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Recenzja pracy doktorskiej mgr Pauliny Marii Strzeleckiej pt. Synthesis of theta-defensins
analogues and evaluation of their antimicrobial and cytotoxic activity toward selected bacterial
strains and cell lines

(Synteza analogow teta-defensyn oraz ocena wilasciwosci antymikrobiotycznych
i cytotoksycznych zsyntetyzowanych zwigzkow wobec wybranych szczepow bakteryjnych
i linii komorkowych)

Pomimo wielu lat, ktére uplyngty od momentu wprowadzenia do terapii pierwszych
zwigzkow przeciwnowotworowych, to Nasz postep w dziedzinie walki z nowotworami wcigz jest,
niestety, znikomy. Jak zwykle natura wykazuje si¢ ogromnym sprytem, a nowotwory okazujg si¢
by¢ prawdziwymi mistrzami unikow angazujac w swoje przetrwanie nie tylko wszystkie mozliwe
szlaki biochemiczne komorki, lecz takze umiejetnie wplywajac na srodowisko zewnetrzne, co
zapewnia im niekontrolowany rozwdj.

Wecigz jednymi z podstawowych chemoterapeutykow sg interkalatory DNA oraz zwiazki
silnie alkilujgce, pochodne gazow bojowych (iperytu), ktorych biologiczne wlasciwosci zostaty
odkryte, jak czesto bywato w historii nauki, przypadkowo. Ich stosowanie niesie jednak ze soba
wystgpowanie dos¢ powaznych skutkéw ubocznych, a sama warto§¢ terapeutyczna
niejednokrotnie pozostawia wiele do zyczenia. Wprowadzane, w ostatnich latach coraz
intensywnej, wysoce selektywne w dzialaniu przeciwciata monoklonalne, pomimo swych wielu
zalet, takze nie sa pozbawione skutkdw ubocznych, a niestychanie wysoki koszt ich produkcji
sprawia, ze niestety nie s3 powszechnie dostepne.
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Kazda nowa, biologicznie aktywna pochodna moze wi¢c stanowi¢ istotny punkt wyjscia do
opracowania nowej, efektywnej strategii terapeutycznej. I cho¢ wysoce watpliwe jest odkrycie
magicznej pigutki zdolnej do wyleczenia wszystkich typow nowotworow, to kazda, nawet
najmniejsza cegietka prowadzaca do zglebienia Naszej wiedzy na temat mechanizméw
odpowiedzialnych za rozwdj nowotworow jest cenna. Dlatego tez poszukiwanie nowych zwigzkow
o wilasciwosciach przeciwnowotworowych wcigz nalezy do najwigkszych wyzwac wspolczesnej
nauki. W ten nurt wpisuje si¢ takze praca doktorska Pani Pauliny Marii Strzeleckiej dotyczaca
poszukiwania nowych, biologicznie aktywnych, peptydow czy peptydomimetykoéw, obszar
zainteresowan takze od wielu lat intensywnie eksplorowany przez Promotora niniejszej rozprawy,
Profesora Adama Lesnera.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska liczy 161 stron i ma uklad typowy,
powszechnie przyjety dla tego rodzaju opracowan, a zostata przygotowana w jezyku angielskim.
Rozprawa sktada si¢ z szesciu gtéwnych czgsci (Wprowadzenie, Cel pracy, Materiaty i metody,
Wyniki, Dyskusja oraz Podsumowanie) poprzedzonych wykazem najczesciej stosowanych
skrotow oraz krotkim streszczeniem, takze w jezyku polskim. Do pracy zostal takze dodany
zalacznik przedstawiajacy opis przeprowadzonych syntez docelowych pochodnych. Doktorantka
umiescita w swojej rozprawie 64 rysunki oraz 28 tabel, natomiast spis cytowanej literatury
obejmuje 191 pozycje w wigkszosci z ostatnich dziesigciu lat. Do pracy dotaczone zostato takze
oswiadczenie Autorki o samodzielnosci jej wykonania oraz informacja na temat zrodia
finansowania przeprowadzonych badan. Wykaz skrotow obejmuje najwazniejsze skroty uzyte
w pracy Jedyne na co mogtbym zwrdci¢ uwage to skroty rpm, czyli revolutions per minute, a nie
rotation per minute oraz PBS, czyli phosphate-buffered saline, a nie phosphate saline buffer.

Zanim jednak przejde do analizy poszczegdlnych czgsci opracowania, pozwole sobie na
kilka uwag natury ogolnej. Rozprawa doktorska Pani Pauliny Marii Strzeleckiej zostata bardzo
starannie opracowana pod wzgledem edytorskim 1 graficznym, co bardzo korzystnie wplyngto na
jej ogblny odbior i przejrzystos¢ zawartych w niej informacji. Niestety, jezyk angielski budzi moje
zastrzezenia. Autorka nie ustrzegla si¢ bledow stylistycznych, gramatycznych oraz
interpunkcyjnych czy tzw. literowek. Niektore zdania, ze wzgledu na btedng konstrukcje, sa trudne
do zrozumienia. Przyktadowo, btednie uzyto liczby mnogiej w stowie theta-defensins analogues —
a powinno by¢ theta-defensin analogues. Wydaje mi sig, iz przygotowanie rozprawy w jezyku
polskim byloby znacznie korzystniejszym rozwigzaniem, a nie wptyngtoby w zaden sposdb na
przedstawione wyniki z przeprowadzonych badan.

Prace poprzedza krotki Abstract (2 strony) oraz jego ttumaczenie na jezyk polski (2 strony).
Drobna uwaga - prawidtowa forma jest forma zsyntetyzowano, a nie zsyntezowano. Przeglad
literatury zawarty zostat na zaledwie 36 stronach, na ktorych Autorka przybliza czytelnikowi
informacje dotyczace biologicznej roli tzw. obronnych peptydoéw gospodarza (HDP, host defence
peptides). Autorka omawia ogromng roznorodno$¢, zarowno strukturalng, jak i funkcjonalng
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peptydow HDP pochodzacych z réznych, czesto bardzo odlegtych filogenetycznie organizméw,
przedstawia takze podstawowe mechanizmy ich dziatania. Interesujace jest takze zestawienie
(Tabela 4) przez Autorke peptydow czy peptydomimetykow znajdujacych si¢ obecnie w fazie
badan klinicznych. Szkoda tylko, ze zabrakto informacji, ktére firmy prowadza owe badania.
W dalszej czesci Autorka skupita swoja uwage na defensynach, szczegdlnie na stanowigcych
przedmiot dysertacji — teta-defensynach. Znajdujemy tu zaré6wno rys historyczny dotyczacy ich
odkrycia, struktury chemicznej czy przegladu ich niezwykle interesujacych witasciwosci
biologicznych jak dziatanie przeciwbakteryjne czy przeciwwirusowe. Na szczegdlng uwage
zastuguje fakt, iz przeciwnowotworowe wiasciwosci teta-defensyn nie zostaty dotychczas opisane
w literaturze naukowej i to wlasnie sktonito Panig Pauling Strzelecka do podjecia si¢ opisanych
w rozprawie badan. Ten fragment przegladu literaturowego jest bardzo interesujacy, szczeg6lnie
ze Autorka podejmuje si¢ trudnego zadania jakim jest proba usystematyzowania informacji
dotyczacych teta-defensyn: whasciwosci przeciwbakteryjnych, stabilnosci, strategii otrzymywania
czy w koncu ich utleniania do natywnej formy. Szkoda, ze Autorka nie rozwingta opisu strategii
syntezy natywnej formy RTD-1 polegajacej na jednoczesnej cyklizacji i utlenianiu jej prekursora.

W tym miejscu chciatbym jednak zada¢ Autorce kilka pytan. Czym sg nie natywne (non-
native) aminokwasy (strona 36)? Ponadto btad wystepuje na Rysunku 15 przedstawiajacym
mechanizm tworzenia mostkow disulfidowych w biatkach. Kolejne podrozdzialy dotycza
peptoidéw i peptomerdw. Jako ze Autorka w czesci eksperymentalnej podjeta si¢ syntezy tego typu
pochodnych, zupetnie niezrozumiate jest, dlaczego ten fragment pracy jest tak szczatkowy (okoto
2 strony)? Szkoda takze, ze opis strategii syntezy peptoidow (monomeryczny i submonomeryczny)
nie zostal przedstawiony na schemacie. Prositbym takze Doktorantk¢ o wyjasnienie nastepujgcego
zdania (strona 44): As monomers forming a peptoid oligomer are connected through imide
bonds.... Czy Autorka moze wskaza¢ wspomniane wigzania imidowe w strukturze tej klasy
peptydomimetykow? Przeglad literaturowy konczy opis, niestety bardzo ogolny (nie liczac Tabeli
10 i Rysunku 19 opis nie przekracza 1 strony!), wykorzystania host defence peptides jako
czynnikow przeciwnowotworowych.

Ostatni podrozdzial (bt¢dnie ponumerowany jako 1.4.1, a powinien by¢ 1.5.1) dotyczy
klasyfikacji nowotworow piersi w oparciu o poziom ekspresji r6znych biatek powierzchniowych.
Na prézno szuka¢ w tym miejscu uzasadnienia, dlaczego akurat ten typ nowotworu zostal ujety w
rozprawie. Nasuwa si¢ takze fundamentalne pytanie — dlaczego ten typ komoérek nowotworowych
zostal wybrany jako obiekt badawczy? Na to pytanie takze nie znalaztem odpowiedzi w obrebie
calej pracy, a argumentacja Autorki o zasadnosci wyboru nowotworu piersi - poniewaz wystepuje
on czesto wsrdd kobiet, a jego biologia zostata dobrze poznana (strona 102) jest mato przekonujaca.

Niestety, w moim odczuciu wstgp jest zbyt ogdlny. Cho¢ Autorka zaakcentowata problemy
pojawiajace si¢ w syntezie teta-defensyn, to brak jest doktadnego przedstawienia sposobow
wykorzystanych w syntezie cho¢ kilku wybranych defensyn. Ponadto niezrozumiale jest
wielokrotne powtarzanie, niemalze w identycznym brzmieniu, tych samych informacji, zZe
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defensyny maja 3 mostki disulfidowe i sa cykliczne i sg bardzo obiecujacymi, potencjalnymi
terapeutykami....

Cele pracy sa jasno sprecyzowane i zgodne z tematem rozprawy (przedstawione na trzech
stronach tekstu), a obejmujg syntez¢ natywnych teta-defensyn i ich analogéw, zaréwno liniowych,
jak 1 cyklicznych, zawierajgcych jedno, centralne wigzanie disulfidowe oraz badania ich
wlasciwosci biologicznych (aktywno$¢ przeciwbakteryjna i cytotoksycznos¢ wobec wybranych
linii komorek normalnych oraz nowotworowych.

Kolejne 14 stron rozprawy stanowi rozdziat Materiaty i metody, w ktorym Autorka skupia
swojg uwagg ha opisie sposobu otrzymywania tytutlowych teta-defensyn oraz ich strukturalnie
uproszczonych analogéw metodami syntezy na podtozu statym, wykorzystanych metod cyklizacji
tancucha czy utleniania reszt cysteiny. W tym rozdziale Autorka przedstawita takze opis
przeprowadzonych badan biologicznych — okreslenie wptywu otrzymanych zwigzkow na rozwoj
hodowli E. coli i S. aureus, ich wlasciwos$ci hemolitycznych wobec ludzkich erytrocytow czy testy
stuzace okresleniu efektu cytotoksycznego wobec komoérek PBMC oraz komoérek zdrowych
i nowotworowych. Cho¢ do tej czes$ci rozprawy nie mam wigkszych uwag, moze poza faktem, iz
nie sg zbyt szczegoétowe (np. dla jednych materiatéw podany jest producent, dla innych juz nie)
chcialbym zwroci¢ uwage na kilka drobnych rzeczy. Wydaje mi si¢, ze btednie opisano plytke dla
badan przeciwbakteryjnych (Rysunek 25) — skoro testowano 6 rdznych stezen kazdego zwiazku na
24-dotkowej ptytce — w uktadzie przedstawionym na rysunku zmierzono jedynie 3 st¢zenia. Czy
to oznacza, ze pozostate stgzenia badano na drugiej ptytce? Opis izolacji komorek PBMC mogt
by¢ nieco doktadniejszy — jest przeciez kilka metod opartych o ficoll. Ktora z nich wykorzystano?
W opisie testu cytotoksycznosci wobec komorek nowotworowych pojawia si¢ stwierdzenie To
deremine cell viability the absorbance of samples against background control as blank was
measured. Prositbym o wyjasnienie, czym byta kontrola w tym pomiarze. W opisie testu 3D
okreslajacego wplyw badanych zwigzkéw na komoérki nowotworowe zabrakto informacji, jakie
stezenia zwigzkow uzyto do testu, a jest to de facto rozdziat Materiaty i metody.

W tym miejscu pragnatby zada¢ Autorce pytanie, dlaczego w testach majacych na celu
okreslenie wptywu otrzymanych zwigzkow na uwrazliwienie komoérek nowotworowych na
doksorubicyne nie wykorzystano linii MDA-MB-231-DR, czyli linii opornej na dziatanie tego
cytostatyku? Wydaje mi sig, ze mogloby to prowadzi¢ do uzyskania bardzo ciekawych wynikow.

W opisie sposobu wykonania testow okres§lajacych stabilno$¢ otrzymanych zwiazkéw
pojawia si¢ stwierdzenie, ze 1mg peptydu rozpuszczono w 500ul buforu PBS uzyskujac stezenie
okoto 1mM. Okoto? Czy nie mozna bylto przygotowac¢ doktadnie 1mM roztwordéw? Przeciez r6znia
si¢ one masg molowa! Wedlug mnie jest to istotne zaniedbanie eksperymentalne. Poza tym, jakiej
doktadnie kolumny analitycznej uzyto w tym miejscu w analizie HPLC?
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Wyniki uzyskane w trakcie prowadzonych badan zostaty przedstawione na 29 stronach
rozprawy. Jako ze wyniki dotycza czes$ci chemicznej 1 biologicznej, ich analiz¢ pozwolitem sobie
takze rozdzieli¢ na dwie czegsci. Cze$¢é chemiczna rozdziatu zawiera wyniki analiz HPLC oraz
MALDI-TOF dla wigkszo$ci z otrzymanych zwigzkow. Autorka uzasadnia takze, dlaczego na
skutek trudnosci w izolacji docelowego zwigzku z mieszaniny poreakcyjnej porzucita pomyst
syntezy zaplanowanych peptomerdéw. Szkoda tylko, ze nie podjeta dalszych prob rozwigzania tego
problemu. Tym bardziej szkoda, ze nie podj¢ta si¢ syntezy pozostalych liniowych form
peptomerow, ktore takze mogly przeciez wykazac¢ ciekawe wiasciwosci biologiczne. A moze
synteza pozostalych z zaplanowanych peptomeréw nie nastrgczataby trudnosci? Poza tym
Doktorantka nie wspomina, czy probowata zastosowaé inne techniki separacji cyklicznego
peptomeru? Ponadto dlaczego przedstawione w rozprawie chromatogramy HPLC oraz widma
analizy masowej sg obcigte?!

Sam rozdziat opracowany zostat ciekawie pod wzgledem edytorskim (przyktadowo strony
0 niestandardowym rozmiarze czy jednolita kolorystyka zastosowana w przedstawieniu struktur
otrzymanych zwigzkéw). Nie mniej jednak Autorka nie ustrzegta si¢ kilku niedociggni¢¢. Dlaczego
nie przedstawiono wynikoéw analiz (HPLC i MALDI-TOF) uzyskanych dla wszystkich zwigzkow?
Mam tu na mysli komplet wynikow uzyskanych dla peptydow RTD-1, RTD-2 i RTD-3. Nie
pojawiaja si¢ one w zadnym miejscu rozprawy. Zawarte zostaty jedynie wyniki uzyskane dla
cyklicznej formy RTD-3 (widmo MS, Rysunek 28, powtorzone takze na Rysunku 29!) oraz
liniowej formy RTD-2 (widmo MS, Rysunek 29). Ponadto, to w jaki sposob potwierdzita, ze
mostki  disulfidowe w  docelowych  peptydach maja  pozadang  konfiguracje
(z pietnastu przeciez mozliwych). Autorka nie wspomina o wykonaniu jakichkolwiek badan
strukturalnych w tym kierunku!

W czesci biologicznej Autorka przedstawita wyniki uzyskane z przeprowadzonych badan
nad zdolnoscig otrzymanych analogéw do hamowania wzrostu hodowli bakterii Escherichia coli
i Staphylococcus aureus. Przeprowadzone testy wykazaly brak efektu bakteriobojczego czy
bakteriostatycznego analizowanych zwigzkéw. Szkoda tylko, ze Autorka nie przedstawita
jakichkolwiek wynikéw z wykonanych badan, nawet, jesli byty one negatywne. Poza tym nie do
konca rozumiem powod wyeliminowania pochodnych leucynowych otrzymanych teta-defensyn
z badan mikrobiologicznych. Nawet jesli wykazywaty one ograniczong rozpuszczalnos¢ w wodzie,
mozna bylto sprobowaé wykonac testy w uktadzie woda-rozpuszczalnik organiczny (np. DMSO).
Tym bardziej, ze wiele sposrod stosowanych wspotczesnie antybiotykow réwniez wykazuje
znikoma rozpuszczalno$¢ w uktadach wodnych, a mimo wszystko sg z powodzeniem stosowane w
terapii jako zawiesiny. Nie jest takze w pelni zrozumiate, dlaczego w testach okreslajacych
hemolityczng aktywno$¢ otrzymanych zwigzkow przebadano wyltacznie jedng pochodng
zawierajacg reszty seryny w swej strukturze (pochodna 2Ser)? Takze dla tej czeSci badan nie
przedstawiono zadnych wynikéw! W dalszej czgsci Doktorantka przedstawita wyniki badan
cytotoksycznosci zsyntetyzowanych zwigzkow wobec ludzkich komoérek PBMC oraz wybranych
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linii komorek ludzkiego nowotworu piersi. Cho¢ ten fragment pracy zostat opracowany starannie,
mam do Autorki kilka uwag. Po pierwsze, dlaczego nie podjeta proby okreslenia mechanizmu
cytotoksycznego efektu pochodnych serylowych? Obecnie tego typu badania sa wykonywane
praktycznie rutynowo i nie stanowig same w sobie wyzwania naukowego, natomiast dostarczaja
wielu istotnych informacji. Dlaczego takze Autorka nie wyznaczyta wartosci stalych ICso dla
zbadanych zwigzkéw? Pozwolitoby to obiektywnie zweryfikowaé uzyskane wyniki w odniesieniu
do zwiazkéw opisanych juz w literaturze naukowej. Ponadto jaki byt powdd wybrania w testach
3D stezenia SuM dla badanych pochodnych? Nie jest takze jasne, dlaczego podczas okreslania
stezenia kontrolnego cisplatyny i doksorubicyny dla testow 3D badania wykonano w hodowli 2D?
Czy nie bardziej miarodajne byloby wykonanie tych oznaczen takze w hodowli 3D? Prositbym
takze o wyjasnienie wynikow przedstawionych na Rysunkach 50 i 51. Z danych zawartych na
Rysunku 50 wynika, iz rownolegte potraktowanie komorek badanymi zwigzkami oraz cisplatyng
lub doksorubicyna wskazuje na efekt synergistyczny, co jest bardzo wazng obserwacja (jedyna
uwaga — dlaczego na zadnym ze zdje¢ mikroskopowych nie przedstawiono skali lub
powiekszenia?). Natomiast analiza danych zawartych na Rysunku 51 wskazuje, ze podawanie
otrzymanych analogéow teta-defensyn ma dziatanie odwrotne i wyraznie zmniejsza wrazliwos¢
komorek nowotworowych na dziatanie cisplatyny czy doksorubicyny! Dlaczego? Licze, iz
Doktorantka ustosunkuje si¢ do powyzszych uwag.

Prace koncza dwa rozdziaty poswigcone dyskusji uzyskanych wynikoéw (8 stron) oraz
krotkim, dwustronicowym podsumowaniem. Poza wspomnianymi wcze$niej uwagami
dotyczacymi jezyka, nie mam do tej czgsci zadnych uwag. Autorka prawidlowo analizuje uzyskane
wyniki i odnosi je do danych literaturowych, co wskazuje na dobrg orientacje w tematyce
przedmiotu. Pozwolg sobie jednak na drobne wskazowki. Warto rozwazy¢ zbadanie wplywu
glutationu na struktur¢ otrzymanych zwiazkow, szczegolnie z uwagi na fakt wystgpowania silnie
redukujacych warunkéw w nowotworach. Czy w srodowisku redukujacym (np. fizjologicznym
stezeniu glutationu) struktura zwigzkéw, a konkretnie istotnego z punktu widzenia ich aktywnosci
biologicznej mostku disulfidowego, bedzie zachowana?

W jednym miejscu Autorka opisuje bardzo ciekawe narzedzie in silico pomagajace
w analizie sekwencji peptydow o potencjalnej aktywnosci przeciwnowotworowej (Chen i wsp.,
Oncotarget, 2016). Czy Doktorantka sprébowala uzy¢ tego programu w celu analizy
zsyntetyzowanych zwiagzkow? Bylaby to interesujgca weryfikacja potencjalnych mozliwosci
analizy in silico z uzyskanymi badaniami biologicznymi.

Do pracy dotaczony zostat takze zatacznik (37 stron), w ktorym Autorka doktadnie opisata,
w moim odczuciu nazbyt doktadnie, przeprowadzone syntezy. Nie widz¢ sensu zamieszczania
w formie tabelek kazdego z uzytych aminokwasow czy reagentéw. Z powodzeniem wystarczytby
sam opis poszczegdlnych typow przeprowadzonych reakcji. Tym bardziej, ze w kazdej tabeli
znajduje si¢ btad (powtorzone reszty aminokwasoéw), prawdopodobnie wynikajacy z formatowania
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tekstu. Ponadto dla niektorych pochodnych zabrakto informacji o wydajnosci reakcji. Btad
wystepuje takze na Rysunku 64 przedstawiajgcym struktury chemiczne NPhe i Nlle!

Chcialbym podkresli¢, iz powyzsze uwagi majg jedynie charakter polemiczny,
a wystepujgce w pracy btedy czy niedociggniecia w zaden sposdb nie wptywajg na mojg oceng jej
wartosci  naukowej. Pani Paulina Strzelecka jest wspotautorkg jednej publikacji
z tzw. listy filadelfijskiej (Biopolymers, 2013) oraz wspotautorkg dziesigciu doniesien
konferencyjnych o zasiggu krajowym, jak i zagranicznym. Wyniki jej badan zostaty takze zawarte
w materiatach pokonferencyjnych. Na uwage zashuguje takze fakt uzyskania przez Autorke
prestizowego Diamentowego Grantu, ktory sfinansowat przeprowadzone badania naukowe.

Podsumowujac Sstwierdzam, iz przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr
Pauliny Marii Strzeleckiej spelnia ustawowe i zwyczajowe wymagania stawiane pracom
doktorskim. Jednoczes$nie wnioskuj¢ o jej przyjecie i dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
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