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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Joanny Pianki pt. ,,Projektowanie i synteza
chemiczna analogéw RTD-2 oraz analiza ich aktywnosci biologicznej wobec linii
komorkowych raka piersi”. Recenzja opracowana na zlecenie Rady Dyscypliny Nauki
Chemiczne Uniwersytetu Gdanskiego.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr Joanny Pianki pt. ,,Projektowanie
i synteza chemiczna analogéw RTD-2 oraz analiza ich aktywnosci biologicznej wobec linii
komoérkowych raka piersi” zostata wykonana w Katedrze Technologii Srodowiska, Zespole
Analityki i Nanodiagnostyki Biochemicznej Uniwersytetu Gdanskiego oraz Zaktadzie
Enzymologii i Onkologii Molekularnej Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Promotorem pracy jest
prof. dr hab. Adam Lesner, kopromotorem dr hab. Rafal Sadej, prof. uczelni, promotorem
pomocniczym dr Natalia Gruba. Recenzowang prace stanowi przygotowane w jezyku polskim
klasyczne opracowanie liczace 145 stron. Praca podzielona zostata na nastgpujace czesci:
przeglad literaturowy (I), cel pracy (II), badania wtasne (III) podzielone na czg$¢ syntetyczng
(A) oraz badania biologiczne (B), wyniki (IV), podzielone na czg$¢ na syntetyczng (A) oraz
czgs¢ biologiczng (B), podsumowanie i dyskusja (V), wykaz rysunkéw (V1), wykaz tablic (VII)
oraz bibliografia (VIII). W tym miejscu chcialbym nadmienié, ze numeracja rozdziatéw w
spisie tresci nie jest w pelni zgodna w numeracjg w tekscie.

Tematyka pracy dotyczy aktualnie bardzo istotnego problemu poszukiwania nowych,
skutecznych lekéw przeciwnowotworowych. W zwigzku z tym, iz liczba cierpigcych na
choroby nowotworowe wcigz wzrasta, stanowig one powazny problem nie tylko medyczny, ale
réwniez ekonomiczny i spoteczny. Wigkszos$¢ stosowanych lekéw przeciwnowotworowych

posiada szereg dziatan niepozadanych. Dodatkowo, ich skuteczno$¢ w leczeniu chordb
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nowotworowych jest wcigz niewystarczajaca. Ogromnym wyzwaniem jest dzi$ leczenie raka
piersi, ktéry u kobiet jest najczesciej wystgpujgcym nowotworem, jednocze$nie najczestsza
nowotworowg przyczyng zgonu. Stad tematyka badan podjeta przez Doktorantke oraz
Promotoréw jest niezwykle wazna i aktualna. Peptydy stanowig bardzo obiecujgcg w
medycynie grupe zwiazkéw o potencjalnie wysokiej aktywnosci biologicznej. Peptydy RTD
naleza do grupy teta-defensyn o szerokich wiasciwosciach biologicznych. Stanowia one
interesujgcg grupe zwiazkéw na podstawie ktorych mozliwe jest tworzenie nowych analogéw
peptydowych o okreslonych wiasciwosciach biologicznych.

Recenzowana praca doktorska zostata przygotowana starannie, na wysokim poziomie
edytorskim. Przeglad literatury rozpoczynajacy prace, stanowi bardzo rozlegte wprowadzenie
do problematyki pracy doktorskiej. Doktorantka opisata w nim naturalnie wystepujace peptydy
przeciwdrobnoustrojowe, w tym ich strukture i klasyfikacje, mechanizm dzialania oraz
aktywnos¢ biologiczna. Kolejno zostaty opisane wlasciwosci i wstepowanie alfa, beta oraz teta
defensyn. Autorka bardziej szczegétowo opisata nastepnie budowe peptydow RTD-2,
szczegOlnie w kontekscie ich dziatania przeciwnowotworowego. Wstep napisany jest w sposéb
przejrzysty i logiczny, opierajac si¢ na odpowiednim pismiennictwie. Jedynie na stronie 32
Autorka napisata, ze peptydy ,,RTD-2, powodujg proliferacje komdrek nowotworowych”.
Bardzo cenne sg zamieszczone we wstgpie pracy rysunki obrazujace strukture peptydow oraz
potencjalne mechanizmy ich dziatania.

Kolejna cze$¢ pracy stanowig cele pracy doktorskiej. W tym miejscu Autorka
przedstawita réwniez zatozenia pracy i przestanki do przeprowadzenia opisywanych badan. Za
gtéwne cele pracy Autorka postawila sobie zaprojektowanie i synteze analogéw RTD-2 oraz
ich analizg¢ aktywnosci wobec komorek nowotworowych raka piersi. Ta cze$¢ pracy nie budzi
wigkszych zastrzezen Recenzenta. Jednak moim zdaniem podzielenie tej czesci na zatozenia
oraz cele pracy z pewnoscig ulatwitoby przesledzenie catosci pracy. Cele pracy zostaty jednak
przestawione klarownie i wynikaja z wczesniej opisanych zatozen i przegladu literatury.
Kolejny rozdziat stanowia ,,Badania wtasne” w ktorym Autorka precyzyjnie opisuje odczynniki
chemiczne, aparature, metody zastosowane w pracy. Rozdziat ten podzielony jest na czesé

syntetyczng oraz badania biologiczne. Warty podkreslenia jest opis zastosowanych w pracy

2

GDANSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY ul. M. Sktodowskiej-Curie 3a, 80-210 Gdarisk | 58 349 1111 | info@gumed.edu.pl



linii komérkowych (HB2, MDA-MB-231, T47D, SKBR3, MCF-7). Warto réwniez dodaé, ze
linie te reprezentujg rézne rodzaje raka piersi (linia komérkowa potréjnie ujemnego raka piersi,
estrogenozalezne linie komorkowe, linia z nadekspresja HER2). Metody wykorzystane w pracy
sg opisane rzetelnie i w sposéb umozliwiajacy powtorzenie badan. W pracy jednak zabrakto
jednoznacznej informacji jaki byt sktad pozywki podczas stymulacji komérek badanymi
zwigzkami. Przede wszystkim, czy w pozywce byta obecna surowica bydleca. Jaki moze byé
wplyw takich warunkéw inkubacji komoérek na uzyskane wyniki. Prositbym o wyjasnienie tej
kwestii podczas publicznej obrony rozprawy doktorskiej. Na uwage zastuguje wykorzystanie
w pracy doktorskiej modeli tréjwymiarowych 3D. Modele te duzo lepiej nasladujg warunki
rozwoju tkanki nowotworowej w organizmie niz hodowle konwencjonalne, jednowarstwowe.
Przez to uzyskiwane wyniki sg bardziej wiarygodne. Przygotowanie tych modeli zostato bardzo
doktfadnie opisane w niniejszej pracy doktorskiej.

Rozdziat ,,Wyniki” przedstawia w sposéb czytelny uzyskane obserwacje oraz wyniki
doswiadczalne, ktore zostaly podzielne na czg¢s¢ syntetyczng oraz czes¢ biologiczng. Podczas
realizacji pracy zsyntezowano 7 analogdéw peptydu RTD-2, dodatkowo 2 analogi znakowane
fluorescencyjnie oraz 1 peptyd zawierajacy w tancuchu dodatkowsg reszte lizyny, ktéra w
fancuchu bocznym zostata zmodyfikowana biotyna. Przedstawiono takze analize
chromatograficzng (RP-HPLC) oraz spektroskopi¢ mas (MS) uzyskanych analogéw RTD-2.
Wiyniki te przedstawiono w tabeli oraz wykresach MS i RP-HPLC. Zabrakto w mojej opinii
podsumowania tych wynikow i ich krétkiej interpretacji. W czgsci biologicznej opisano wyniki
cytotoksycznosdcei badanych zwigzkéw wobec wymienionych wezesniej linii koméorkowych.
Komorki stymulowano zwigzkami w stezeniach 5,0; 25,0 oraz 100 pg/mL. Cytotoksycznosé
oceniano metodg kolorymetryczng i testem MTT. Hodowle trojwymiarowe traktowano trzema
analogami ktore zostaty wezeéniej wybrane na podstawie badan cytotoksycznosci. Doktorantka
przedstawita réwniez zdjecia hodowli 3D traktowanych badanymi analogami. W badaniach
kontrole stanowita linia komdrkowa HB2. Warte podkreslania jest, iz w badaniach zastosowano
nie tylko syntetyczne analogi peptydow, ale réwniez stosowane w klinice cytostatyki:
chlorowodorek doksorubicyny oraz cisplatyng. Wykazano, ze analogi peptydowe mogg

znacznie zwigksza¢ efektywnos$¢ dziatania cytostatykow. Moze to mie¢ wazne znacznie
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kliniczne z wagi na fakt, iz wcigz poszukuje si¢ nowych metod i lekéw zwiekszajacych
skutecznos$¢ cytostatykow tradycyjnych (terapie 1tgczone). Rozdzial wyniki zostat
przygotowany rzetelnie, dobrano wlasciwe testy statystyczne, wykorzystano adekwatne
metody i techniki badawcze.

Rozdziat ,,Podsumowanie i dyskusja” opisuje najwazniejsze wyniki uzyskane w pracy,
w tym gléwnie oceny zahamowania proliferacji linii nowotworowych przez badane zwiazki,
penetracj¢ peptydéw do wnetrza komoérek (mikroskopia fluorescencyjna). Wiele uwagi
Doktorantka poswiecita interpretacji wynikow spektroskopii mas, zwracajgc uwage na réznice
w poziomach wybranych wewnatrzkomérkowych bialek w komoérkach traktowanych
peptydami. Co wazne, wykazano, ze biatka wchodzace w interakcje z peptydami zwigzane sg
proteasomalna degradacja biatek, co moze mie¢ potencjalne znacznie kliniczne. Doktorantka
opisata réwniez jakie badania sa wskazane w kolejnych projektach by poglebié¢ informacje na
temat wplywu analizowanych peptydéow na komorki nowotworowe. Doktorantka zwrdcita
uwage na potrzebe opisania doktadnego mechanizmu dziatania analizowanych zwigzkéw.
Whioski zostaty wyciagnigte poprawnie i odpowiadaty one postawionym celom. Chciatbym
jednak dodac, iz dla petnej przejrzystosci i logiki pracy warto bytoby rozdzieli¢ podsumowanie
wynikow od wnioskéw. Dyskusja pracy zostala poprowadzona rzetelnie i $wiadczy o
dojrzatosci naukowej Doktorantki. Jednak mato w mojej opinii poswiecono uwagi
zastosowanym modelom komodrkowym. Szczegdlnie waznym elementem do rozwiniecia w
dyskusji, jest kwestia linii komérkowej HB2 stanowigcej kontrolg dla linii nowotworowych.
Komérki HB2 stanowia lini¢ uniesmiertelniong, ktéra moze reagowac odmiennie od komérek
zdrowych (nietransformowanych).

Wykazy rysunkéw (42 rysunki) oraz tabel (11 tabel) zostaly przygotowane starannie.
Dobér pismiennictwa liczacego 199 pozycji bibliograficznych zostat przygotowany
odpowiednio i nie budzi zastrzezen. Wykorzystanie bogatej i szerokiej literatury wskazuje, iz
Autorka rozprawy swobodnie porusza si¢ w zakresie prowadzonych badan naukowych
dotyczacych zaréwno czesci chemicznej, jak réwniez biologicznej. Wigkszosé cytowanych

prac pochodzi z ostatnich 10 lat.
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Calos¢ pracy oceniam bardzo wysoko, zwracajgc uwage, ze wnosi ona znaczacy wktad
w rozwdj chemii i biotechnologii medycznej. Wszystkie poruszone przeze mnie zastrzezenia i
uwagi nie wplywajg znaczgco na ogdlng bardzo pozytywna oceng recenzowanej pracy
doktorskiej. Warta podkreslenia jest rowniez interdyscyplinarno$¢ pracy, owocna wspdlpraca
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego oraz Migdzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii UG-GUMed, jak réwniez wspolpraca z Zaktadem Biofizyki Instytutu
Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie.

Podsumowujac stwierdzam, iz przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska
Pani mgr Joanny Pianki pt. ,,Projektowanie i synteza chemiczna analogéw RTD-2 oraz
analiza ich aktywnoSci biologicznej wobec linii komoérkowych raka piersi” spelnia
ustawowe oraz zwyczajowe wymagania stawiane pracom doktorskim. Praca stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, jednocze$nie moze mie¢ w przyszloSci
znaczenie praktyczne i kliniczne. W zwiazku z tym zwracam si¢ do Wysokiej Rady
Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr Joanny
Pianki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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