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Recenzja pracy doktorskiej mgr Marii Rézanowskiej, pt.: ”Nowe cykliczne analogi
wybranych peptydéw opioidowych — wplyw ugupowania biarylowego na wlasciwosci

konformacyjne, stabilno$é proteolityczng i aktywnos$¢ biologiczna”

Pani mgr Maria R6zanowska zrealizowata prace doktorska pod opieka dr hab. Marka
Lisowskiego w Zespole Inzynierii Peptydéw na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Wroclawskiego. Gléwnym celem pracy doktorskiej Pani mgr Marii R6zanowskiej byla synteza
makrocyklicznych peptydéw z zastosowaniem reakcji Suzuki-Miyaura oraz analiza struktury i
funkcji otrzymanych potaczen.

Tematyka doktoratu dotyczgca nowoczesnej chemii peptydow doskonale wpisuje si¢ w
nurt badawczy z powodzeniem realizowany od wielu lat w Zakladzie Inzynierii Peptydow.
Makrocyklizacja peptydow z udziatem grup bocznych jest szeroko badana a wyniki badan w
tym zakresie pozwolily na odkrycie wielu wartosciowych zwigzkéow. Niewatpliwie temat
podjety przez Doktorantke jest wazny a rozwigzany problem otrzymania makrocykli
peptydowych z zastosowaniem reakcji Suzuki-Miyaura nietrywialny.

Rozprawa doktorska Pani Marii R6zanowskiej liczy 165 stron i dodatkowo zawiera
suplement zapisany na ptycie DVD, w ktérym znajdziemy dodatkowe tabele, rysunki, widma
MS, CD i chromatogramy. Praca jest napisana w uktadzie klasycznym i zawiera: wstep (25

stron), cel pracy (2 strony), materiaty i metody (37 stron), wyniki i dyskusje (63 strony),
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podsumowanie (3 strony) oraz 303 odnosniki do literatury. Praca pod wzgledem jezykowym
jest napisana poprawnie i w sposéb latwy do zrozumienia a jednoczesnie wykonane
eksperymenty sg przedstawione z odpowiednig dbatoscia o szczegolty. W pracy jest niewielka
liczba usterek edytorskich (np. strona 96, linia 5) jednakze nie utrudniaja one znaczaco czytania
pracy i przez to nie sg warte dyskusji w niniejszej recenzji. Warto natomiast wspomniec¢ o
szeregu kolorowych rysunkéw, ktore bardzo dobrze ilustruja dyskutowane zagadnienia i sg
przygotowana z odpowiednig staranno$cia. Nietypowa praktyka jest umieszczanie podpisow
nad rysunkami.

Wstep do pracy doktorskiej Pani mgr Marii Rozanowskiej jest relatywnie krotki i
zawiera najwdzniejsze informacje z zakresu badan peptydéw opioidowych oraz strategii
cyklizacji peptydow, a w szczegOlno$ci zastosowanie mostkow biarylowych. Omoéwiona
zostala takze reakcja Suzuki-Miyaury — opisano mechanizm, oraz mozliwosci zastosowania w
syntezie makrocykli peptydowych. Niestety we wstgpie brakuje przedstawienia szerszego
kontekstu makrocyklizacji peptydéw z uzyciem grup bocznych reszt aminokwasowych,
pomimo tego, ze w literaturze opisano zastosowanie wielu ciekawych i nieoczywistych reakcji
chemicznych.

Nastepnie przedstawiony jest cel pracy oraz krotkie uzasadnienie wykonanych badan.
Pomimo odniesienia si¢ w tym fragmencie tekstu do literatury nie zostaly bezposrednio
wskazane zadne wczesniejsze artykuty.

Rozdzial Materialy i Metody zostal przygotowany z duza starannoscig i zbiera
wszystkie szczegoly eksperymentalne wykonanych prac. Opisano zostaty metody analityczne,
syntetyczne a takze przedstawiono szczeg6towa analize wszystkich otrzymanych pochodnych.
Co wiecej otrzymujemy takze szereg odniesien do suplementu, gdzie umieszczono
chromatogramy i widma MS. Jednakze brakuje informacji o znalezionych kontaktach migdzy
protonami peptydu, ktére umozliwity otrzymanie modeli struktur.

Najwazniejsza cze$¢ rozprawy — Wyniki i Dyskusja jest napisana w sposob dobrze
przemyslany i klarowny. Zaskakujaca niespdjno$¢ napotykamy w rozdziale ,synteza
pochodnych aminokwasowych”, gdzie na poczatku przedstawiono wyniki dotyczace syntezy
konicowych peptydéw z zastosowaniem pochodnych benzylowych tyrozyny. Jest to oczywiste
uzasadnienie dla wyboru syntezy pochodnych tert-butylowych, jednakze nie zostaly
przedyskutowane reakcje prowadzace do przedstawionych peptydoéw zablokowanych grupa
benzylowa.

Najcenniejszg czeécig pracy jest optymalizacja syntez odpowiednych pochodnych

aminokwasowych oraz ich zastosowanie do syntezy peptydow. Rozbudowane tabele opisujgce
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przetestowane warunki reakcji $wiadcza o nie trywialnosci tego zadania z jednej strony a
istotnosci wynikow z drugiej. Nalezy jednakze wskaza¢ drobna niescisto$¢ w opisywanych
wynikach — produkt C w tabelach 3, 4 i 5 jest po prostu nieprzereagowanym substratem.
Zastosowanie otrzymanych pochodnych boronowych jak i boronowanie prekursoréw na
podtozu stalym ostatecznie umozliwily otrzymanie znaczacej liczby cyklicznych peptydow.

W drugiej czesci pracy otrzymane makrocykle sa szczegétowo przeanalizowane z
zastosowaniem tandemowe] spektrometrii mass, magnetycznego rezonansu jadrowego oraz
dichroizmu kotowego, co pozwala na otrzymanie calosciowego obrazu preferencji
konformacyjnych. Analiza NMR wykazata stabilno$¢ konformacyjna wigkszosci peptydow. Co
cickawe, zaobserwowano znaczace roznice w preferencjach konformacyjnych w grupie
analogéw enkefalin, ktére byly zalezne od sposobu makrocyklizacji a nie od sekwencji (np.:
peptyd P5 vesus P6). Niestety nie zostaly przedyskutowane bezposrednio obserwowane na
widmach kontakty miedzy protonami, ktére bezposrednio definiuja zakres mozliwych
konformacji. Bardzo ciekawa jest takze analiza CD otrzymanych peptydéw, jednakze brak
widm w tekscie rozprawy znaczgco utrudnia $ledzenie przedstawionych analiz.

W kolejnym rozdziale opisano stabilno$¢ proteolityczna w eksperymentach z udziatem
chymotrypsyny. Jednoznacznie mozna wskaza¢, ze wszystkie otrzymane makrocykle sg
bardziej oporne na hydrolize, niz ich liniowe odpowiedniki. W tym przypadku warto byloby
zmierzy¢/oszacowaé wartosci czasu potowicznego trawienia dla obu grup zwigzkow, co w
sposob ilosciowy pokazatoby przewage analogdw cyklicznych.

Ostatnie dwa podrozdziaty sekcji Wyniki i Dyskusja dotycza aktywnosci biologicznej
zsyntezowanych peptydow makrocyklicznych. Niestety wszystkie zwigzki cykliczne sa
znaczaco mniej aktywne niz ich analogi liniowe. Wyniki modelowania molekularnego
potwierdzaja znaczace rdznice wigzania zwigzkoéw liniowych i cyklicznych.

Poza kwestiami juz wskazanymi w niniejszej recenzji chcialbym, aby w czasie obrony
Doktorantka przedyskutowala nastepujace kwestie:

1. W jaki sposob opracowane strategie syntetyczne rozbudowujg potencjat

otrzymywania nowych makrocykli peptydowych?

2. Co moze by¢ przyczyng r6zni¢ w stabilnosci konformacyjnej peptydow P6 i P7

wzgledem peptydu PS5, ktére roznig sie sposobem polaczenia grup arylowych?
Prosze takze o przedyskutowanie analogicznych obserwacji dla innych grup

peptydow.



3. Czy na podstawie uzyskanej wiedzy mozna zaproponowa¢ nowe makrocykle o
potencjalnie wyzszej aktywnosci biologicznej (w poréwnaniu do tych opisanych w
dyskutowanej rozprawie doktorskiej)?

Podsumowujac, rozprawe doktorskg Pani Marii R6zanowskiej oceniam bardzo dobrze.
Wpisujac sie w nowoczesne trendy badan nad peptydami makrocyklicznymi, Doktorantka
uzyskata szereg wartosciowych wynikéw. Co wazne, pomimo znaczacych trudnosci
Doktorantka otrzymala z sukcesem kilkanascie pochodnych makrocyklicznych. Dodatkowo,
wszystkie zsyntezowane pochodne zostaly kompleksowo przeanalizowane z zastosowanie
szeregu metod eksperymentalnych. Niewatpliwie, opisane wyniki sg znaczagcym wkiadem w
wspdlczesng chemie peptydow. Z tego powodu, z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze
rozprawa doktorska Pani mgr Marii R6zanowskiej spetnia ustawowe (Ustawa o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003
1.) i zwyczajowe wymogi stawiane pracom doktorskim. W zwigzku z powyzszym wnosze¢ do
Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne na Uniwersytecie Wroctawskim o przyjecie
rozprawy i dopuszczenie Pani mgr Marii R6zanowskiej do dalszych etapéw postgpowania

doktorskiego.



