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Nowe analogi ludzkiej katelicydyny (LL-37) o zwigkszonej odpornosci na degradacje enzymatyczng.

Projektowanie, synteza chemiczna i badania biologiczne.

Przyroda od zawsze inspirowafa cztowieka w poszukiwaniu nowych rozwiazan. Wiele sposrod
odkry¢ naukowych wynika wiasnie z wnikliwej obserwacji otaczajacego nas, wciaz skrywajacego wiele
tajemnic, $wiata. Do dnia dzisiejszego doktadne zrozumienie algorytméw ewolucji i molekularnych
podstaw tych rozwiazan stanowi wyzwanie dla ludzkosci. I cho¢ w zasadzie natura sie¢ nie myli
(niektérych zautkéw po prostu jeszcze nie zrozumieliSmy), to od dekad nasza uwaga skupia sie na
podpatrywaniu i usprawnianiu jej osiagniec.

Jednym z przyktadéw poprawiania natury sa biatka, ktérych biologiczne funkcje staramy sie
korygowa¢ w nadziei na uzyskanie pozadanego efektu terapeutycznego (inhibitory enzyméw,
interkalatory oddziatywan biatko-biatko czy hamowanie szlakéw przekazywania sygnatéw). Z drugiej
tworzymy ulepszone wersje naturalnych, jednak w réznych powodéw czasami wadliwie
funkcjonujacych biatek i polipeptydéw, czego doskonatym przykfadem sa insulina, FVIII czy
przeciwciata monoklonalne. Majac na uwadze uzytecznos¢ kliniczna polipeptydéw, staramy sie

poprawia¢ ich wfasciwosci biologiczne, stabilnos¢ in vivo, profil farmakologiczny czy funkcjonalnos¢.
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Cho¢ biatka petnia kluczowa role w kontroli proceséw zachodzacych w $wiecie istot zywych,
zapewniajac jednoczesdnie skuteczny przeptyw informacji lezacy u podstaw proceséw metabolicznych,
to nie maja monopolu na sposéb dziatania szlakéw komunikacyjnych czy funkcji obronnych
organizmu. Polipeptydy petnia wazna, komplementarng do biatek role cho¢by w uktadowej propagacji
sygnatéw metabolicznych (np. insulina, glukagon, AgRP czy GLP-1), regulacji proceséw wzrostu
i roéznicowania, regulacji ciSnienia krwi i proceséw trawiennych, funkcjonowaniu wrodzonych
mechanizméw obrony czy w tak fundamentalnej dla Zycia kontroli statusu redoks organizmu.
Najczesciej jednak polipeptydy petniace tak wazne funkcje dziataja przez krétki, precyzyjnie okreslony
czas, co jest zrozumiate w Swietle ich biologicznej roli. Z drugiej strony owa naturalna niestabilnos¢
sprawia, ze polipeptydy maja ograniczony potencjat terapeutyczny, co sprawito, ze przez dtugi czas nie
rozpatrywano ich w kategorii mozliwych lekéw. Jednak osiagniecia technologiczne i naukowe ostatnich
dziesiecioleci (jak przyktadowo technologia rekombinowanych biatek czy zautomatyzowane metody
syntezy peptydéw) oraz dokfadniejsze zrozumienie funkcji i biochemii peptydéw, szczegélnie
identyfikacja w ich strukturze motywéw kluczowych dla oddziatywania z partnerami czy
odpowiedzialnych za ich stabilnos¢ in vivo, pozwolity na opracowanie skutecznych polipeptydowych
terapeutykéw, jak chocby kolejne generacje insuliny czy triumfujace w ostatnich latach skuteczne
w leczeniu cukrzycy typu 2 analogi GLP-1 — semaglutyd (Ozempic®) czy tirzepatyd (Mounjaro®).
W dobie mozliwosci, jakie daje nam rozwdj sztucznej inteligencji oraz narzedzi uczenia maszynowego
przewiduje sie, ze peptydowe terapeutyki wchodza wiasnie w ere swojej najwiekszej Swietnosci.

Projektowanie i otrzymywanie syntetycznych analogéw polipeptydéw, ktére z jednej strony
mozna uzna¢ za funkcjonalne ,substytuty” naturalnie wystepujacych oligomeréw, z drugiej strony
bedacych niewrazliwymi na mechanizmy ich eliminacji (przyktadowo dziatanie enzymoéw
proteolitycznych), stanowi wyzwanie wspofczesnej chemii medycznej, w nurt ktérej wpisuje sie
przedstawiona do recenzji realizowana pod opieka naukowa Prof. Adama Lesnera praca doktorska
Pani mgr Wiktorii Rejmak, ktéra dotyczyta syntezy nowych analogéw katelicydyny (peptydu LL-37),
analizy wptywu wprowadzonych modyfikacji na strukture oraz badanie wifasciwosci biologicznych
otrzymanych zwiazkéw. Badania zostaly zrealizowane w ramach projektu NCN Preludium BIS 1

(kierownik projektu Prof. Adam Lesner) o tytule tozsamym z tytutem pracy doktorskiej w Pracowni
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Analityki i Nanodiagnostyki Biochemicznej Katedry Technologii Srodowiska Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego.

Praca liczy 138 stron i ma ukfad typowy, powszechnie przyjety dla tego rodzaju opracowan.
Rozprawa skfada sie z pieciu gtéwnych czesci (Przeglad literaturowy, Cel pracy, Metody
przeprowadzonych badan, Wyniki i dyskusja oraz Podsumowanie i wnioski) poprzedzonych krétkim
Streszczeniem pracy w jezyku polskim i angielskim oraz Wykazem stosowanych skrétéw (niestety
niepetnym i nieuporzadkowanym alfabetycznie; w tresci pracy pojawia sie wiele skrotow bez ich
dalszego rozwinigcia). Niejasna jest dla mnie osobna numeracja poszczegélnych rozdziatow
i podrozdziatbw — w kazdej czesci rozprawy numeracja zaczyna sie od poczatku — z tego tez powodu
W rozprawie istnieja cztery rozdziaty o numerze 1., trzy podrozdziaty 1.1. etc. co jest dos¢ mylace.
Doktorantka umiescita w swojej rozprawie 37 rysunkéw i 11 tabel. Spis cytowanej literatury obejmuje
144 pozycje w wiekszosci z ostatnich pietnastu lat. Rozprawe uzupetniajg Wykaz rysunkéw, Wykaz
tabel, Opis dorobku naukowego, Oswiadczenie Autorki, ze przedtozona praca doktorska nie narusza
praw autorskich, intereséw prawnych i materialnych oséb w rozumieniu ustawy z dnia 4 lutego 1994
r. o prawie autorskim i prawach pokrewnych (Dz.U. 2000 r. nr 80, poz. 904, z p6zn. zm.) oraz
Podziekowania.

Zanim przejde do analizy poszczegélnych czesci opracowania, pozwole sobie na kilka uwag
natury ogoblnej. Rozprawa doktorska Pani mgr Wiktorii Rejmak nie zostata zbyt starannie opracowana
pod wzgledem edytorskim i graficznym, i cho¢ nie wptywa to istotnie na jej ogélny odbiér, liczne btedy
stylistyczne, gramatyczne, logiczne, interpunkcyjne (przecinki pojawiaja sie catkowicie losowo) czy
literéwki utrudniaja jej ptynne czytanie (na palcach jednej reki mozna policzy¢ strony, na ktérych nie
ma cho¢ jednego btedu). Niektére zdania, ze wzgledu na swoja konstrukcje, sa trudne do zrozumienia.
Wydaje mi sie, iz w przygotowaniu rozprawy zabrakfo ostatniego szlifu w postaci solidnej korekty strony
jezykowej. Pragne podkredli¢, iz obecne w pracy potkniecia i pomytki jezykowe nie wptywaja na jej
wartos¢ merytoryczng Sposéréd niestychanie bogatego zbioru btedéw pozwole sobie jednak wybra¢
cho¢ kilka (pierwsza literéwka obecna jest juz w tytule na pierwszej stronie rozprawy — ,degradacje
enzymatyczna” zamiast ,degradacje enzymatyczng” — co mozna uznac za swoiste preludium do tego,

co ma nastapi¢ w trakcie dalszej lektury): zdanie ,Furthermore, the peptidomimetics were evaluated
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for their enzymatic activity...” jest dos¢ niefortunne i wskazuje, ze otrzymane pochodne wykazuja
aktywnos¢ katalityczna (strona 9, analogicznie strona 11); brak rozwinie¢ skrétéw zawartych w Tabeli
1 (CAMP, CAP, BF czy BAC); co Autorka miata na mysli piszac ,Dojrzaly peptyd mozna uwolnié¢
z formy przechowywania...” (strona 19)? co oznaczaja terminy kolejnos¢ sekwencyjna (strona 20) oraz
peptyd o szerokiej ekspresji (strona 23)? ,Katelicydyna posiada dziatanie ...” zamienitbym raczej na
wykazuje dziafanie; alanina raczej nie nalezy do duzych hydrofobowych aminokwaséw, ponadto
poprawnym jest raczej okreslenie, ze chymotrypsynopodobne proteazy rozszczepiaja wiazania
peptydowe po karboksylowej stronie aminokwaséw, a nie ,po aminokwasach” (strona 33); rozdziaty
4.2.1.14.2.2 nie maja nazwy (strona 35); dopetniacz liczby pojedynczej stowa stabilnos¢ to stabilnosci
(mimo, iz litera ,¢” brzmi jak ,ci”, zapisujemy ,ci”) - powinno zatem by¢ zwiekszenia stabilnosci, nie
zwiekszenia stabilnos¢ (strona 39 i pdzniejsze); btedne cytowania w podpisie pod Rysunkami 7 i 8.
Réwnoczesnie pragne doda¢, iz nie znalaztem w pracy btedéw  merytorycznych,
a pojawiajace sie w rozprawie drobne btedy rzeczowe sa najprawdopodobniej wynikiem dos¢
niefortunnej konstrukgji zdan.

Opracowanie literaturowe zawarte zostafo na 77 stronach, na ktérych Autorka przybliza
czytelnikowi  podstawowe informacje  dotyczace  przegladu  peptydow o  dziafaniu
przeciwdrobnoustrojowym, strukturze, funkcji i mechanizmach dziatania katelicydyn oraz wybranych
peptydéw antymikrobiotycznych, ze szczegblnym uwzglednieniem uwalnianego z hCAP18 peptydu
LL-37. Opis zawiera takze przeglad aktualnych badar dotyczacych biologicznej roli LL-37 i jego
potencjalnego zastosowania terapeutycznego. W kolejnej czesci przegladu literaturowego Autorka
skupifa swoja uwage na enzymach jako czynnikach biologicznych, ktére wptywaja na stabilnos¢
peptydéw terapeutycznych oraz na podejsciach stosowanych w celu zmniejszenia wrazliwosci tej klasy
oligomeréw na czynniki $rodowiskowe. Ostatni fragment tej czesci rozprawy poswiecony jest
neutrofilom — mechanizmom ich réznicowania, aktywacji oraz strategiom wykorzystywanym przez nie
w eliminacji patogenéw, jak degranulacja, fagocytoza czy tworzenie zewnatrzkomérkowych putapek
neutrofilowych (NETs). Przedstawione opracowanie jest dos¢ ciekawe, aktualne i porusza wiele
waznych aspektéw w zakresie podejmowanych w temacie rozprawy zagadnie. Pomijajac btedy

jezykowe, oméwione kwestie potraktowane zostaty pobieznie i nie wykraczaja, niestety, poza niemalze
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faktograficzne przyblizenie tematu. Zabrakio gtebszej analizy i dyskusji, takze krytycznej,
przytoczonych danych literaturowych. Przyktadowo, Autorka omawiajac strukture LL-37 mogta
przedstawi¢ rysunek ja obrazujacy (2k6o.pdb). Niektére zdania s uciete tak, jakby w potowie pisania
zabrakto koncepcji na ich zakoriczenie. Brak przedstawienia doktadnych, molekularnych podstaw
dziatania omawianych  peptydéw (jak cho¢by bardzo lapidarny opis mechanizmu
antymikrobiotycznego, ktéry zajmuje jedynie pét strony 22 wraz z rysunkiem czy szczatkowy opis
dziatanie GI-20 wobec wirusa HIV-1 na stronie 25). Nie znalaztem takze precyzyjnego wyjasnienia,
w jaki sposob LL-37 wptywa na aktywno$¢ neutrofili (jedyna wzmianka zawarta jest na Rysunku 1).
Warto byfo tez (strona 21) podac¢ konkretne przyktady peptydéw antymikrobiotycznych, ktérych
podziat przedstawiono. W pracy pojawia sie tez intrygujace stwierdzenie (strona 23), ze ,Ludzka
katelicydyna jest peptydem przeciwdrobnoustrojowym kluczowym dla obrony wrodzonego uktadu
odpornosciowego przed patogenami” — katelicydyna jest wszak elementem tego uktadu, a jej rola jest
ochrona organizmu, nie systemu obronnego per se. Prosze o wyjasnienie, w jaki spos6b peptydy
przeciwdrobnoustrojowe dokonuja ,bezposredniej lizy bakterii” (strona 24). W wielu miejscach
znajduja sie zbedne powtérzenia tych samych informacji — o tym, ze katelicydyny i neutrofile stanowia
pierwsza linie obrony organizmu mozna przeczyta¢ przynajmniej w kilku miejscach. Prosze
o wyjasnienie w jakim celu, w kontekscie funkgcji LL-37, przedstawiono opis roli witaminy D zawarty
na stronie 27¢ Prosze takze o przedstawienie z jakimi konkretnie receptorami obecnymi na powierzchni
komoérek nowotworowych wiaze sie LL-37 i jaki ma to wptyw na proces angiogenezy (strony 29-30),
a takze jak LL-37 bezposrednio stymuluje komorki ztodliwe (strona 30). Do opisu dotyczacego
poréwnania funkcji i budowy proteinazy 3 i elastazy warto byto doda¢ rysunek obrazujacy struktury
i sekwencje obu proteaz (strona 34). W opisie funkcji deiminiaz peptydyloargininowych zabrakfo tez
jakiegokolwiek odniesienia do przedmiotowych katelicydyn, szczegélnie, w Swietle podjetych przez
Autorke prac eksperymentalnych, peptydu LL-37 (strona 35). W jaki spos6b zamiana naturalnych
aminokwas6éw na ich D analogi zwieksza biodostepnos¢ peptydéw (strona 38)? Prosze o wyjasnienie
stwierdzenia, ze samoagregacja peptydéw powoduje modyfikowanie ich wtasciwosci wewnetrznych

(strona 40) oraz jak zwiekszenie odpornosci peptydéw na proteolize zmniejsza ich immunogennos¢
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(strona 41). Proponowatbym takze zmieni¢ kolejnoé¢ rozdziatéw 7 i 8, co bytoby bardziej logiczne —
najpierw przedstawi¢ funkcje neutrofili, a potem opisa¢ czym sa NETSs.

Cel pracy zostat przedstawiony szczegétowo. Autorka przedstawita, w jaki sposéb zamierza
poszerzy¢ wiedze w zakresie oceny wplywu wprowadzonych modyfikacji peptydu LL-37 na ich
wiasciwosci geometryczne, zdolnosci wiazania DNA, stopnia wrazliwosci na dziatanie wybranych
enzyméw oraz aktywnosci biologicznej. Nalezy podkresli¢, iz Pani Wiktoria postawita sobie ambitne
zadanie — z jednej strony dos¢ czasochtonna synteza chemiczna, z drugiej badania strukturalne
otrzymanych zwiazkéw oraz wstepne badania biochemiczne. Interdyscyplinarny charakter badar jest
niewatpliwa zaleta przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej. Z obowiazku recenzenta pragne
zwroci¢ uwage na kilka drobnych niescistodci: a. zabrakto uzasadnienia dlaczego badano wrazliwoé¢
otrzymanych zwiazkéw na PAD2/4; b. niefortunny tytut rozdziatu 4, ktéry sugeruje, ze
peptydomimetyki na jakas cytotoksyczno$¢ — wydaje mi sie, ze lepszym rozwiazaniem bytby tytut
Okreslenie cytotoksycznosci peptydomimetykéw wobec wybranych linii komdrkowych; c. dlaczego
w ramach prowadzonych badan nie podjeto préby oznaczenia poziomu ekspresji neutrofilowych
cytokin?

Kolejny rozdziat Metody przeprowadzonych badari (21 stron) zawiera opis zastosowanych
metod syntetycznych i analitycznych oraz wykonanych testéw biochemicznych. Przedstawione opisy,
zarébwno syntetyczne, jak i biologiczne (brak cho¢by informacji, skad pochodzity uzyte w pracy
enzymy), sa W mojej ocenie niewystarczajaco szczegbétowe. Z tego powodu mam wiec kilka pytan:
a. jaka N-terminalng grupe ochronng posiadata N-kofcowa reszta leucyny uzyta w syntezie
docelowych peptydomimetykéw (Fmoc, Boc)? — ta kwestia zostata pominieta w rozprawie; b. schemat
przedstawiony na Rysunku 10 jest mylacy — wynika z niego, ze w jaki$§ magiczny sposéb z polipeptydu
powstaja analogi argininy — mozna byto odczynnik acylujacy umiesci¢ obok strzatki, a w dolnych polach
podac¢ sekwencje otrzymanych produktéw; c. szkoda, ze Autorka nie podjeta sie zbadania wiasciwosci
otrzymanych polipeptydéw zawierajacych reszty Dab jeszcze przed ich modyfikacja, co, by¢ moze,
pozwolitoby lepiej zrozumie¢ zmiany strukturalne i funkcjonalne otrzymanych analogéw LL-37; d. jakie
byty racjonalne powody wyboru plazmidu pUC19 w przedstawionych badaniach?; e. jaka i dlaczego

akurat taka byta sekwencja uzytego w pracy dsDNAZ?; f. prosze o przedstawienie podczas publicznej
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przyktadowych analiz LC-MS (opisanych na stronie 68), na podstawie ktérych opracowano wykresy
przedstawione na Rysunku 27 (strona 97). Pragne podkresli¢, iz moje uwagi do tej czesci nie podwazaja
ogromnej pracy eksperymentalnej, jaka wykonata Pani Wiktoria Rejmak - sam opis konkretnej
procedury, ktéra na pozér wydaje sie prosta czynnoscia, nie oddaje czasu, ktéry Autorka musiafa
spedzi¢ przy stole laboratoryjnym.

Dalsza czes¢ — Wyniki i dyskusja (38 stron) — stanowi rozwiniecie i uzupetnienie czesci
eksperymentalnej. Autorka przedstawita wyniki przeprowadzonych syntez chemicznych oraz
biologicznej ewaluacji otrzymanych pochodnych. Niestety, w wielu miejscach Autorka jedynie podaje
uzyskane wyniki bez préby ich analizy, glebszej interpretacji czy dyskusji. Dlatego tez prosze
o wyjasnienie: 1. dlaczego nie podano wynikéw UPLC dla wszystkich otrzymanych zwiazkéw?; 2. jaka
byta wydajnos¢ otrzymanych zwiazkéw?; 3. rozumiem, ze nie udato sie otrzymac pochodnych 4a i 4b,
nie mniej jednak wskazana bytaby analiza otrzymanych produktéw w miejsce pozostawienia czytelnika
ze stwierdzeniem ...nie udalo sie potwierdzi¢ mas molekularnych...; 4. dlaczego nie zbadano wptywu
stezenia TFE na struktury otrzymanych zwigzkéw metoda dichroizmu kotowego (Rysunek 17); 5. opis
Rysunkéw 20 i 21 jest niespéjny z numeracja studzienek przedstawiona na zdjeciu (ponadto jakos¢
grafik jest bardzo staba — podczas publicznej dyskusji prosze o doktadne oméwienie tych wynikéw oraz
przedstawienie zdje¢ w wysokiej jakosci, poza tym otrzymane obrazy migracji komplekséw trudno
nazwac ,prazkami”); 6. dlaczego nie przeanalizowano r6znych warunkéw (cho¢by rézne stezenia czy
stosunek N/P) podczas préby wyznaczenia statych K4 metoda termoforezy mikrofalowej (jak Autorka
sama wspomina na stronie 114) oraz czy podjeto w prébe uzycia dsDNA-Cy5 w eksperymentach
elektroforetycznych? Poza tym z czego wynika tak duza rozpietos¢ uzyskanych wartosci Kq dla LL-37
(Rysunek 22, bo w tresci pracy brak jakiejkolwiek analizy czy opisu podjetych badan); 7. w jaki sposéb
wyniki uzyskane metoda mikroskopii sit atomowych pozwalaja na ocene sposobu oraz dynamike
wiazania peptydomimetykéw z DNA (strona 87)?; 8. dlaczego nie przedstawiono wynikéw AFM w tym
samym powiekszeniu (Rysunek 23)?; 9. zadnie rozpoczynajace sie od stéw ,Badanie
z wykorzystaniem...” nie zawiera czasownika (strona 89); 10. pofaczenie punktéw pomiarowych na
wykresach zawartych na Rysunku 25 Swiadczy o tym, ze jest to funkcja matematyczna, co jest zupetnie

niezrozumiate; 11. dlaczego efekt dziatania PAD2 i PAD4 okreslono jedynie dla dwéch z otrzymanych
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zwiazkéw (strona 100)? Ponadto, dlaczego Autorka nie przeprowadzita jakiejkolwiek gtebszej analizy
zaleznosci struktury peptydomimetykéw od ich podatnosci na dziatanie deiminaz ponad stwierdzenie,
ze modyfikacje ,...zwiekszyty odpornos¢...” (strona 101); 12. stwierdzenie, ze Autorka mierzyta
stezenie proteinazy 3 (strona 110) jest btedne, gdyz mierzona byta aktywno$¢ proteolityczna tej
enzymu; 13. prosze o doktadna weryfikacje i przedstawienie podczas publicznej dyskusji analizy
wynikéw zawartych w podrozdziale 4.1.1., gdyz zaprezentowane na Rysunkach 35-37 wykresy sa
w catkowitej sprzecznosci z zaprezentowang przez Autorke analiza — przyktadowo, Autorka stwierdza
(strona 110), ze ,W obu systemach HL-60 + LL-37 poziom fluorescencji wynikajacy
z efektywnej hydrolizy substratu PR3 nie jest tak wysoki jak w prébach z dodatkiem LPS...” co jest
odwrotnodcig wynikéw przedstawionych na Rysunku 35. Podobnie stwierdzenie ,Dodatek LPS do
probek z analogami zwieksza ich efekt stymulujacy, jednak aktywno$¢ ta pozostaje nizsza niz
w przypadku LL-37 w potaczeniu z LPS” jest zaprzeczeniem wynikéw uzyskanych dla 24h inkubacji,
gdzie dla obu testowanych pochodnych zmierzona aktywnos$¢ PR3 byta najwyzsza (z wytaczeniem
kontroli HL-60 i HL-60+LPS). Prosze o komentarz do tej czesci rozprawy.

Kolejny rozdziat poswiecony jest krotkiemu podsumowaniu uzyskanych wynikéw —
Podsumowanie i wnioski (2 strony). Poza wspomnianymi wcze$niej uwagami dotyczacymi jezyka, nie
mam do tej czesci wiekszych uwag. Prosze jednak o wyjasnienie (punkt 3, strona 114) czym sa , punkty
przecigcia”.

Pani  mgr Wiktoria Rejmak jest wspdfautorkg pieciu  publikacji  naukowych
(Analytical Biochemistry, 2022, 2024; Wiadomosci Chemiczne, 2022, 2024x2) i siedmiu doniesier
konferencyjnych. Pani Wiktoria byfa takze beneficjentka grantu NCN Preludium Bis 1 oraz
kierownikiem dwo6ch wewnetrznych projektéw przyznanych w ramach Badari Naukowych Stuzacych
Rozwojowi Mtodych Naukowcéw oraz Uczestnikéw Studiéw Doktoranckich (Wydziat Chemii,
Uniwersytet Gdarski).

Podsumowujac stwierdzam, iz przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr
Wiktorii Rejmak spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pdézn. zm.). Jednoczesnie wnioskuje

do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr Wiktorii
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Wydziat Chemiczny

Rejmak do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych

i przyrodniczych w dyscyplinie nauki chemiczne.

prof. dr hab. inz. Marcin Sieficzyk

Podpisane elektronicznie przez MARCIN
SIENCZYK (Certyfikat kwalifikowany) w

dniu 2025-07-07.
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