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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Joanny Pianki pt. ,,Projektowanie i synteza chemiczna
analogow RTD-2 oraz analiza ich aktywnosci biologicznej wobec linii komorkowych raka

piersi”

Praca doktorska Pani mgr Joanny Pianki zostala wykonana w dwdch laboratoriach tj. w Zespole
Analityki i Nanodiagnostyki Biochemicznej Wydzialu Chemii, Uniwersytetu Gdanskiego oraz w Zaktadzie
Enzymologii i Onkologii Molekularnej Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Gdanskiego 1 Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Promotorem pracy jest Pan prof. dr hab. Adam Lesner,
kopromotorem Pan dr hab. Rafal Sadej, prof. GUMed, natomiast promotorem pomocniczym Pani dr Natalia
Gruba. Tematem rozprawy bylo zaprojektowanie i otrzymanie uproszczonych analogéw 6-defensyny, a
nastepnie przebadanie ich aktywnosci biologicznej z wykorzystaniem szeregu linii komoérkowych raka piersi.
Poszukiwanie skutecznych substancji w walce przeciw najbardziej zjadliwym formom raka piersi jest bardzo
istotne z punktu widzenia farmaceutycznego i zdrowia ludzkiego. Praca w tym temacie stanowi kontynuacje
prac prowadzonych przez obu promotoréw Doktorantki.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska liczaca 145 stron jest napisana w jezyku polskim
1 zostata przygotowana w klasycznym ukltadzie pracy eksperymentalnej zawierajacej wstep, bedacy
przegladem literaturowym, cel pracy, cze$é: materialy i metody, podzielona na cze$¢ syntetyczng
i badania biologiczne, rezultaty, podzielone w podobny sposob, podsumowanie i dyskusje¢ oraz spis
literatury. Spis ten obejmuje 199 pozycji, ktore zostaly w przewazajacej czgsci opublikowane
w ostatnim 20-leciu. Do pracy dotaczony jest wykaz uzywanych skrotow, lista 42 ilustracji i 11 tabel, ktore
znalazly si¢ w rozprawie.

Wstep pracy, liczacy 27 stron, zostal napisany do$¢ zwigzle i posiada najwazniejsze informacje
poswigcone naturalnym peptydom przeciwdrobnoustrojowym (w skrocie AMP). Przedstawiony jest tu rys
historyczny zwigzany z odkryciem najistotniejszych AMP, opis struktur, klasyfikacja, aktywnos¢
biologiczna i mechanizm dziatania. Mozna tu w szczego6lnos$ci znalez¢ informacje o defensynach jako czgsci
wrodzonego uktadu odpornosciowego. Autorka dokonala tu podziatu defensyn zgodnie z ich odkryciem,

budowa 1 aktywnoscig biologiczna. Szczegoélnie ciekawy jest opis funkcji odmiennych od dzialania




przeciwdrobnoustrojowego, ktory zwigzany jest miedzy innymi z ich cytotoksycznoscig i stymulacja
wzrostu. Ostatnia cze$¢ wstepu poswigcona jest najmtodszej 1 zarazem najbardziej odmiennej pod wzgledem
budowy i funkcji grupie defensyn, a mianowicie 6-defensynom. Te cykliczne peptydy pochodzenia
zwierzecego powstaja w wyniku procesowania produktow biatkowych powstatych w wyniku ekspresji
gendw DEFT i nastgpczej biosyntezy. Procesowanie to obejmuje migdzy innymi powstawanie mostkow
dislfidowych oraz ligacje dwoch 9-aminokwsowych demidefensyn. W rozprawie brak jest opisu w jaki
sposob te reakcje zachodzg — tu prositbym Doktorantke o krotki komentarz, glownie w temacie ligacji typu
»gZlowa-ogon”. Ostatnia cze$¢ poswigcona jest wlasciwosciom cytototoksycznym 0-defensyn w kontekscie
potencjalnego zastosowania ich w terapiach przeciwnowotworowych. Podrozdziat ten jest de facto punktem
wyjscia do celu pracy obejmujgcego syntez¢ siedmiu uproszczonych analogow defensyny RTD-2
zawierajacej jeden mostek disulfidowy, a nastepnie przebadanie ich aktywnosci biologicznej wzgledem
panelu linii komorkowych pochodzacych z réznych podtypéw nowotworu piersi, ktorych leczenie wymaga
chemioterapii lub/i leczenia operacyjnego. Sam rozdziat cel pracy liczacy dwie strony jest nieco przegadany
1 zawiera niepotrzebnie informacje znajdujace si¢ w poprzednim rozdziale. Niemniej jednak jest on
klarowny, a znajdujacy si¢ tam schemat jest przejrzysty dla czytelnika. O ile zamierzenie Doktorantki
dotyczace przebadania r6znic pomi¢dzy peptydami zawierajgcymi reszty hydrofilowe wstawione w pozycje
reszt cysteinowych, ktore nie tworzac mostkow jest klarowne, o tyle sam wybor RTD-2 nie jest w pelni
jasny. We wstepie znajduje sie co prawda informacja o tym, ze RTD-2 wykazuje pewng cytotoksycznos¢,
nie ma tam jednak informacji o cytotoksycznych wilasciwosciach innych 6-defensyn. Domys$lam sig, ze
wybor tego, a nie innego peptydu cyklicznego podyktowany byt wezesniej prowadzonymi badaniami. Prosze
Autorke o przedstawienie powodow wyboru tego peptydu, a takze komentarz dotyczacy roznic we
wlasciwosciach cytotoksycznych 0-defensyn o ile byly one przebadane.

Czes¢ metodyczna pracy, jak wspomniatem wczesniej, podzielna jest na dwie wyrazne czg$ci
obejmujace czg$¢ syntetyczng oraz badania biologiczne. W obu z nich znajduje si¢ wykaz stosowanych
odczynnikow/materiatow, aparatury, linii komoérkowych, szczegdty dotyczace syntezy chemicznej
podzielone na liczne podrozdzialy, a takze procedury zwigzane z hodowla komorkowa, inkubacjga komoérek
z badanymi zwigzkami czy opis stosowanych metod immunochemicznych. Opis syntezy czy modyfikacji
peptydow jest sporzadzony doktadnie i nie budzi watpliwosci co do rzemiosta i procedur. Autorce jednak
umkneto kilka detali, ktore mogtyby znaleZ¢ si¢ w opisach procedur. Nie zauwazylem na przyktad jakich
aminokwasow z grupg blokujaca Fmoc uzywata Doktorantka podczas syntezy. Jest to dos¢ istotne przy
tworzeniu mostku disulfidowego. W opisie nie jest podany tez gradient fazy A 1 B uzywany podczas
oczyszczania. Domys$lam si¢, ze mogt by¢ on rézny w zaleznosci od oczyszczanego peptydu — wowczas
detale dotyczace tego moglyby znaleZ¢ si¢ pod chromatografami prezentowanymi w cz¢$ci wynikowej. Opis
procedur w czesci badania biologiczne nie budzi zastrzezen, zostal on przygotowany bardzo przejrzyscie.

Rozdzial wyniki, tak jak przystalo na pracg eksperymentalng, to najobszerniejszy z rozdzialow

rozprawy. Ta czg$¢, podobnie jak materialy 1 metody, zostala podzielona na cz¢$¢ chemiczng i biologiczna.



W pierwszej z nich Autorka umiescita krotki opis syntezy i oczyszczania poszczegdlnych peptydow wraz z
chromtogramami HPLC oraz widmami MS produktow syntezy. Brakuje tu informacji o wydajnos$ci syntezy
1 oczyszczania poszczegdlnych peptydow. Mysle, ze cenne byloby rowniez umieszczenie widm
fluorescencyjnych zmodyfikowanych peptydow jako dowodoéw na to, ze otrzymane zwiazki wykazuje
oczekiwane wilasciwosci optyczne. W czesci biologicznej Doktorantka umiescita wyniki testow
cytotoksycznosci poszczegolnych peptydow wzgledem wybranych linii komorkowych raka piersi. W
hodowlach dwuwymiarowych zaden z analogdbw RTD-2 nie wykazywal zadowalajacej skutecznosci.
Najbardziej wrazliwe okazaty si¢ tu komorki HB2, stanowiace lini¢ kontrolng, dla ktérych przy
najmniejszym testowanym stgzeniu zauwazono spadek zywotnosci komorek o co najmniej 10%. Wiem, ze
Autorka nie syntezowata peptydu RTD-2, a jedynie uproszczone jego wersje, ale to wlasnie uzycie tego
peptydu byloby tu $wietng kontrolg wobec uzyskanych analogéw. W kolejnym etapie, stusznie zreszta,
Doktorantka przeprowadzita testy cytotoksycznosci wykonujac hodowle trojwymiarowe oddajace w lepszy
sposob warunki fizjologiczne. W tym wypadku wybrano analogi zawierajace reszt¢ Arg, Thr i Ser w
pozycjach 3, 7, 12 i 16 kierujagc si¢ wynikami hodowli dwuwymiarowych. Przeprowadzone badania
potwierdzity, ze analog serynowy charakteryzuje si¢ najwickszym zahamowaniem proliferacji komoérek
nowotworowych. Wykonane testy stezeniowe pokazaty, ze dziata on bardzo dobrze juz przy stezeniu 1 pg/ml
obnizajac zywotno$¢ komorek linii MDA-MB-231 o ponad 70%. Bardzo cickawym eksperymentem byto
uzycie analogbw RTD-2 wraz z chemioterapeutykami by sprawdzi¢, czy badane peptydy sa w stanie
uwrazliwi¢ komérki MDA-MB-231 i spotggowac dziatanie chemioterapeutykow. Faktycznie, jednoczesne
ich podanie spowodowato nasilenie dziatania cytotoksycznego doksorubicyny i cisplatyny zapewne z
powoddéw dezintegracji blony i zwigkszonej permeabilizacji. Jest to zdecydowanie najcickawszy i
najbardziej wartoSciowy wynik uzyskany przez Doktorantkg. Wskazuje on na to, Ze mozliwe jest obnizenie
stezen dawek chemioterapeutykow przy zachowaniu ich aktywnosci i jednoczesne obnizenie niepozadanych
skutkéw ubocznych terapii.

Przedostatnia cze$¢ badan to okreslenie zaleznosci od czasu lokalizacji komorkowej otrzymanych
analogow RTD-2 z zastosowaniem mikroskopii fluorescencyjnej. Nie jest dla mnie jasne dlaczego peptydy,
ktorych celem jest dezintegracja blony komorkowej maja si¢ specyficznie lokalizowaé w komorce. Uzyskane
wyniki mikroskopowe dla linit MDA-MB-231oraz T47D wskazuja, ze fluorescecyjne pochodne peptydu w
zaleznoS$ci od budowy lokalizujg si¢ albo w btonie lub w tzw. przedziale okolojadrowym. Bardzo prosze¢ o
komentarz w tej sprawie.

Kontynuacja badan nad lokalizacja komoérkowa analogéw RTD-2 byta proba okreslenia z jakimi
makromolekutami (gtownie biatkami lub ich grupa) owe peptydy moga oddziatywaé w komorce z
zastosowaniem analizy proteomicznej. W tym celu Doktorantka otrzymata pochodng analogu serynowego
zawierajacg reszte biotyny, ktora charakteryzowala si¢ tymi samymi wtasciwosciami cytotoksycznymi co
peptyd niezmodyfikowany. Lizaty komoérek MDA-MB-231 oraz T47D inkubowane z peptydem
biotynylowanym oraz kontrolne poddano procedurze immunopercypitacyjnej na ztozu awidynowym.

Otrzymane w wyniku tego pelety analizowano z uzyciem spektrometrii mas celem identyfikacji



znajdujacych si¢ w nich makromolekul, a takze ich ilosciowej analizie bez zastosowania znacznikow zgodnie
z metodg LFQ. Zidentyfikowane bialka, ale takze inne molekuly zostaly umieszczone w ogromnych
Tabelach 9 1 10 z podaniem lokalizacji komorkowej oraz tzw. ,,specyficznosci”, ktéra jest przyrOwnaniem
probki badanej do kontrolnej. Na podstawie otrzymanych specyficzno$ci biatka znajdujace si¢ w
konkretnych lokalizacjach komodrkowych zostaly pogrupowane dla obu linii i przeanalizowane pod
wzgledem zmniejszonej lub zwigkszonej ekspresji (Rysunek 40 i 41). Poréwnanie profili proteomicznych
dla obu linii pozwolito Autorce zidentyfikowa¢ dziewig¢ wspolnych biatek wykazujacych specyficznosé
wzgledem serynowego analogu RTD-2. Konkluzjg tej analizy jest stwierdzenie, ze peptyd ,,posiada
prawdopodobnie podwojny efekt prowadzacy do zwigkszenia poziomoéw ligandow lub zahamowania
uwalniania biatek wewnatrz i zewnatrzkomoérkowych”. Konkluzja ta jest niejasna co do jej brzmienia, a takze
ze wzgledu na samg analiz¢ porownawcza. Prosze o doktadny opis przebiegu analizy LFQ oraz tego, jak
Autorka doszta do wniosku o zwigkszonej czy zmniejszonej ekspresji genow. Do badania tego typu zjawisk
stosuje si¢ chociazby ilosciowg analiz¢ mRNA.

Rozprawe wienczy rozdzial Podsumowanie i dyskusja, ktora jest mocno zdominowana informacjami na
temat zidentyfikowanych biatek i ich lokalizacji w komodrkach. Autorka zgrabnie konkluduje na temat
przeprowadzonych badan i uzyskanych wynikéw w postaci dziewieciu punktéw. O ile zgadzam si¢ z
wickszoscig konkluzji, 0 tyle najmniej z tym, ze analog RTD-2 lokalizuje si¢ gldéwnie w przestrzeni
okotojadrowej lub jadrowej (punkt 7). Zaréwno pomiary mikroskopowe jak i analiza MS nie s3
wystarczajace przekonywujace, by tak stwierdzi¢. W pomiarach mikroskopowych zabrakto badan
kolokalizacji peptydu/powstajacych kompleksow z wyznakowanymi markerami danych kompartymentow
komorkowych. Brakuje tez zdje¢ z bright-field, aby zobrazowaé¢ morfologie komorki. Analiza
immunoprecypitacyjna w polaczeniu z MS ukazuje ogromng ilo$¢ zidentyfikowanych biatek, co wskazuje
na matg specyficznos$¢ catego zabiegu. Zdecydowanie zgadzam si¢ z Doktorantka (punkt 9), Ze potrzebna
jest dalsza poszerzona analiza molekularna na temat partnerow oddziatywania. Zdecydowanie badania
biofizyczne nad zidentyfikowanymi partnerami mogtyby rzuci¢ wiecej $wiatla na temat specyficznosci
interakcji.

Poza uwagami umieszczonymi wyzej, nie mam zasadniczych zastrzezen do recenzowanej rozprawy.
Praca napisana jest poprawnym jezykiem, opatrzona jest w starannie wykonane ilustracje — cho¢ w
niektoérych wypadkach zwigkszenie rozdzielczosci (gtownie struktur) pomogtoby w lepszym odbiorze pracy.
Zdecydowanie podpisy pod ilustracjami i tabelami moglyby posiada¢ wigcej informacji. Potaczenie tego z
krotkimi opisami wynikdw wymaga od czytelnika albo duzego doswiadczenia w prowadzonych przez
Autorke badaniach lub domyslow na temat przeprowadzonych eksperymentéw. Realizacja pracy wymagata
od Doktorantki sporej wiedzy i1 doswiadczenia na temat syntezy i1 oczyszczania peptydow a takze
prowadzenia linii komorkowych i realizacji, czesto nietatwych eksperymentéw zwigzanych z liniami.
Zdecydowanie potaczenie kilku dziedzin nauki w postaci projektu pracy doktorskich jest bardzo rozwijajace

1 prowadzi do ciekawych wynikow.



Z obowiazku recenzenta umieszczam ponizej list¢ pewnych niedociggni¢¢ i btedow, ktorych nie
unikneta Autorka. Sg to jednak btedy mato istotne, ale prowadzg do pewnych nieporozumien w odbiorze
rozprawy:

1) strona 13 'Niestety wiele lekéw..." w tym zdaniu pojawil si¢ chyba btad i zamiast stowa proliferacja
(mnozenie si¢) chyba chodzito o degradacj¢/obumieranie.

2) Ogolna uwaga do wickszosci wykresow: brakuje policzenia istotnosci statystycznej pomig¢dzy linig
kontrolng HB2 a liniami badanymi.

3) Ogolna uwaga do zdje¢ mikroskopowych — brakuje skali.

4) Strona 77, Rysunek 30: w eksperymencie majacym na celu okreslenie mozliwie niskiej dawki badanego
peptydu nie uwzgledniono linii kontrolnej HB2.

5) Strona 78, Rysunek 31 aby poprze¢ tez¢ Doktorantki, ze "jednoczesne podawanie analogéw defensyn z
chemioterapettykami spowodowato nasilenie dziatania cytotoksycznego wzgledem komorek linii MDA-
MB-231" nalezatoby zbada¢ istotno$¢ statystyczng pomigdzy probami poddanymi dziataniu jedynie
peptydu Ser_RTD-2 oraz jedynie chemioterapeutykéw a probami poddanymi jednoczesnemu dziataniu
obu tych zwigzkow.

6) Strona 78, Rysunek 31B: Wykres A i B jest identyczny, brakuje wykresu dla eksperymentu z
doksorubicyna!

7) Tabela 9 i 10. Brak jest podanej logiki uporzadkowania sktadowych tabeli. Tak spore tabele umieszcza

si¢ zazwyczaj w suplementach.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Joanny Pianki
spetnia wymogi ustawowe, stanowi oryginalne rozwigzanie naukowe, wykazuje wiedze teoretyczng Autorki
jak 1 umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. W zwiazku z powyzszym wnosz¢ o

przyjecie rozprawy 1 dopuszczenie Pani mgr Joanny Pianki do dalszych etapow postepowania doktorskiego.

Z wyrazami szacunku

Artur Krezel
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