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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Wiktorii Rejmak
pt. ,Nowe analogi ludzkiej katelicydyny (LL-37) o zwigkszonej odpornosci na
degradacje enzymatyczng. Projektowanie, synteza chemiczna i badania
biologiczne.”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Wiktorii Rejmak pt. ,Nowe analogi
ludzkiej katelicydyny (LL-37) o zwigkszonej odpornosci na degradacje enzymatyczng. Projektowanie,
synteza chemiczna i badania biologiczne” zostata wykonana w Pracowni Analityki i Nanodiagnostyki
Biochemicznej Katedry Technologii Srodowiska Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego. Opieke
promotorskg nad mgr Rejmak sprawowat prof. dr hab. Adam Lesner. Praca opisuje otrzymywanie
analogdéw ludzkiej katelicydyny LL-37 oraz ocene wptywu wprowadzonych modyfikacji na parametry
fizykochemiczne uzyskanych zwigzkéw oraz wybranych wtasciwosci biologicznych.

Uktad jest typowy dla prac o charakterze oryginalnym z wyraznym podziatem na wstep, cele
pracy, cze$¢ metodyczng oraz wyniki potaczone z dyskusjg. Prace koricza sformutowane przez Autorke
whnioski oraz bogata bibliografia. Prace wzbogacaja liczne ryciny i tabele, adekwatnie rozmieszczonych
w poszczegélnych czesciach rozprawy. Dodatkowo praca poprzedzona jest streszczeniem w jezyku
polskim i angielskim, a w koricowej czeéci dysertacji znajduje sie wykaz dorobku naukowego
Doktorantki.

W swojej pracy doktorskiej mgr Wiktoria Rejmak skupita sie na naturalnych peptydach o
wiasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych i ich roli w mechanizmach wrodzonej odpowiedzi
immunologicznej. Wskazafa réwniez potencjalne zastosowanie tych substancji w terapiach choréb o
podtozu infekcyjnym. Staby punkt tych zwigzkow, ktérym jest podatno$é na degradacje enzymatyczna,
wykorzystata jako 0$ swojej pracy. Postawita sobie za cel synteze nowych analogéw naturalnej ludzkiej
katelidycyny LL-37 charakteryzujacych sie zwiekszong odpornoscig na dziatanie enzymoéw, a takze
potwierdzenie potencjalnej przydatnosci klinicznej uzyskanych analogéw. Badania Doktorantki
doskonale wpisujg sie w trend poszukiwania nowych substancji przeciwbakteryjnych, ktére mogtaby
znalez¢ zastosowanie w leczeniu infekcji wywotanych przez bakterie lekooporne. Wartosciowym
elementem omawianej pracy byto wprowadzenie badan biologicznych na liniach komdrkowych
roznicujgcych sie do neutrofili, ktére stanowig niezwykle istotny element odpowiedzi
przeciwbakteryjne;j.
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W czgsci literaturowej doktorantka szczegétowo opisuje historie, budowe oraz znaczenie i
wtlasciwosci biologiczne ludzkiej katelicydyny na tle catej grupy katelicydyn i innych peptydéw
antymikrobiotycznych. Na uwage zastuguje dobrze skomponowany fragment po$wiecony przegladowi
doniesien naukowych opisujacych kliniczne znaczenie LL-37. W ten sposdb Doktorantka podkresla role
LL-37 w patogenezie szeregu chordb cztowieka oraz potencjalne zastosowanie natywnego peptydu, jak
i jego pochodnych w warunkach klinicznych (zaréwno w aspekcie diagnostycznym jak i
terapeutycznym).

Rozwijajgc wstep teoretyczny, Doktorantka poswigca dwa podrozdziaty na omowienie zjawiska
odpornosci proteolitycznej oraz metod stuzgcych jej zwiekszeniu. Jest to istotna kwestia w kontekécie
dziatania zaréwno naturalnych, jak i syntetycznych peptydéw. Doktorantka kfadzie nacisk na proteazy
powigzane z aktywnoscig neutrofili, komoérek uktadu immunologicznego zaangazowanych w
odpornos¢ wrodzong i indukcje zapalenia.

W kolejnej czesci wstepu, Doktorantka przechodzi do omawiania biatek wigzgcych DNA, by
nastepnie przejs¢ do neutrofilowych putapek zewngtrzkomérkowych i zakoriczyé wprowadzenie
przedstawieniem wiedzy o budowie i funkcji neutrofili. Osobiscie nie podazam za tokiem rozumowania
Doktorantki. W moim mniemaniu kolejno$¢ przedstawiania powyzszych zagadnien powinna byé
odwrotna, by méc w sposéb logiczny wprowadzi¢ czytelnika w dalszy cigg pracy i wykazac zaleznosé
miedzy poszczegdlnymi etapami pracy badawczej. Kluczowa jest réwniez sekwencja zdarzen dotyczaca
samej aktywacji neutrofilii, ktére w przebiegu reakcji zapalnej wchodza w proces aktywnej $mierci
komorki i tworzg sieci NET. Na tym etapie kluczowe sg zmiany zwigzane z dekondensacjg chromatyny,
zmiang struktury biatek czy uwolnieniem ziarnistosci neutrofilowych. Wszystkie te elementy
odpowiedzialne sg za tzw. uwiezienie mikroorganizmu, majagce na celu ograniczenie jego
rozprzestrzeniania i ostateczng eliminacje. Zatem, biorgc pod uwage naturalng kolejno$¢ zjawisk w tym
procesie, zasadne wydaje sie odwrécenie kolejnosci wspomnianych podrozdziatéw wstepu.
Niezaleznie od powyzszych uwag, nalezy podkresli¢ dobre przygotowanie teoretyczne Doktorantki, dla
ktdrej zagadnienia biologiczne nie stanowig codziennego obszaru pracy.

Cele pracy zostaly przedstawione w bardzo klarowny i przystepny sposob. Wartoscig dodang
tej czesci pracy jest krotki opis dotyczacy kazdego ze sformutowanych celéw pracy. Pozwolito to na
poznanie szerszego kontekstu poszczegéinych zagadnien rozpatrywanych przez Doktorantke w pracy.
Gtéwnym zadaniem, jakie postawita przed sobg Doktorantka byto uzyskanie nowych analogéw ludzkiej
katelidycyny LL-37 o zwiekszonej stabilnosci enzymatycznej. Wsrdd celéw szczeg6towych znalazta sie
analiza wptywu wprowadzonych modyfikacji na strukture drugorzedowa otrzymanych analogéw,
ocena ich zdolnosci do wigzania DNA, okreslenie stabilnosci enzymatycznej otrzymanych zwigzkow
oraz ich odziatywanie na linie komadrkowe.

Rozdziat ,Metody przeprowadzonych badan” to kompendium technik stosowanych przez
Doktorantke w czesci eksperymentalnej pracy. Przedstawiony materiat wydaje sie dobrze
skomponowany i utozony w logiczng catos¢. Te cze$¢ pracy otwierajg metody otrzymywania
peptydomimetykdw oraz oceny ich witasciwosci fizykochemicznych. W tym miejscu przedstawione
zostaly techniki stuzgce analizie odziatywann miedzy otrzymanymi analogami LL-37 a kwasami
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nukleinowymi, a takze ocenie wplywu wybranych enzyméw na badane peptydomimetyki. Nastepnie
Doktorantka opisuje badania biologiczne, na ktére ztozyly sie badania na liniach komérkowych, takie
jak ocena cytotoksycznosci otrzymanych zwigzkéw oraz ich wptyw na aktywnos¢ wybranych komérek
immunologicznych. Czes¢ chemiczna zostata przedstawiona doéé szczegétowo, niemniej ze wzgledu na
brak praktyki, nie umiem okresli¢, czy opis jest wystarczajacy do bezproblemowego powtérzenia
doswiadczen przeprowadzonych przez Doktorantke. Natomiast doceniam fakt, ze Doktorantka nie
przypisuje sobie wszystkich dziatan i otwarcie mowi o wspétpracach z laboratoriami specjalizujgcymi
sie w danych technikach.

W przedstawionej pracy wyniki zostaly potaczone z dyskusja. Doktorantka sprawnie
przeprowadza czytelnika przez ogrom uzyskanych wynikéw, jednoczeénie umiejetnie zestawiajac je z
dostepng literaturg. W tej czesci dysertacji umieszczone zostaly wyniki potwierdzajgce uzyskanie
wiasciwych produktéw syntezy, ich zdolno$¢ do tworzenia komplekséw z kwasami nukleinowymi,
odpornos¢ na dziatanie proteolityczne wybranych enzyméw oraz wptyw badanych peptydomimetykéw
na wybrane linie komérkowe. Catos$¢ uzupetniajg réznorodne wykresy, tabele oraz zdjecia. Waznym
elementem, wartym podkre$lenia, jest bardzo spdjna i rozbudowana dyskusja wynikéw
doswiadczalnych z danymi literaturowymi. Swiadczy to o duzej wiedzy ogdlnej Doktorantki,
umiejetnosci korzystania z dostepnych baz danych oraz syntetycznej analizy wynikéw pracy wiasnej z
osiggnieciami innych zespotéw. W kilku przypadkach brakowato mi jednego, dwoch zdan
podsumowujgcych opisane obserwacije.

Podsumowanie i wnioski zamykajg czes¢ merytoryczng pracy. Doktorantka odnosi sie do
wszystkich swoich celow, zaréwno gtownego jak i szczegétowych. Autorka niniejszej pracy otrzymata
wszystkie zaplanowane peptydomimetyki, ktére mogta nastepnie poddaé¢ kolejnym analizom.
Wykazata zachowanie a-helikalnej struktury drugorzedowej otrzymanych peptydomimetykéw mimo
wprowadzonych modyfikacji taficucha. Istotnym osiggnieciem byta analiza zdolno$ci badanych
analogéw do wigzania kwasdw nukleinowych. Ponadto Doktorantka okreslita wielkosci tworzonych
kompleksow, przyblizyta ich struktury, a takze ustalita stezenia peptydomimetykoéw skutkujace
najwyzszym poziomem kondensacji DNA. Kolejno, Doktorantka wykazata zwiekszong opornosé
wybranych peptydomimetykéw na dziatanie proteaz oraz wskazata, ktére z wprowadzonych
modyfikacji mogg warunkowac ten efekt. W badaniach komadrkowych wykazata brak cytotoksycznosci
badanych analogow LL-37, a takze potwierdzita modulujgce dziatanie tych zwigzkéw na populacje
neutrofili, sugerujac ich potencjalne dziatanie przeciwzapalne. Mojg uwage w podsumowaniach
przykut punkt 5, w ktérym Doktorantka méwi o swoim niepowodzeniu. Uwazam, ze to niezwykle
istotne by otwarcie mowi¢ rowniez o braku wynikéw, czy nieudanych eksperymentach. Daje to
przestrzen do dalszych dyskusji i poszukiwania rozwigzan, oraz odczarowuje rzeczywistos¢ i uczy
radzenia sobie z przeciwnosciami losu tak czestymi w wymagajagcym naukowym $wiecie.

Dodatkowo w pracy znajduje sie wykaz dorobku naukowego Doktorantki, ktéry podkresla jej
zaangazowanie naukowe. Mgr Rejmak jest wspdtautorem 6 publikacji, przy czym w jednej z nich
figuruje jako pierwszy autor. Doktorantka moze sie réwniez wykaza¢ czynnym udziatem w szeregu
konferencji naukowych, gdzie miata mozliwos$¢ prezentowania swoich wynikéw w trakcie wystapien
ustnych oraz w formie posteréw. Na uwage zwraca réwniez zaangazowanie projektowe Autorki, gdyz
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oprocz uczestnictwa w projekcie finansowanym przez Narodowe Centrum Nauki, dwukrotnie zdobyta
wiasne finansowanie w ramach programdw oferowanych przez Uniwersytet Gdanski.

Pytania i uwagi
Prositabym o doprecyzowanie kilku kwestii dotyczacych pracy na liniach komérkowych.

1. W jaki sposéb monitorowana byta liczba komdrek w naczyniach hodowlanych — na jakiej
podstawie podejmowano decyzje o regulowaniu ich liczby? Na podstawie czasu trwania
hodowli, konfluencji? Jak wygladata procedura regulowania liczby komérek? Czy byt to pasaz
z uzyciem enzymow typu trypsyna? Jak liczone byly komérki?

2. Przy opisie testow cytotoksycznosci Doktorantka napisata ,Kazdy z testéw wykonywatam
dwukrotnie” — prosze o doprecyzowanie liczby replikatow biologicznych i technicznych.

3. Na jakiej podstawie wybrano stezenie zwigzkow (5,05 uM) do testéw oceny wptywu badanych
zwigzkow na aktywnos$¢ HL-60?

4. W jaki sposob potwierdzano efektywnos¢ rdéznicowania komarek linii HL-60 do neutrofili
(komérek neutrofilopodobnych)? Co stanowito wyznacznik uzyskania pozgdanego fenotypu
komorek? Czy aktywnos$¢ enzymatyczna byta markerem zréznicowania komorek i jednoczesnie
zmienng badang w testach?

W czesci zwigzanej z wynikami i dyskusjg rowniez pojawito sie kilka watpliwosci:

1. Co dokfadnie, z punktu widzenia statystyki, przedstawiajg wykresy nr 30-34? Czemu
odpowiadajg stupki i wasy? Czy jest to $rednia i odchylenie standardowe czy tez mediana i
kwartyle? Czy do analizy wynikéw z badan biologicznych uzyto jakich$ konkretnych testéw
statystycznych?

2. Prosze o probe wyjasnienia, dlaczego dla niektdrych analogoéw nie udato sie potwierdzi¢ mas
molekularnych z masami teoretycznymi oraz o czym swiadczy fakt, ze analiza wptywu stezenia
niektérych z analogéow LL-37 z dsDNA nie powiodia sie ze wzgledu na agregacje prébek na
wczesnym etapie? Czy i jak mozna przetozy¢ te obserwacje na biologiczne witasciwosci
badanych zwigzkow?

3. Dlaczego nie wykonano pomiarow AFM (mikroskopii sit atomowych) dla komplekséw
peptydomimetykow z DNA 76pz?

4. Na wykresach przedstawiajgcych krzywe zaniku otrzymane w wyniku proteolizy PR3 nie widze
fragmentu 2183,92 g/mol na wykresie 27A. Prosze rowniez o wyjasnienie, dlaczego na rysunku
27C sg tylko dwa fragmenty zamiast 3 jak w przypadku pozostatych wykresow?

5. Dlaczego peptydomimetyk [Dap(M01)*2024]LL-37 jest czeSciowo odporny na hydrolize przez
PR3 (Rys. 27D) - czy Doktorantka ma jakies sugestie?

6. Prosze jeszcze o wyjasnienie dwdch termindéw: morfologia limfoblastyczna i monoosteofile.

7. Strona edytorska pracy wymagataby pewnych poprawek. W pracy pojawiajg sie btedy
stylistyczne i interpunkcyjne. Ponadto, zauwazytam btedy dotyczgce ttumaczenia terminéw
biologicznych, np. ,granulki neutrofili” zamiast ,ziarnistosci neutrofili”. Réwniez okreslenie:
»heutrofile sg strukturami” uwazam za niefortunne.
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Podsumowanie

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Weroniki Rejmak stanowi interesujace
podejscie do globalnego problemu rosnacej lekoopornosci patogenow i zapotrzebowania na
nowoczesne terapeutyki przeciwbakteryjne. Doktorantka z sukcesem otrzymata peptydomimetyki,
bedace efektem modyfikacji faricucha naturalnej ludzkiej ketalidycyny LL-37. Co istotne,
zsyntetyzowane zwigzki charakteryzowaty sie zwiekszong odpornoscia na dziatanie enzymow, a takze
wykazywaly korzystniejsze wtasciwosci biologiczne w poréwnaniu do natywnego peptydu. Istotnym
osiggnieciem niniejszej pracy, wartym kontynuacji, byty wyniki badan przeprowadzonych na liniach
komérkowych. Okazato sie bowiem, ze wyindukowane z linii HL-60 komorki o charakterze
neutrofilopodobnym, odpowiadaly na obecnos¢ badanych peptydomimetykéw zmiang poziomu
aktywacji. Powyizsze obserwacje pokazujg szereg mozliwosci aplikacyjnych badanych zwigzkéw. W
swoim podsumowaniu Doktorantka skupita sie gtownie na przeciwzapalnym efekcie wywieranym przez
badane analogi. Chciatabym podkresli¢, ze kilka z otrzymanych zwigzkéw prowadzito réwniez do
aktywacji komoérek w hodowlach. Zatem dalsze analizy wtasciwosci immunomodulacyjnych
peptydominmetykéw otrzymanych przez Doktorantke wydajg sie niezbedne. Pomimo szeregu uwag
zawartych w niniejszej recenzji, chciatabym podkresli¢c wysokg warto$¢ naukowg oraz duzy potencjat
aplikacyjny uzyskanych przez Doktorantke wynikow.

Whiosek koncowy

Rozprawa doktorska Pani mgr Wiktorii Rejmak pt. ,,Nowe analogi ludzkiej katelicydyny (LL-37)
0 zwigkszonej odpornosci na degradacje enzymatyczng. Projektowanie, synteza chemiczna i badania
biologiczne” spetnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1-3 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce z dnia 20 lipca 2018 z pdzniejszymi zmianami.

W zwigzku z powyzszym zwracam sie do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne
Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Wiktorii Rejmak do dalszych etapéw postepowania o
nadanie stopnia doktora w dyscyplinie nauki chemiczne.

A Novdaida

dr hab. Anna Wardowska
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