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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Justyny Sawickiej

Pani mgr Justyna Sawicka przedstawita do oceny rozprawe doktorskg pod tytulem
,Projektowanie 1 synteza rusztowan peptydowych o potencjalnym dziataniu pro-
regeneracyjnym”, wykonang w Katedrze Chemii Biomedycznej Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego, pod kierunkiem dr hab. Sylwii Rodziewicz-Motowidto, prof. UG.
Rozprawa liczy 173 strony w tradycyjnym ukladzie, ktorego czesciami sg kolejno
Wprowadzenie, Cel pracy, Metodologia, Omowienie Wynikéw, Dyskusja Wynikow,
Podsumowanie, Dorobek Naukowy, Wykaz Dorobku (nieujety w spisie tresci) i koncu
Bibliografia. Dotagczono rowniez pottorastronicowe streszczenie w jezyku angielskim. Ten
schemat rozprawy jest logiczny i klarowny. Rozprawa jest bardzo bogato zilustrowana,
zawierajac az 97 rysunkow, gtownie w czgéci opisujacej wyniki.

W pierwszej czesci liczacego 40 stron Wprowadzenia Autorka przedstawia zwigzty
opis budowy 1 funkcji skory, opisuje procesy gojenia i regeneracja skory i omawia modele
zwierzece, stosowane w badaniach procesow regeneracyjnych. Nastgpnie prezentuje biezacy
stan wiedzy w dziedzinie inzynierii tkankowej, skupiajac si¢ na peptydowych czynnikach
sygnalizacyjnych. Szczegoétowo omawia wlasciwosci peptydow RDKVYR (IM), KGHK oraz
GHK, uzytych w jej badaniach. W kolejnej czeSci Wprowadzenia przedstawione sa
rusztowania stosowane w inzynierii tkankowej, ze szczegdlnym uwzglgdnieniem fibryl i
hydrozeli peptydowych, by zakonczy¢ czes¢ wstepng kilkustronicowym opisem
zastosowanych przez siebie fizykochemicznych metod badania wiokien peptydowych. Ta
czg¢$¢ rozprawy napisana jest zywym 1 klarownym jezykiem. Uwazam ten opis za
wystarczajacy dla zrozumienia zagadnien waznych dla idei 1 wynikéw rozprawy. Szczeg6lnie
satysfakcjonujgca jest prezentacja na str. 30-34 rusztowan tkankowych, w przekonujacy

sposOb uzasadniajgca zastosowanie w rozprawie rusztowan peptydowych. Opis na str. 34-45
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Swiadczy o dobrej orientacji Autorki w dziedzinie zastosowan biomedycznych fibryli i
hydrozeli peptydowych.

Obowigzkiem recenzenta jest wskazanie pewnych usterek i niescistosci, wykrytych w
tej czegSci rozprawy, od razu stwierdzajac, ze nie obnizaja one znaczaco jej wartosci. Nie
wyliczam tu okazjonalnych btedow stylistycznych i literowych, ktorych jest niezbyt wiele, a
takze znacznych réznic opinii migdzy mna i Doktorantkg w kwestii stosowania przecinka.

Na str. 21/22 Rys. 8 przedstawia strukture, a nie sekwencje tymopoetyny II. Na Rys.
11 (str. 27) brakuje czwartego wigzania w plaszczyznie kompleksu miedziowego peptydu
GHK, a wszystkie wartosci stalych wigzania komplekséw miedziowych sg btedne, co wynika
Z prob pordéwnania statych o réznych definicjach, a nawet jednostkach, a takze po czgsci z
siegniecia do btednych, nieaktualnych danych literaturowych. Z btednych wartosci
wyciagnieto fatszywy wniosek, jakoby zdolno$¢ wigzania miedzi w kompleksach GH 1 GHK
oraz albuminy i GGH byly istotnie rézne. W rzeczywisto$ci te wartosci sg zblizone )log K
przy pH 7.4 = 12-13). Bledy te sa jednak o tyle malo istotne, ze Autorka nie korzysta z tych
danych w dyskusji otrzymanych przez siebie wynikow. Str. 44 - PEG (glikol polietylenowy)
nie jest biopolimerem, tylko polimerem syntetycznym stosowanym czesto w aplikacjach
biochemicznych.

Na str. 49-53 Doktorantka przedstawita bardzo rozbudowany cel pracy. Ta czgs¢
rozprawy jest w istocie jej streszczeniem, przedstawiajac nie tylko zamierzenia badawcze, ale
tez syntetycznie omawia uzyskane wyniki. Uwazam, ze w sekcji Cel pracy nalezaloby
przedstawi¢ jedynie zastany stan wiedzy, hipotez¢ badawcza oraz uzasadnienie
podejmowanych badan. Taki opis celu nie powinien przekracza¢ objetosciowo jednej strony
tekstu, a miejscem wiasciwszym dla omowienia zarysu wynikéw sg konkluzje i streszczenie,
co zreszta ma miejsce w omawianej rozprawie. Niemniej jednak cele rozprawy, czyli (i)
Sprawdzenie wlasciwosci fizyko-chemicznych oraz pro-regeneracyjnych peptydu o sekwencji
RDKVYR (peptyd IM) oraz peptydow o zwielokrotnionych sekwencjach IM, GHK i KGHK”
oraz (ii) ,,opracowanie nowych rusztowan peptydowych oraz zbadanie ich wlasciwosci fizyko-
chemicznych i biologicznych w zakresie regeneracji ran skory” sa w tej czgsci pracy w sposob
jasny wyosobnione. Omawiany rozdziat wypelnia wiec koniec koncodw przypisang sobie role.

Kolejna czg¢s¢ rozprawy, zatytulowana ,,Metodologia”, obejmuje 23 strony. Autorka
przedstawia zastosowane przez siebie metody badawcze, kolejno syntezg i oczyszczanie
peptydow, eksperymenty poswiecone wyjasnieniu struktur otrzymanych zwiazkéw, badania
ich, stabilnosci 1 eksperymenty biologiczne, wykonane na liniach komoérkowych i myszach

laboratoryjnych. Metody syntezy peptydow sg opisane bardzo precyzyjnie i w Sposob



praktyczny. Wida¢, ze Doktorantka jest z nimi $wietnie obeznana, a opis poszczegdlnych
procedur przez nig wykonanych jest tak rzetelny i doktadny, ze powtorzenie syntez na jego
podstawie nie powinno nastr¢cza¢ zadnych trudnosci. Opis metod spektroskopowych (CD,
kolorymetria z tioflawing T, NMR) i mikroskopowych (AFM, TEM, SEM, jest krotszy, ale
zupelnie wystarczajacy. Pewne watpliwosci recenzenta budza natomiast procedury
zastosowane do badan stabilno$ci peptyddow w wodzie i osoczu, a takze do oddziatywania z
albuming. Po pierwsze, dlaczego dla peptydow o istotnie roznej masie zastosowano kryterium
eksperymentalne stezenia wagowego, a nie molowego? Nalezaloby oszacowaé roznice
warunkoéw eksperymentalnych, wynikajaca z roznicy mas molowych peptydow oraz roznej
ilosci przeciwjonow kwasowych. Po drugie, badania stabilno$ci peptydow w wodzie
wykonano dostownie ,,w wodzie”, czyli w nieznanych warunkach, bez znajomo$ci pH
roztworu 1 jego sily jonowej, ktére w tym wypadku nadaje peptyd wraz ze swoimi
przeciwjonami. W zwiazku z tym nie bede omawia¢ wynikoéw tych eksperymentow w
dalszych czg$ciach recenzji. Nastepnie, test ,,powinowactwa do albumin”, czyli w przypadku
faktycznych eksperymentéw Doktorantki do BSA wykonywano za pomocg bardzo zawitej
metody posredniej, ktéra w dodatku nie dostarcza zadnych danych, dotyczacych
powinowactwa. Jest to test jako$ciowy o nieustalonych warunkach oddzialywania BSA z
poszczegbdlnymi peptydami. Nie wiadomo zatem, czy oddzialywanie jest dostatecznie silne,
zeby moglo zachodzi¢ w warunkach naturalnych. Czy podj¢to probe bezposredniego pomiaru
oddziatywania np. za pomocg CD? Chciatbym prosi¢ rowniez o podanie uzasadnienia,
dlaczego do analizy istotnosci statystycznej wynikow biologicznych wybrano akurat test
Manna-Witneya i dlaczego do testow gojenia ran wybrano te, a nie inne szczepy myszy i
dlaczego badania prowadzono na samicach. Na szczescie skrytykowane powyzej zagadnienia
eksperymentalne nie maja kluczowego znaczenia dla najistotniejszych wynikow rozprawy.

Opis wynikow badan eksperymentalnych stanowi gtdéwng cze$¢ dysertacji, obejmujac
ponad 70 stron. Uporzadkowany jest wedlug obiektow badan, kolejno peptydu IM i jego
analogoéw, powielonych peptydow sygnatowych, fibryl peptydowych i hydrozeli.

Opisujac synteze peptydow z grupy IM autorka wykazuje zdecydowang wyzszos¢
syntezy w mikrofalach pod wzgledem szybko$ci procesu, zuzycia odczynnikow i czystosci
produktu. Ten sam motyw uzasadnionego zachwytu nad metodologig mikrofalowg przejawia
si¢ rowniez w opisach syntezy pozostalych peptydow. Recenzentowi pozostaje zgodzi€ si¢ z
Doktorantka, zwracajac uwage na wyczerpujacy opis iloSciowy wykonanych przez nia
reakcji. Widma CD wykazaty, zgodnie z oczekiwaniami, nieustrukturyzowanie badanych

peptydow w roztworze. Wedlug testow na cytotoksyczno$¢ 1 proliferacje komorek,



wykonanych przez Doktorantke, wszystkie peptydy zachowywaly si¢ do$¢ podobnie — byty
mato toksyczne i1 mialy niewielka, ale znamienng zdolno$¢ do stymulacji proliferacji
badanych komorek. Przy braku wyraznie korzystnych reakcji ze strony mutantow
alaninowych, Doktorantka postanowita kontynuowaé prace wylacznie dla oryginalnej
sekwencji IM. Wedlug badan NMR, wykonanych z jej udziatem, peptyd ten nie przybiera
samodzielnej struktury w roztworze. Jest tez szybko rozktadany przez enzymy w osoczu Krwi.
W dalszych badaniach Autorka ustalita, ze peptyd IM ma niewielki wptyw na migracje 1
chemotaksj¢ komorek skory, nie jest immunogenny i nie ma zdolnosci alergizujacych in vitro.
Natomiast zastosowany na rany eksperymentalne u myszy stymulowal proces regeneracji
skory, w pordwnaniu z grupa kontrolng.

Wyniki otrzymane dla peptydu IM zostaly podsumowane w osobnym krotkim
podrozdziale. Ten sposob rekapitulacji wynikoéw, otrzymanych za pomoca catej gamy metod i
podejs¢ eksperymentalnych, jest bardzo uzyteczny dla czytelnika, utatwiajagc mu zrozumienie
istotnych wynikéw badawczych.

Dane dla kolejnych obiektow badawczych zostaly przedstawione wedlug
analogicznego schematu. W nastepnej czesci rozprawy przedstawione sg, wedtug okreslenia
Doktorantki, peptydy o powielonej sekwencji aktywnej. W rzeczywistosci, sekwencje trzech
zbadanych peptydow odpowiadaja schematowi XX-GGGAAPVGGG-XX, gdzie XX to
peptyd sygnatowy, RDKVYR (IM), GHK lub KGHK. W tym kontekscie recenzent prosi o
wyjasnienie, dlaczego peptydy GHK-GHK i KGHK-KGHK zostaty zacetylowane na N-
koncu, gdy tymczasem aktywne biologicznie sg peptydy nieacetylowane i nalezy oczekiwac,
ze produkty ewentualnej proteolizy tez nie beda zawieraé grupy acetylowej. Ciekawe, ze
peptydy KGHK-KGHK i zwlaszcza GHK-GHK sg do$¢ odporne na proteolize¢ w osoczu.
Autorka przypisuje ten fakt oddzialywaniom z albuming. Te¢ supozycje warto bedzie
sprawdzi¢ za pomocg odpowiednich metod badawczych. Nie zgadzam si¢ natomiast z opinia,
ze fluktuacje st¢zenia wykrywanych peptydow w osoczu moglyby by¢ ,,zwigzane z rozna
efektywnoscig tworzenia kompleksu z albuming w roznych punktach czasowych”. Jakaz bytaby
przyczyna molekularna takich niemonotonicznych réznic efektywnosci oddziatywania? Nie budza
natomiast watpliwosci wynikow testow komorkowych, ktére jasno wykazuja, ze zaden z
badanych peptydow nie jest toksyczny, a wszystkie majg niewielkie, ale znamienne statystycznie
zdolnosci proliferacyjne.

W trzeciej czesci wynikow scharakteryzowano peptyd FC i jego koniugaty z trzema
badanymi sekwencjami aktywnymi. Doktorantka rozpoczyna opis od stusznego, lecz zbednego
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na proteoliz¢ w osoczu. Wyniki, jako$ciowo zblizone do tych otrzymanych dla peptydow
podwojonych, sugerujg kluczowg role reszt N- lub C-koncowych w hydrolizie - peptyd IM
nie daje zadnej ochrony, a peptyd KGHK daje najwicksza. Dane na temat trawienia
enzymatycznego tych peptydow nie budzg watpliwosci. Natomiast interpretacja widm CD z
supernatantu podczas zaawansowanego procesu fibrylizacji tych peptydow (str. 105-106) jest
dla mnie watpliwa, bo np. czasteczka tworzgca doskonale beta-kartke i catkowicie przez to
wytragcona, moze sprawia¢ wrazenie nicuporzgdkowanej strukturalnie, co moze by¢ wylagcznie
efektem $ladow nieuporzadkowanych zanieczyszczen peptydowych, w ilosci np. 1 %. Sama
autorka stwierdza taka mozliwos¢ dla peptydu FC. Badania fibryl za pomoca testu ThT i
technik mikroskopowych sa natomiast przekonujace i dobrze opisane, a zatozenia robocze
Autorki co do ich zdolnosci do tworzenia fibryl ulegajg potwierdzeniu. Moze jedynie Rys. 66
(str. 107) bytby bardziej miarodajny, gdyby miat realng skalg¢ czasows.

Rowniez te peptydy sa nietoksyczne dla komoérek i wspomagaja ich proliferacje.
Testowany pod wzgledem funkcjonalnym peptyd GHK-FC wykazat si¢ rowniez zdolno$ciami
regeneracji skory myszy in vivo.

Ostatnig badang przez Doktorantke grupe zwigzkow stanowily peptydy zelujace z
rodziny RADA, rozszerzone na C-koncu o badane sekwencje aktywne. Doktorantka opisata
pokonane przez siebie problemy techniczne z syntezg tych peptydow, a takze podstawowe
wlasciwosci peptydow, zgodne z oczekiwaniami co do ich zdolnosci do odwracalnego
tworzenia struktur hydrozeli na bazie beta-kartek. Kluczowe pod tym wzgledem byly wyniki
badan mikroskopowych. Pewnym brakiem wydaje mi si¢ w tym miejscu nieuzyskanie danych
o kinetyce tworzenia zelu. Do oceny wynikéw mikroskopowych, przedstawionych na Rys. 86
przydatne byloby podanie skali powigkszenia poszczegdlnych obrazow Cryo-SEM.
Aktywnos¢ tej grupy peptydow wobec linii komorkowych byta podobna, jak dla poprzednich
grup — brak toksycznosci, umiarkowane zdolnosci do stymulacji proliferacji. Peptydy RADA-
GHK i RADA-KGHK wykazaty znaczng zdolno$¢ do regeneracji skory. Ponadto, jak
stwierdza Autorka, ,,Do najciekawszych wynikéw badas nalezy obserwacja, ze w grupie
myszy otrzymujgcych hydrozel RADA-KGHK zaobserwowafam odtworzenie sie bfony
miesniowej w tkance skornej”.

Ostatnie osiem stron rozprawy zajmuje zwi¢zta dyskusja i podsumowanie wynikow.
Autorka rekapituluje tutaj kluczowe wnioski ze swoich eksperymentow, ale takze formutuje
rozsadne dalsze plany badawcze, oparte na tych wynikach. Zgadzam si¢ z tymi wnioskami i
uwazam, ze Doktorantka uzyskata bardzo obiecujace nowe czasteczki o zdolnosciach

regeneracji skory, ktore zastuguja na dalsze badania aplikacyjne w kierunku rozwoju lekow.



Nalezy tu pochwali¢ proby uzyskania ochrony patentowej na poziomie krajowym dla czesci
otrzymanych rozwigzan. Chciatbym w tym miejscu zapyta¢ o ich ochrone miedzynarodowa.

Podsumowujgc, pragne stwierdzié, ze gtowny cel badan mgr Justyny Sawickiej, czyli
uzyskanie nowych peptydow zdolnych do regeneracji uszkodzen skory, zostal zrealizowany.
Oceniam przedtozong rozprawe pozytywnie, doceniajagc ogrom systematycznej pracy
syntetycznej, badan fizykochemicznych i zwlaszcza bardzo szeroko zakrojonych badan
biologicznych. Sformutowane powyzej uwagi krytyczne wobec pewnych kwestii
szczegotowych maja charakter drugorzgdny i nie umniejszajg tej pozytywnej oceny.

Pragne zatem stwierdzi¢, ze przedtozona do oceny praca p. mgr Justyny Sawickiej
spetnia wymogi ustawowe, stawiane przed rozprawami doktorskimi i wnosz¢ do Rady
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego 0 dopuszczenie jej do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Uwazam ponadto, ze rozprawa jest zdecydowanie ponadprzeci¢tna i wnosze do
Wysokiej Rady o rozpatrzenie wniosku o jej wyrdznienie, o ile spetnione sg odpowiednie

wymogi formalne.



