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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Joanny Kreczko-Kurzawy pt. ,Rola wybranych inhibitorow
enkefalinaz w biologii nowotworu jelita grubego. Projektowanie i synteza zwigzkdw o charakterze

przeciwnowotworowym w oparciu o strukture sialorfiny”

Rozprawa doktorska Doktorskiej mgr Joanny Kreczko-Kurzawy zatytutowana ,Rola wybranych
inhibitoréw enkefalinaz w biologii nowotworu jelita grubego. Projektowanie i synteza zwigzkow
o charakterze przeciwnowotworowym w oparciu o strukture sialorfiny” zostata wykonana w Katedrze
Biotechnologii Molekularnej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem prof. dr hab.
Piotra Skowrona oraz poprzedniego promotora, $p. prof. dr hab. Zbigniewa Mackiewicza, ktéry przekazat
doktorantce temat rozprawy. Dysertacja p. Kreczko-Kurzawy przedstawia wyniki prac obejmujacych synteze
inhibitoréw enkefalinaz, czyli enzyméw degradujgcych peptydy opioidowe i badan w modelach
komérkowych przeprowadzonych z zamiarem oceny ich potencjatu przeciwnowotworowego.

Rozprawa doktorska mgr Joanny Kreczko-Kurzawy liczy 229 stron, na ktére sktadajg sie: spis tresci,
wykaz skrétow, cel pracy, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep teoretyczny (98 stron),
materiaty i metody (31 stron), rozdziat z wynikami badan biologicznych (55 stron), dyskusja wynikow
i wnioski (5 stron), podsumowanie i bibliografie zawierajgcg 501 pozycji. W manuskrypcie umieszczono 59
wykreséw, 17 tabel oraz 48 rysunkéw wykonanych przez Autorke.

Doktorantka przygotowata bardzo starannie obszerny wstep stanowigcy wprowadzenie do

tematyki lekéw opioidowych oraz endogennych i egzogennych peptydéw i metaloproteaz, ktére reguluja
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ich aktywnos$¢ w organizmie. Chociaz gtéwnym zadaniem Doktorantki byta synteza peptydéw i ocena ich
aktywnosci przeciwnowotworowej, w swoim wprowadzeniu przedstawia ona z ogromng wnikliwoscig nie
tylko wiedze o strukturze i biosyntezie peptyddéw opioidowych, enkefalinaz, gtdownie neprylizyny
i aminopetydazy N oraz ich peptydowych inhibitorow, ale rowniez aspekty neurologiczne, biochemiczne,
fizjologiczne, farmakologiczne i behawioralne funkcjonowania ukfadu opioidowego. Autorka opisuje
przeciwbélowe aktywnosci opioidéw i peptyddw opioidowych, ale takze ich dziatanie przeciwzapalne,
przeciwdepresyjne, ich wptyw na zachowania seksualne, zaburzenia snu, regulacje cisnienia krwi. Autorka
podkresla, ze peptydy opioidowe nie wykazujg efektéw toksycznych i nie powodujg uzaleznien, jednak
z uwagi na szybka degradacje proteolityczng uzyskanie efektu terapeutycznego wymaga zastosowania
inhibitorow enzymow je degradujgcych. Rola peptyddéw opioidowych i enkefalinaz zostata najlepiej
rozpoznana w uktadzie nerwowym, ale poniewaz zmiany ekspresji enkefalinaz obserwuje sie w réznych
nowotworach, Autorka zwraca uwage na przeciwnowotworowy potencjat ich inhibitoréow, gtéwnie
sialorfiny i opiorfiny, jednoczesnie podkreslajac potrzebe modyfikacji strukturalnych, ktore zwiekszytyby ich
stabilnos¢ i biodostepnosé, w ten sposdb objasniajgc znaczenie swoich badan.

Rozdziat ,Materialy i metody” oprdocz danych metodologicznych dotyczacych przygotowania
analogéw sialorfiny i opiorfiny przedstawia takze wyniki syntezy z uwzglednieniem uzyskanej wydajnosci
i czystosci. Doktorantka opisuje wyniki syntezy opiorfiny i jej siedmiu analogéw oraz sialorfiny i jej 23
analogdéw, w ktérych wykonata takie modyfikacje jak skan alaninowy, amidacje, acetylacje, dotaczenie
reszty kwasu liponowego, wigczenie tioproliny, cyklizacje N-korcowej glutaminy. Rozdziat ten nie
uwzglednia natomiast metodyki badan w modelach komdrkowych. W mojej opinii ujecie wynikdw syntez
w czesci poswieconej wynikom lepiej oddatoby wysitek eksperymentalny Doktorantki.

Istotna czes¢ rezultatow zawarta zostata w rozdziale zatytutowanym ,,Badania biologiczne”. Mysle,
ze trafniejszym rozwigzaniem byloby nadanie tej czesci typowego w rozprawach doktorskich tytutu
»Wyniki”. Przedstawione rezultaty badan obejmujg ocene wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych,
hemotoksycznosci oraz dziatania sialorfiny i jej dziesieciu analogéw na komérki nowotworowe. Badania
aktywnosci przeciwnowotworowej obejmujg testy wptywu na proliferacje wykonane dla szesciu stezen
peptyddéw i kontroli na liniach komaérek ostrej biataczki monocytarnej THP-1 i linii komdrkowej pierwszego
stadium ludzkiego raka jelita grubego HT-29 oraz testy wptywu na zywotnos¢ i proliferacje przeprowadzone
na linii komorkowe] pierwotnego gruczolakoraka jelita grubego LS180 i linii komdrkowej pochodzacej
z przerzutu nowotworu raka jelita grubego do weztéw chtonnych SW620 przedstawione dla czterech stezen
peptydéw w odniesieniu do kontroli. Jako komdrki referencyjne zastosowano linie ludzkich fibroblastéw
HSF. Uzyte linie komodrkowe wykazujg ekspresje neprylizyny (L5180, SW620, HT-29) lub aminopeptydazy N
(THP-1). W testach aktywnosci hemolitycznej zastosowano jako dodatkowe odnosniki amfoterycyne B
i TritonX-100, natomiast w testach zywotnosci, peptydomimetyk tiorfan, inhibitor neprylizyny. W rozdziale
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tym Autorka odnotowata tez wstepne wnioski: nie zaobserwowano istotnej aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej ihemolitycznej badanych peptydéw, natomiast wykazano szereg rdznic
w dziataniu na proliferacje izywotnos¢ komodrek nowotworowych miedzy testowanymi analogami
sialorfiny. Wyniki przedstawiajg bardzo szeroki zakres wykonanych badan i s3 pokazane w przejrzysty
sposdb. Jednak warto bytoby dodatkowo zestawi¢ aktywno$é antyproliferacyjng badanych analogéw
w odniesieniu do sialorfiny, a nie tylko poréwnywaé z dziataniem na komorki kontrolne. Nie znalaztem
informacji, jak wykonano statystyczng analize wynikéw. Rdznic istotnych statystycznie nie zaznaczono na
histogramach, ajedynie w tabelach zawierajgcych wyniki. Autorka nie okresdla, w ilu powtdérzeniach
wykonano testy na komoérkach, a takze, czy powtdrzenia polegaty na wykonaniu kilku niezaleznych
eksperymentow hodowli, czy tylko na kilkakrotnie przeprowadzonych pomiarach na komérkach z tej same;j
hodowli. Poza tym Doktorantka niepotrzebnie podaje w opisie wynikéw naukowych wartos¢ wspdtczynnika
wptywu (IF) czasopisma, w ktérym opublikowano czes$¢ rezultatow - takie informacje nalezy umiesci¢ w
zestawieniu dorobku naukowego.

Przedstawione wyniki badan biologicznych Doktorantka wykonata we wspdtpracy z zespotami
naukowymi z Zaktadu Wirusologii i Immunologii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie (testy na
liniach komdrek nowotworowych) oraz z Katedry Technologii Lekow i Biochemii Politechniki Gdanskiej
(aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa). Efektywne wykorzystanie mozliwosci wspétpracy naukowej ma
podstawowe znaczenie dla sukcesu badan i uwazam je za duzy atut pracy p. Joanny Kreczko-Kurzawy.

Wyjatkowo obszerna bibliografia liczy 501 artykutéw naukowych, a cytowania wykonane s3
prawidtowo. Poprawnos$¢ jezykowa i terminologiczna oraz poziom edytorski rozprawy sg w petni
zadowalajgce. Szczegdlnie chciatbym doceni¢ niezwykle starannie przygotowang liczacg 22 strony tabele
zawierajgcg opracowanie struktur i charakterystyk wybranych inhibitoréw enkefalinaz. Podczas lektury
rozprawy natkngtem sie na stosunkowo nieliczne uchybienia edytorskie, za wyjgtkiem niezgodnosci
numeracji rozdziatdw w spisie tresci z numeracjg w tekscie poczawszy od rozdziatu 5.1.1. Ponadto, na's. 72
Autorka pisze ,trzy peptydy pochodzenia naturalnego”, ale wymienia tylko dwa, opiorfine i sialorfing, a w
tytule Tabeli 17 oprdcz analogéw sialorfiny wymienia tiorfan, chociaz Tabela 17 nie zawiera wynikow dla
tego inhibitora.

Na uznanie zastuguje bardzo obszerny i réznorodny dorobek naukowy p. Kreczko-Kurzawy, ktéra
jest wspétautorem siedmiu publikacji, w tym dwadch z listy filadelfijskiej, dwdch krajowych zgtoszen
patentowych i rozdziatu w ksigzce. P. Kreczko-Kurzawa byta tez wspédtautorem 11 wystgpier ustnych i 26
posteréow, gtéwnym wykonawcg w dwdch projektach grantowych ,,0PUS” finansowanych przez Narodowe
Centrum Nauki, kierownikiem dwdch grantéw przyznanych w ramach Badan Naukowych Stuzgcych
Rozwojowi Mtodych Naukowcow oraz Uczestnikow Studidéw Doktoranckich. Ponadto p. Kreczko-Kurzawa
uzyskata szereg wyrdznien , w tym Nagrode Marszatka Wojewddztwa Kujawsko-Pomorskiego w konkursie
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na najlepszy komunikat naukowy ustny oraz pierwsze miejsce w konkursie na najlepszy naukowy
komunikat posterowy w sekcji nauk chemicznych na V Kopernikariskim Seminarium Doktorantéw
w Toruniu, a takze stypendium w ramach projektu kompleksowego programu rozwoju doktorantéw,
mitodych doktordw i akademickiej kadry dydaktycznej UG , Ksztatcimy najlepszych”. Szczegdlnie podkresli¢
chciatbym wyjatkowa aktywnos¢ p. Joanny Kreczko-Kurzawy w zakresie popularyzacji nauki i wspotpracy
z przemystem, czyli jej udziat w jedenastu réznych inicjatywach, w tym np. pomyst i organizacje konferencji
dla studentéw i doktorantéw pt. ,,Cztowiek Nauka Srodowisko”, pomyst i organizacje ,,Pomorskich Spotkan
Piwowardw” oraz autorskie opracowanie pokazow doswiadczen chemicznych ,Laboratorium alchemika”.
Whprawdzie przedstawiony dorobek publikacyjny p.Joanny Kreczko-Kurzawy nie spetnia formalnych
wymogow do postawienia wniosku o wyrdznienie doktoratu na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego,
ale nieprzecietna aktywnos¢ Doktorantki zastuguje na szczegdlne uznanie.

Dyskusja wynikéw i klarowne ich podsumowanie nie budzg zastrzezen. Jednak zainspirowany
lekturg tej pracy chciatbym przedstawi¢ ponizej kilka uwag i poprosi¢ Doktorantke, aby sie do tych uwag
odniosta.

1. Celowe bytoby wyjasnienie, dlaczego w testach biologicznych wykorzystano tylko czes¢
syntetyzowanych peptydow. Nie sugeruje, ze wykonano za mato oznaczen, gdyz przedstawiony
program badawczy byt wiecej niz intensywny, ale interesujgce jest, jakie byly kryteria wyboru
zwigzkéw do badan.

2. Jak mozna wyttumaczy¢ zmniejszenie aktywnosci antyproliferacyjnej peptydéw z N-koricowq reszta
kwasu p-glutaminowego (pQHNPR-NH, i pPQHNPR-OH) wraz ze wzrostem ich stezen pokazane na
wykresach 10i 11?

3. Dlaczego w badaniach na komodrkach LS180 i SW620 nie uzyto czterech analogéw sialorfiny
testowanych na liniach HT-29 HTP-1, zwfaszcza Ac-QHNPR-NH,, ktéry dos¢ silnie (o okoto 40%)
obnizat proliferacje komérek HT-29?

4. Jak mozna wyttumaczyé wyraznie wiekszg wrazliwo$é na badane analogi sialorfiny komdérek SW620
w porownaniu do LS180 (Tab. 17)?

5. W ewaluacji potencjatu przeciwnowotworowego sialorfiny i jej analogow przydatne bytoby
porownanie do aktywnosci antyproliferacyjnej jakiegos$ stosowanego leku przeciwnowotworowego.

6. To zrozumiate, ze wstepna ocena aktywnosci przeciwnowotworowej analogéw sialorfiny polega na
zbadaniu wptywu na proliferacie komoérek nowotworowych. Czy Doktorantka widzi jednak
mozliwo$¢ oceny potencjatu przeciwnowotworowego inhibitoréw enkefalinaz w bardziej ztozonych
modelach, poprzez badanie ich dziatania regulatorowego na funkcjonowanie niezwykle ztozonego

uktadu opioidowego?
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Podsumowujgc, chciatbym podkresli¢c szeroki zakres wykonanych przez Doktorantke badan
obejmujacych syntezy chemiczne i badania biologiczne, ktdry wymagat niewatpliwie wielkiego naktadu
pracy. Ocena zaleznosci miedzy strukturg i aktywnoscig przeciwnowotworowg analogdw sialorfiny
w komérkach nowotworu okreznicy stanowi cenny i oryginalny wynik naukowy p. Joanny Kreczko-Kurzawy.
Zaznaczam, ze podniesione wyzej pytania i uwagi krytyczne nie pomniejszajg mojej wysokiej oceny tej
rozprawy doktorskie;j.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca mgr Joanny Kreczko-Kurzawy pt. ,Rola
wybranych inhibitoréw enkefalinaz w biologii nowotworu jelita grubego. Projektowanie i synteza zwigzkéw
o charakterze przeciwnowotworowym w oparciu o strukture sialorfiny” spetnia wymogi stawiane
rozprawom doktorskim, w tym warunki art. 13 ustawy Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego o stopniach
naukowych i tytule naukowym wraz z pézniejszymi zmianami. Wnosze zatem do Rady Dyscypliny Wydziatu
Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie pani mgr Joanny Kreczko-Kurzawy do dalszych etapdéw

przewodu doktorskiego.




