(4-Bpin)-OH.

Na str. 71 napisano, ze w trakcie syntezy peptydu P18 uzyto Boc-Tyr(3-Bpin, ‘Bu)-OH, a
powinno by¢ Boc-Phe(4-Bpin). Podobnej zamiany dokonano na str. 72, do syntezy peptydu
P19 uzyto Boc-Tyr(3-Bpin, ‘Bu)-OH, a nie jak podano Boc-Phe(4-Bpin)-OH.

Na rys. 45, umieszczonym na str. 90 sg dwa btedy. Po potraktowaniu peptydylozywicy
roztworem TFA, oznaczonym na schemacie syntezy cyfrg 7, nie powinno juz by¢ grupy
tritylowej na N-koncowej grupie aminowej peptydu. Brakuje tez grupy Boc na N-koncu
otrzymanego pentapetydu.

Na str. 98 znalaztam btedy w tabeli 7. W wypadku peptydu P5 otrzymanego po
odszczepieniu od nos$nika, na jego N-koncu powinno by¢ ugrupowanie Fmoc, natomiast
grupy tej nie powinno by¢ w wypadku peptydu P9 (ta sama kolumna tabeli). W wypadku

peptydu P16 nie powinno juz by¢ ugrupowania Boc na N-koncu odszczepionego peptydu.



9. Btledy znalaztam réowniez na rys. 54 umieszczonym na str. 100. W pokazanym wzorze
peptydu, ktorego sekwencje zapisano w podpisie rysunku, zamieniono miejscami
jodopochodng Tyr i jej pochodna boronowa, ktora to powinna znajdowac si¢ na N-koncu
peptydu. Dodatkowo w podpisie rysunku w sekwencji peptydu na C-koncu powinna by¢

Leu, a nie Ile.

Dostrzezone przeze mnie usterki i niescistosci w zadnym razie nie majg wptywu na wartos¢
naukowg pracy, a prawdopodobnie wynikajg z duzej liczby zaréwno otrzymanych zwigzkow
jak 1 rysunkéw, ktore si¢ znajduja w pracy i suplemencie.

Podsumowujac, wysoko oceniam poziom merytoryczny badan przedstawionych w
rozprawie. Zostaly one dobrze zaplanowane i wykonane. Zakres wykonanych badan jest
szeroki: od pracochtonnych syntez chemicznych i1 oczyszczania ich produktow, przez
fizykochemiczne analizy otrzymanych liniowych 1 cyklicznych peptydow, do badan
strukturalnych i biologicznych. Na uznanie zastuguje bardzo duza ilo§¢ wykonanych analiz,
ktére sa dowodem przeprowadzonych syntez, wiedza ktéora umozliwita interpretacje
uzyskanych wynikow, a takze sposob ich prezentacji 1 prowadzenia dyskusji przy ich
omawianiu. Wszystkie umiejetnosci jakimi wykazala si¢ Doktorantka pozwalaja stwierdzi¢, ze
jest ona dobrze przygotowana do podejmowania ré6znorodnych wyzwan naukowych.

Z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Marii R6zanowskiej
zatytulowana ,Nowe cykliczne analogi wybranych peptydow opioidowych - wplyw
ugrupowania biarylowego na wlasciwosci konformacyjne, stabilno$¢ proteolityczng i
aktywno$¢ biologiczng” stanowi cenny wktad w nauke i spetnia wszystkie kryteria ustawowe
(Ustawa o stopniach 1 tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14
marca 2003 roku (Dz. U. Nr 65 poz. 595), dlatego zwracam si¢ z wnioskiem do Rady
Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie mgr

Marii Rézanowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.



