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Peptydy antybakteryjne (ang. antimicrobial peptides - AMPs) stanowig
konserwatywne ewolucyjnie elementy systemu obrony immunologicznej. Pierwotnym i
naczelnym efektem ich dziatania jest eliminacja drobnoustrojow chorobotwérczych,
jednakze wraz z rozwojem badan nad funkcjonowaniem systemu obronnego organizmu
zidentyfikowano ich plejotropowos¢, przejawiajaca sie m.in. efektem
immunomodulacyjnym, pro-/anty- angiogennym, proliferacyjnym, czy anty-kancerogennym.
Naturalnie wystepujace w organizmie komponenty ukfadu immunologicznego, takie jak
AMPs sg niezwykle interesujgcym przedmiotem badan dla farmakologow. Po pierwsze, jako
naturalnie produkowane przez organizm molekuty, w warunkach fizjologicznych nie indukujg
reakcji immunologicznej, po drugie nie wywotujg opornosci u bakterii, a wreszcie, po trzecie,
wykazujg szerokie spektrum aktywnosci biologicznej. Doktorantka podazyta tokiem idei
terapeutycznego zastosowania AMPs, koncentrujgc swoje badania na grupie teta-defensyn,
peptydow zidentyfikowanych w neutrofilach makakéw i pawiandw. Peptydy te, o silnych
wiasciwosciach antybakteryjnych cechuje wyjagtkowa u peptydéw pochodzenia zwierzecego
cykliczna struktura, stabilizowana obecnoscig trzech mostkéw disulfidowych. Taka budowa
zapewnia im wysokg stabilnos¢ termodynamiczng i obnizong podatnos$¢ na proteolize, a
zwiekszenie tym samym czasu pottrwania w organizmie przyczynia sie do wydajnosci ich
dziatania. Cechy te plasujg teta-defensyny wysoko w rankingu naturalnie wystepujgcych
peptydow, ktore mogg zosta¢ wykorzystane jako podstawa do konstrukcji nowych lekéw. W
swoich badaniach Pani Strzelecka podjeta probe syntezy zwigzkéow bazujacych na strukturze
teta-defensyn, a nastepnie ocenita ich wtasciwosci bakteriobdjcze i cytotoksyczne wzgledem

komorek prawidtowych oraz nowotworowych - raka piersi.



Rozprawa doktorska ma uktad standardowy. Poza wstgpem, rozdziatami opisujgcymi
zastosowane materiaty i metody, wyniki przeprowadzonych eksperymentéw oraz ich
dyskusje zawiera spis literatury, tabel i rycin oraz streszczenie i krétkie podsumowanie
wynikow, w ktérym doktorantka przedstawita w punktach najistotniejsze wedtug jej oceny
osiggnigcia swojej rozprawy doktorskiej. Prace wzbogaca réwniez rozdziat, w ktérym
szczegotowo opisano procesy syntez chemicznych wykonanych w ramach prowadzonych

badan.

Wstep do rozprawy, podzielony na szereg wiaéciwie dobranych podrozdziatéw
doskonale wprowadza w tematyke badar. Nalezy podkresli¢ wyjatkowa starannoéé w jego
konstrukgji. Doktorantka zadbata o to, by zachowac jego interdyscyplinarny charakter, ktéry
cechuje caly temat jej badan. Przedstawiona w nim charakterystyka peptydow
antybakteryjnych, w tym defensyn nie pomija zadnych aspektow, w tym: struktury
chemicznej, metod syntezy, efektéow biologicznych i molekularnych mechanizméw dziatania.
Jego opracowanie nie byto wiec fatwym zadaniem, bowiem wymagato od doktorantki
gtebokiej wiedzy z réznych dziedzin. Wyjatkowo cenne jest zamieszczenie danych na temat
prob wprowadzenia do badan klinicznych peptydéw antyba kteryjnych, co czesto w tego typu
rozprawach opisujacych badania podstawowe jest pomijane lub lakonicznie wspominane,
bez podawania konkretnych informacji. Wstep, podobnie zreszty jak cata rozprawa, zostat

bardzo dobrze zilustrowany, a ryciny i tabele cechuje wykonanie z duzg starannoscia.

Cel pracy zostat przez autorke jasno przedstawiony. Autorka podkreslita pracownie i
osoby, z ktorymi wspétpracowata w ramach realizacji poszczegdinych celéw badawczych.
Wyniki swoich badari oparta nie tylko na doskonale jej bliskim warsztacie metod
chemicznych, ale réwniez biologicznych, stosujac modele badawcze z zakresu mikrobiologii i
biologii komérki. Kolejnos¢ przedstawiania wynikow jest logiczna, a opracowano je z nalezyta
starannoscig. Opisy uzyskanych danych nie pozostaja zdawkowe, a miejscami zostaty szeroko

Zinterpretowane.

Dyskusja wynikéw przeprowadzona zostata w sposob profesjonalny w oparciu o
dostepne dane literaturowe. Za najciekawsze uwazam opis wspotczesnie funkcjonujacych w

literaturze wyjasnierr specyficznosci  dziatania peptydow antybakteryjnych wzgledem



komodrek nowotworowych. Nakreslajg one kierunki dalszych badan nad teta-defensynami, co

zostato podkreslone w podsumowaniu pracy.

Podsumowujac, recenzowana praca doktorska udokumentowata proby syntezy teta-
defensyn i ich analogow oraz wtasciwosci biologiczne uzyskanych zwigzkéw. Dowiodta
specyficznosci  dziatania uzyskanych analogow wzgledem komorek nowotworowych.
Wykazata, ze podstawienie reszt cysteiny, resztami alaniny przyczynia sie do braku
aktywnosci biologicznej, zas resztami seryny zmniejsza zywotnos¢ komorek raka piersi.
Zaprezentowane wyniki mogg postuzy¢ jako dobra podstawa do dalszych badar nad

projektowaniem lekow opartych o strukture teta-defensyn.
Lektura niniejszej pracy nasuwa kilka pytan i uwag do autorki:

- Dlaczego autorka interpretuje wynik przedstawiony na Ryc. 51 jako cyt. “Co-administration
of 9-defensins analogues with chemotherapeutics caused enhance cytotoxic effect on MDA-
MB-231 cells”, skoro efekt zahamowania wzrostu obserwowany po zastosowaniu samej
cisplatyny, czy doksorubicyny jest wiekszy (redukcja objetosci sferoidu o circa 80%), niz w

jednoczesnej obecnosci cytostatyku i peptomeru (redukcja objetosci sferoidu o 30% - 70%)?

- Czy Rycina 50 przedstawia wyniki uzyskane w modelu hodowli 2D, czy 3D? Przedstawione
obrazowanie nie jest jednoznaczne dla recenzenta, a opis pod rycing tego nie wyjasnia. Jesli
to obraz pochodzacy z analizy hodowli komérek w formacie 3D, to dlaczego stgzenie
cisplatyny i doksorubicyny optymalizowano w modelu hodowli 2D (Ryc. 49), modelu o

wyzszej podatnosci na dziatanie cytostatykéw niz model 3D?

- Recenzenta frapuje brak uzasadnienia wyboru typu nowotworu w prowadzonych
badaniach. Dlaczego rak piersi? Czy wybdr zostat dokonany na podstawie danych

literaturowych, czy wynikéw badan wstepnych?

- Dlaczego stabilnosé peptyddéw w surowicy ludzkiej poréwnywana byta do stabilnosci w

osoczu zwierzat? | dlaczego wybér padt na szczep zwierzat transgenicznych NOD/SCID mice?

- Dlaczego nie przedstawiono wynikow testow antybakteryjnych, testu na hemolize, czy

wptywu analogéw na morfologie komdérek HEK 293, ktére daty, jak opisuje autorka wynik



negatywny, czyli brak wptywu testowanych zwigzkéw? Podobnie negatywny wynik uzyskano
w przypadku komérek PBMC, ktory to wynik jednak znalazt sie w pracy. Co byto podstawg do
takiej selekcji wynikow? Zdaniem recenzenta, brak wptywu analogéw na badane zjawisko
jest rownie istotng informacja co jego udziat i informacja ta powinna zostac

udokumentowana wynikami, cho¢by w formie dodatkowego rozdziatu w pracy.

- Poniewaz w pracy zastosowano kilka rodzajow testow zywotnosci komorek, ktore
wykonywano w roznych czasach po ekspozycji na dany peptyd, stad cenne bytoby
rozbudowanie opisu rycin, ktére tych informacji nie zawierajg o wspomniane dane (Ryc. 44,
46). Ten zabieg niewatpliwie utatwitby recenzentowi interpretacje uzyskanego wyniku i

porownanie do pozostatych. Brak analizy statystycznej.

- Niejasny jest brak kompatybilnosci opisu steiéﬁ peptydow. Na stronie 63 podano, ze

stezenie 2,5 UM odpowiada 5 pg/ml, podczas gdy ponizej w tekscie widnieje 1 pg/ml.

- W celu pracy podano informacje, ze dokonano syntezy szesciu analogdéw peptomerowych,

podczas gdy w opisie wynikow i streszczeniu pracy mowa o jednym.

- Drobne btedy literowe i redakcyjne. Miejscami, brak precyzyjnego opisu cytokin.
Przyktadowo, w Tabeli 6 nie sprecyzowano rodzaju interleukiny 1, ktérej formy (a i B) majg
odmienne funkcje immunologiczne. Na Rycinie 21 zamieszczono RTD-1 zamiast RTD-2.

Odwradcony opis na Ryc. 45.

Podsumowujac, pomimo powyiszych uwag wyraznie chciatam podkresli¢ wysoka
wartos¢ naukowa przeprowadzonych badarn oraz staranno$¢ opracowania ich wynikdw.
Bezsprzecznie pogtebity one wiedze dotyczacg metodologii syntezy teta-defensyn i funkcji
powstatych analogow. Rownoczesnie badania pani Strzeleckiej mogg przyczyni¢ sie do
opracowania nowych skutecznych metod terapeutycznych. Pragne réwniez podkreslié
ogromny wktad pracy doktorantki w realizacje tego tematu, co uwazam za tym cenniejsze, ze
praca ma charakter interdyscyplinarny. Przedstawiona rozprawa doktorska spetnia wszelkie
wymogi stawiane rozprawom doktorskim i wnosze do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego o dopuszczenie mgr Pauliny Marii Strzeleckiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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