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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Wiktorii Rejmak pt.: ,Nowe analogi ludzkiej katelicydyny (LL-37) o
zwiekszonej odpornos$ci na degradacje enzymatyczng. Projektowanie, synteza chemiczna i
badania biologiczne” wykonanej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego pod

kierunkiem prof. dr hab. Adama Lesnera

Rozprawa doktorska mgr Wiktorii Rejmak pt. ,Nowe analogi ludzkiej katelicydyny (LL-
37) o zwiekszonej odpornosci na degradacje enzymatyczng. Projektowanie, synteza
chemiczna i badania biologiczne” dotyczy bardzo aktualnego zagadnienia z pogranicza
chemii bioorganicznej, biochemii i immunologii. Katelicydyna LL-37 jest jedynym dotychczas
poznanym peptydem antymikrobiotycznym u cziowieka, wywodzgcym sie z biatka
prekursorowego hCAP-18. Petni ona wielorakie funkcje biologiczne: wykazuje bezposrednie
dziatanie przeciwdrobnoustrojowe (bakteryjne, przeciwgrzybicze i przeciwwirusowe), a takze
odgrywa istotng role immunomodulujgcg — potrafi stymulowaé¢ odpowiedz immunologiczng
gospodarza, m.in. poprzez modulacje sygnatéw z receptorow Toll-podobnych (TLR) oraz
dziata jako chemoatraktant dla réznych typow komoérek odpornosciowych. Co wiecej,
literaturowo odnotowano, ze LL-37 moze uczestniczy¢ w kontroli procesow nowotworowych
(np. poprzez ttumienie niektoérych odpowiedzi sprzyjajgcych wzrostowi guza). Ze wzgledu na
szerokie spektrum aktywnosci i matg podatnos¢ drobnoustrojow na wyksztatcenie opornosci
na peptydy przeciwdrobnoustrojowe, LL-37 stanowi obiecujgcg baze do rozwoju nowych

terapii przeciwinfekcyjnych, a takze potencjalnie przeciwnowotworowych.

Niestety, naturalny peptyd LL-37 ulega szybkim modyfikacjom i degradacji w
warunkach in vivo. Jak wiele innych biatek i peptydow, LL-37 podlega potranslacyjnej
deiminacji  (cytrulinacji) reszt argininowych przez enzymy z rodziny deiminaz
peptydyloargininowych (PAD). Wykazano, ze proces ten znaczgco obniza stabilnos¢ LL-37

oraz znosi jego podstawowe funkcje biologiczne. Ponadto LL-37 jest podatna na proteolize



przez rézne proteazy obecne w miejscach infekcji lub zapalenia — m.in. proteazy serynowe
neutrofili (np. elastaza neutrofilowa, proteinaza 3), niektore proteazy tkankowe (kallikreiny)
czy proteazy bakteryjne (np. wydzielane przez Staphylococcus aureus). Produkty czesciowe;j
degradacji LL-37 moga wykazywac niepozadane, przeciwne do natywnego peptydu
dziatanie, co dodatkowo uzasadnia potrzebe poszukiwania trwatych analogéw. Modyfikacje
strukturalne peptydu — takie jak wprowadzanie niestandardowych aminokwaséw czy
elementéw peptydomimetycznych — stanowig obiecujgcg strategie zwiekszenia odpornosci
LL-37 na enzymatyczng inaktywacje. Szczegdlnie perspektywiczne jest selektywne
PEGylowanie (dotgczanie elementéw polietylenoglikolu) lub inne modyfikacje tancuchéw
bocznych aminokwasow, ktdre mogag poprawi¢ stabilnos¢ proteolityczng i wydtuzy¢ czas

pottrwania peptyddw.

Przedmiotem recenzowanej rozprawy jest witasnie zaprojektowanie i otrzymanie
nowych analogoéw LL-37, cechujgcych sie zwiekszong odpornoscig zarbwno na proteazy, jak
i na proces deiminacji. Autorka postawita hipoteze, ze odpowiednie modyfikacje DAPEG —
polegajagce na  zastgpieniu  wybranych  naturalnych  aminokwaséw  specjalnie
zaprojektowanymi blokami budulcowymi zawierajgcymi reszte L-2,3-diaminopropionianu
(Dap) zmodyfikowang fancuchami polietylenoglikolowymi — pozwolg otrzymaé
peptydomimetyki zachowujgce aktywnos¢ LL-37, a jednoczesnie niewrazliwe na rozpoznanie
i ciecie przez wymienione enzymy. Zgodnie z zatozeniami, w analogach LL-37 planowano
zastgpi¢ kluczowe reszty podatne na dziatanie enzymoéw: Arg, Lys, a takze wybrane
aminokwasy hydrofobowe (jak Phe i Leu/lle) — odpowiednimi analogami DAPEG, imitujgcymi
wiasciwosci chemiczne tych reszt. Tego typu interdyscyplinarne podejscie tgczy elementy
projektowania chemicznego (synteza peptydéw zmodyfikowanych) z oceng biologicznych
wiasciwosci uzyskanych analogow. Tematyka pracy wpisuje sie w Swiatowe trendy
poszukiwania  trwatych  peptydowych  Srodkéw  terapeutycznych o  dziataniu

przeciwinfekcyjnym i immunomodulujgcym.

Rozprawa liczy 138 stron maszynopisu i posiada przejrzystg, akademicka
konstrukcje: obszerny przeglad literatury, jasno wyodrebnione cele, doktadny opis
materiatdbw i metod, logicznie uporzadkowang prezentacje wynikéw, dyskusje oraz
wyczerpujgce podsumowanie. Objetos¢ poszczegolnych rozdziatdéw jest dobrze wywazona.
Taki ukfad zapewnia ptynne przejscie od tla teoretycznego do analizy danych
eksperymentalnych. Czesc literaturowa dowodzi rzetelnej kwerendy: Autorka omawia historie
katelicydyn, ich mechanizmy dziatania, proby stabilizacji AMPs oraz najnowsze doniesienia
dotyczgce udziatu LL-37 w infekcjach wirusowych i procesach onkogennych. Czesc¢

eksperymentalna jest z kolei odpowiednio szczegdtowa i zawiera opisy syntez chemicznych,



zastosowanych metod analitycznych (np. HPLC, spektrometria mas, dichroizm kotowy) oraz
procedur badan biologicznych (badania wigzania DNA, ocena cytotoksycznosci, analiza
odpornosci na proteolize i cytrulinacje). Rozprawa jest napisana klarownym, naukowym
jezykiem, a terminologia chemiczno-biologiczna zostata uzyta konsekwentnie.
Zidentyfikowane usterki majg gtdwnie charakter techniczny — dominujg nieliczne btedy
fleksyjne w dopetniaczu po czasownikach np. str. 37 ,duzg ilosci peptydaz’, str. 34
,okreslenia specyficznos¢” itp., sporadyczne literowki oraz pojedyncze zbedne przecinki. Nie
wplywajg one na zrozumiato$¢ tresci i nie obnizajg ptynnosci lektury. Stylistycznie praca
trzyma spojny, rzeczowy ton charakterystyczny dla rozprawy doktorskiej i tekstu naukowego:
kazdg teze Doktorantka popiera wynikami i literaturg, unika kolokwializméw oraz nadmiernej

emfazy. Struktura akapitow jest logiczna, a ilustracje i tabele dobrze zintegrowane z tekstem.

Cele badawcze sformutowane na stronie 52 rozprawy sg konkretne i weryfikowalne.
Obejmujg: zaprojektowanie szesciu analogoéw LL-37 zawierajgcych rézne warianty DAPEG,;
porownanie ich odpornosci na proteolize i deiminacje z peptydem natywnym; ocene wptywu
modyfikacji na strukture drugorzedowa, zdolnosci kompleksowania DNA i profile komdrkowe.
Ukierunkowanie na konkretny mechanizm degradacji i jego réownolegtg eliminacje (PR3 i
PAD) nadaje pracy wyrazng warto$¢ innowacyjng. Gtéwne zatozenie badawcze pracy —
otrzymanie analogow LL-37 opornych na degradacje enzymatyczng, przy zachowaniu
wybranych funkcji biologicznych oryginatu — uwazam za w petni uzasadnione naukowo. Jak
opisano we wprowadzeniu, istnieje wyrazna potrzeba opracowania form LL-37 o wiekszej
trwatosci. Autorka dazyta do syntezy serii peptydowych analogow LL-37, w ktérych
newralgiczne reszty aminokwasowe (Arg, Lys, Phe, lle) zastgpiono strukturami
peptydomimetycznymi typu DAPEG. Taka modyfikacja miata zapobiec zaréwno proteolizie
(dzieki utrudnionemu dostepowi proteaz do miejsc ciecia), jak i deiminacji (poprzez
eliminacje naturalnych reszt argininy). Zamierzenia te sg oryginalne i spdjne z literaturg.
Podkre$lenia wymaga interdyscyplinarny charakter projektu: obejmuje on synteze
chemiczng, analizy strukturalne oraz testy biologiczne. Taki zakres badan swiadczy o

ambitnym podejsciu Autorki.

W mojej ocenie metody badawcze zastosowane w pracy sg adekwatne do
postawionych celdow i $wiadczg o wysokim poziomie warsztatu doswiadczalnego. W czesci
chemicznej mgr W. Rejmak przeprowadzita syntezy analogoéw LL-37 metodg Fmoc-SPPS, z
zastosowaniem odpowiednich technik oczyszczania i potwierdzania struktury. Opis syntez
jest szczegotowy, obejmuje m.in. wprowadzanie modyfikowanych reszt DAPEG.
Zastosowane techniki analityczne, w tym spektroskopia CD, testy enzymatycznej degradacii,

elektroforeza i DLS, zostaty dobrane adekwatnie i sg standardowe w badaniach peptydow.



Autorka ocenita rowniez wplyw zwigzkow na komorki — przeprowadzono testy
cytotoksycznosci oraz ocene odpowiedzi komorkowej. Pewne kwestie mozna by jednak
doprecyzowaé: w pracy nie podano wydajnosci syntez, nie uzasadniono doboru dtugosci
tancuchow DAPEG, ani nie zastosowano metod (np. MS/MS, 2D NMR) do potwierdzenia
lokalizacji modyfikacji. Zdaje sobie sprawe, ze tego typu badania strukturalne bytyby trudne
do interpretacji z uwagi na dtugosc tancucha peptydowego oraz rozbudowanych strukturalnie
tancuchow bocznych mimetykow, niemniej jednak prositbym Doktorantke o komentarz.
Brakuje tez informacji o rozpuszczalnos$ci i potencjalnej agregacji niektérych pochodnych.
Uwagi te nie umniejszajg jednak wartosci czesci chemicznej, ktéra zostata przeprowadzona

rzetelnie i z duzg samodzielnoscig.

Uzyskane wyniki doswiadczalne potwierdzity w duzej mierze stuszno$¢ postawionych
hipotez. Po pierwsze, stwierdzono znaczgcg poprawe odpornosci proteolitycznej
zmodyfikowanych analogdbw w poréwnaniu do natywnej LL-37. Po drugie, analogi
zawierajgce niestandardowe reszty argininopodobne (Dap-G) wykazaty istotnie zwiekszong
odpornos¢ na deiminacje w badaniach z enzymami PAD2 i PAD4. Potwierdzono rowniez
zachowanie struktury a-helikalnej oraz zdolnosci do tworzenia kompleksow z DNA.
Modyfikacje nie upo$ledzity zdolnosci analogéw do interakcji z polianionami, co ma

znaczenie dla ich potencjalnej funkcji immunomodulujgce;j.

Recenzowana praca ma wiele mocnych stron: innowacyjno$s¢ projektu, zakres
interdyscyplinarny oraz kompleksowos¢ badan, obejmujgcych synteze, analize struktury i
wiasciwosci biologiczne. Doktorantka wykazata sie samodzielnoscig i kompetencjami
eksperymentalnymi. W mojej ocenie, pewne obszary wymagajg jednak omowienia lub

uzupetnienia w podczas publicznej obrony:

1. Autorka analizowata wplyw modyfikacji strukturalnych na fadunek peptydoéw i ich
oddziatywania z DNA. Cho¢ nie badano bezposrednio wplywu na aktywnosé
przeciwdrobnoustrojowg, warto rozwazyé, czy zmniejszenie kationowosci mogtoby
wptyng¢ korzystnie na ograniczenie niespecyficznych oddziatywan elektrostatycznych?
Czy analogi o nizszym tadunku mogtyby penetrowac btone bakterii gtebiej, nie bedac zbyt
silnie przyciggane do powierzchni? Czy moze zmniejszenie fadunku zmniejsza agregacje
peptydu w roztworze? Te pytania nasuwajg sie i ich oméwienie mogtoby dodatkowo
wzbogacic interpretacje wynikow.

2. W pracy uzyto linii komérkowych HL-60 (réznicowanych do neutrofili) oraz HDFa, CRL-
1472 i HB2. Czy Doktorantka rozwazata testy na komérkach pierwotnych (np. neutrofile,

monocyty)? Czy tego typu badania mogtyby dostarczy¢ dodatkowych informacji o



immunomodulujgcym potencjale otrzymanych analogéw? Czy planowane byto
przeprowadzanie testow aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej?

3. Praca dowodzi odpornosci analogéw na wybrane indywidualne enzymy (proteazy, PAD).
Nasuwa sie pytanie, jak analogi zachowywatyby sie w bardziej ztozonych Srodowiskach
biologicznych — np. w osoczu krwi, gdzie obecny jest ,koktajl” roznych enzyméw, czy w
obecnosci zywych komérek aktywnie wydzielajagcych proteazy. By¢ moze warto bytoby
przeprowadzi¢ eksperyment polegajacy na inkubacji analogéw w surowicy krwi lub w
pozywce z dodatkiem homogenatu neutrofili i sprawdzi¢ czas pottrwania peptydow
metodg HPLC/MS? Takie alternatywne podejscie do testowania stabilno$ci mogtoby
jeszcze dobitniej wykazac¢ przewage analogéw nad natywnym LL-37.

4. W kontekscie deiminacji — czy Autorka probowata potwierdzi¢ odporno$¢ analogdéw na
PAD w warunkach ex vivo (np. dodajgc analogi do hodowli neutrofili stymulowanych do

wytwarzania NET)?

5. W czesci eksperymentalnej brakuje mi informacji (o ile rzeczywiscie jej brak) na temat
wydajnosci otrzymanych syntez peptydéw — choé nie jest to krytyczne dla wnioskow
biologicznych, bytoby cenne z punktu widzenia chemika zobaczy¢, czy wprowadzenie

duzych modyfikacji DAPEG nie obniza znaczgco wydajnosci syntezy i oczyszczania.

Powyzsze uwagi majg charakter uzupetniajgcy i nie podwazajg wartosci naukowej

uzyskanych wynikéw. Wskazujg raczej naturalne kierunki kontynuacji badan.

Reasumujac, przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Wiktorii Rejmak jest
dojrzatg i warto$ciowg pracg naukowg, wnosi istotny wkiad w dziedzine badan nad
peptydami przeciwdrobnoustrojowymi. Autorka osiggneta postawione cele: zaprojektowata i
zsyntezowata nowe analogi katelicydyny LL-37, wykazata doswiadczalnie ich zwiekszong
odporno$¢ na degradacje enzymatyczng oraz zachowanie kluczowych funkcji biologicznych.
Praca imponuje zaréwno pod wzgledem merytorycznym, jak i organizacyjnym — zakres
eksperymentow jest szeroki, a uzyskane wyniki zostaty wszechstronnie przeanalizowane.
Mgr W. Rejmak demonstruje tym samym umiejetnoS¢ samodzielnego prowadzenia
zaawansowanych badan, krytycznego interpretowania danych oraz wyciggania trafnych
wnioskow. Jej rozprawa Swiadczy o opanowaniu warsztatu badawczego na poziomie

eksperta w swojej specjalnosci.

Nie mam watpliwosci, Ze rozprawa spetnia wszystkie wymagania stawiane pracom
doktorskim okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 z pézn. zm.). W zwigzku z tym wnioskuje do Rady Dyscypliny

Naukowej Nauk Chemicznych Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Wiktorii



Rejmak do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora w

dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki chemiczne.
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