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RECENZJA
pracy doktorskiej mgr Justyny Sawickiej pt. ,,Projektowanie i synteza rusztowan

peptydowych o potencjalnym dziataniu pro-regeneracyjnym”

Tematyka rozprawy doktorskiej miesci si¢ w jednym z najpr¢zniej rozwijajacych sie
wspotczesnych nurtéw badan medycznych, dotyczacych zastosowan nowych materiatow w
medycynie regeneracyjnej. Celem medycyny regeneracyjnej jest naprawa, odtworzenie,
regeneracja tkanek i narzadow, ktoére ulegly uszkodzeniu w wyniku choroby, urazu czy
procesu starzenia si¢ organizmu. W medycynie regeneracyjnej wykorzystuje si¢ szeroki
wachlarz zwigzkow, ktore mozna zaliczy¢ do trzech grup: polisacharydow, peptydow/biatek i
poliestrow. Zwigzki te bada si¢ nie tylko z powodu ich wlasciwosci, ale rowniez ze wzgledu
na bioakceptowalno$¢ 1 znane mechanizmy degradacji. Otrzymanie nowego produktu do
regeneracji tkanek kazdorazowo rozpoczyna si¢ od badah chemicznych. Chemik dostarcza
material, ktéry musi nastepnie by¢ przebadany przez wielu specjalistow, w tym z zakresu
inzynierii tkankowej 1 biologii molekularnej. Medycyna regeneracyjna to interdyscyplinarna
dziedzina nauki taczaca wiedze¢ chemiczng, medyczng i1 biologiczng, ktéra ma na celu
wspomaganie procesu gojenia, regeneracji i naprawy uszkodzonych komorek, tkanek i

narzadow przy uzyciu przeszczepow, terapii genowej czy czynnikow wzrostu.

Przedtozona praca doktorska pani mgr Justyny Sawickiej pt. ,,Projektowanie i synteza
rusztowan peptydowych o potencjalnym dziataniu pro-regeneracyjnym” doskonale wpisuje
si¢ w nurt badan nad zastosowaniem nowych materialtdw w medycynie regeneracyjnej. Praca
zostata wykonana pod kierunkiem prof. PG dr hab. Sylwii Rodziewicz-Motowidto w Katedrze

Chemii Biomedycznej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego.
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Praca doktorska zostala przygotowana w tradycyjnej formie, liczy 171 stron maszynopisu i
jest podzielona na klasyczne rozdzialty. We wprowadzeniu Doktorantka przedstawita szeroki
wachlarz zagadnien istotnych w medycynie regeneracyjnej, skupiajac si¢ przede wszystkim
na materialach peptydowych. Opracowane zagadnienia dotyczace zastosowania peptydow
sygnalizacyjnych (RDKVYR i GHK) i materiatbw peptydowych do otrzymywania
konstrukcji rusztowan w inzynierii tkankowej pozwalaja czytelnikowi nie tylko zapoznac si¢
z ta tematyka, ale rowniez wykazuja wieloaspektowos$¢ czy interdyscyplinarnos$¢ tego typu
badan. Aby osiggna¢ zamierzony cel, praca w laboratorium chemicznym musi zostaé
poszerzona 0 badania biologiczne na liniach komoérkowych czy modelach zwierzgcych.
Rozdzial wprowadzajacy w tematyke rozprawy doktorskiej jest przygotowany bardzo
profesjonalnie w oparciu o 227 prac przegladowych i oryginalnych, obejmujacych
najwazniejsze doniesienia naukowe z tego zakresu.

Cel pracy zostal zdefiniowany w kolejnym pigciostronicowym rozdziale dysertacji.

Celem pracy doktorskiej byto:

1. zbadanie wiasciwosci fizyko-chemicznych oraz pro-regeneracyjnych peptydu o sekwencji
RDKVYR (peptyd IM) oraz peptydéw o zwielokrotnionych sekwencjach IM, GHK i
KGHK. Wybdr tych peptydow do badan wynikat z faktu, ze peptyd IM znany jest, jako
srodek wspomagajacy prace ukladu odpornosciowego organizmu oraz byl stosowany
podczas terapii wspomagajacych leczenie r6znych stadiow chorob nowotworowych.

2. opracowanie nowych rusztowan peptydowych, na bazie trzech polaczonych ze soba
sekwencji peptydowych posiadajacych odmienne dziatanie i funkcj¢: samoorganizujaca,
wrazliwg na dziatanie elastazy i sekwencje aktywna (RDKVYR, KGHK, GHK) oraz
zbadanie ich wtasciwosci fizyko-chemicznych i biologicznych w zakresie regeneracji ran

Kolejny rozdziat rozprawy doktorskiej dotyczy metodologii badan. W tym 18 stronnicowym
rozdziale przedstawione zostaly metody syntezy zaplanowanych w badaniach peptydéw na
nos$niku statym. Przedyskutowano zasady doboru nos$nika stalego w syntezie peptydow,
procedure przylaczenia pierwszego aminokwasu oraz odszczepienia peptydu od no$nika.
Przedstawiono metody badawcze stosowane w analizie peptydow, metody badania
stabilno$ci chemicznej i enzymatycznej w roznych matrycach, oraz metody badania
aktywnosci biologicznej i oceny bezpieczenstwa immunologicznego otrzymanych peptydow.
Opisy metod i procedur badawczych s3 precyzyjne 1 pozwalaja na powtdrzenie
eksperymentéw. Do oceny informacji uzyskanych w wyniku przeprowadzonych badan

stosowano metody statyczne.



Omowienie wynikéw badan to 71 stronicowe opracowanie przedstawiajgce rezultaty
badan zgodnie z celami zdefiniowanymi w zalozeniach pracy. Oméwienie wynikow badan
podzielono na kilka podrozdziatéw, w ktorych przedstawiono poszczegdlne zagadnienia z
realizacji badan, zakonczone krytycznym podsumowaniem. Z pierwszeg0 podsumowania
wynika, ze na podstawie przeprowadzonych badan dotyczacych peptydu IM ,,w odtworzonych
tkankach stymulowanych peptydem IM proces wypeklniania otworu zregenerowana tkankg
rozpoczyna si¢ wczesniej w poréwnaniu z probag kontrolng. Powstata tkanka ma cechy tkanki
mlodszej, o wigkszym potencjale regeneracyjnym. IM hamuje réznicowanie keratynocytow i
opo6znia zamkni¢cie bariery nabtonkowej, co moze sprzyja¢ tworzeniu blastemy i przyspieszaé
regeneracje skory.” Z rozdzialu dotyczacego badan peptydow polisygnatowych GHK-GHK,
KGHK-KGHK, IM-IM dowiadujemy si¢, ze ,,przedstawione wyniki potwierdzaja, ze powielenie
sekwencji aktywnej w przypadku przedstawionych sekwencji wykazato istotny efekt w badaniach
na liniach komoérkowych uniesmiertelnionych fibroblastow i1 keratynocytow. Zaprezentowany
model peptydow z powielong sekwencja moze stanowi¢ wstep do badan nad nowg grupa
zwigzkow aktywnych.”

W rozdziale dotyczacym zastosowania, jako rusztowania w inzynierii tkankowej peptydow o
sekwencji mieszanej fibrylogennej (QAGIVV), enzymatycznej (AAPV) oraz aktywnej
(RDKVYR, GHK, KGHK) w przeprowadzonych badaniach sekwencja peptydow wykazywala si¢
potencjatem do formowania fibryli peptydowych. Uzyskane wyniki pokazaly, ze wprowadzenie
sekwencji GHK oraz KGHK zwigkszyto stabilno$¢ peptydow w osoczu w pordéwnaniu do
bazowej sekwencji peptydu FC lub do analogu zawierajacego sekwencje peptydu IM. ,,Badania
cytotoksyczno$ci jednoznacznie potwierdzily, ze badane zwigzki nie s3 toksyczne wobec
komorek skornych tj. fibroblastow 46BR.1IN oraz keratynocytow HaCaT w calym badanym
zakresie stezen tj. 0,01-25 pg/ml. Wszystkie peptydy wykazaty zwigkszony efekt pro-
proliferacyjny w poréwnaniu do peptydu bazowego FC. Efekt ten utrzymywatl si¢ na poziomie od
20 do 60%.” W rozdziale dotyczacym peptydow hydrozelowych jako rusztowania w inzynierii
tkankowej stwierdzono, ze ” Peptydy RADA-IM, RADA-GHK oraz RADA-KGHK stanowiace
hybryde peptydow o sekwencji samoorganizujacej (RADA16-1), enzymatycznej (AAPV) oraz
aktywnej (RDKVYR, GHK, KGHK) tworza hydrozele peptydowe (rusztowania). Wszystkie
prezentowane peptydy charakteryzuja si¢ wysoka stabilnoscig chemiczng w roztworze wodnym.”
oraz ze: ,,Wszystkie peptydy RADA wykazuja aktywno$¢ biologiczng w stosunku do
uniesmiertelnionych linii fibroblastow 46BR.IN i keratynocytow HaCaT, stymulujac ich
proliferacje od 20 do 45 % wzgledem kontroli. Sg one takze bezpieczne w zastosowanych
stezeniach i nie powodujg istotnego zahamowania proliferacji. Wizualna obserwacja preparatow

histologicznych dowiodta, ze w grupie kontrolnej (s6l fizjologiczna) nie zaobserwowano



powstawania przydawek skory w obszarze rany, podczas gdy w tkankach traktowanych

peptydami RADA widoczne byly powstajace mieszki wltosowe na skraju rany. Przyspieszenie

zamykania rany w przypadku peptydow RADA-GHK oraz RADA-KGHK korzystnie wptynety na

proces gojenia poprzez szybkie utworzenie warstwy naskorka, powodujac tym samym

odizolowanie skory wiasciwej od srodowiska zewnetrznego.”

Rozdziat ,,Dyskusja wynikoéw”, obejmuje dziewieé¢ stron maszynopisu. W tej czgsci pracy

przedstawiono w sposob systematyczny podsumowanie wynikow wykonanych pomiarow w

zakresie:

1.

4.

zastosowania peptydu IM o potencjalnym dziataniu pro-regenerujgcym w inzynierii
tkankowej. Peptyd IM nie ma wptywu na migracj¢ i chemotaksj¢ komorek skornych.
Jest jednoczesnie peptydem bardzo bezpiecznym pod wzglgdem immunologicznym i
nie wykazuje potencjalu do wywotywania alergii. Peptyd IM wykazuje efekt pro-
regeneracyjny. Iniekcja peptydu w grupie badanych myszy spowodowata zmniejszenie
powierzchni otworéw w uszach o ok 50% w poréwnaniu do uktadu kontrolnego;
zastosowania peptydow IM-IM, GHK-GHK oraz KGHK-KGHK zawierajacych
zduplikowang sekwencje do inzynierii tkankowej. Ustalono, ze w przypadku braku efektu
cytotoksycznego, a jednocze$nie obserwowanego istotnego efektu proliferacyjnego
podczas stosowania peptydow, istnieje mozliwo$¢ zastosowania tych peptydow w terapii,
jako molekularnych dozownikow powoli uwalniajacych aktywne peptydy tak istotne w
regeneracji tkanek.

zastosowania peptydow o0 sekwencji fibrylogenowej QAGIVV (FC), o sekwencji
specyficznej dla elastazy neutrofilowej (peptyd AAPV) i o sekwencji aktywnej:
RDKVYR lub GHK lub KGHK w tworzeniu rusztowan tkankowych. Przeprowadzone
badania pokazaly, ze wszystkie peptydy ulegaja trawieniu pod wplywem elastazy, a
trawienie enzymatyczne przebiega w molekule po sekwencji enzymatycznej tj. AAPV. W
wyniku dzialania enzymu uwolniony w przypadku wszystkich peptyddéw zostal fragment
NH2-GGGQAGIVV-NH2 odpowiedzialny za samoorganizacj¢ oraz drugi, zawierajacy
sekwencje aktywng (GHK lub KGHK lub RDKVYR).

zastosowania peptydow z grupy RADA zaprojekowanych poprzez potaczenie 3 sekwencji
o odmiennej funkcjonalno$ci: fragmentu o wlasciwosciach do samoorganizacji
(RADAL6-I), sekwencji specyficznej na dzialanie elastazy (AAPV) a takze sekwencji
aktywnej (RDKVYR, GHK, KGHK) do konstrukcji rusztowania jako peptydow
zelujacych. Dla wszystkich peptydow nalezacych do tej grupy zwigzkoéw zostaty
wykonane badania in vivo w modelu uszkodzenia skory grzbietowej myszy. Uzyskane
wyniki pokazaty, ze w przypadku peptydow RADA-GHK oraz RADA-KGHK nastepuje



szybsze zamknigcie rany w porownaniu do pozostatych hydrozeli. Analiza preparatow

histologicznych pobranych ze skéry grzbietu po zakonczeniu eksperymentu wykazata, ze

odbudowana skéra posiadata prawidlowg struktur¢. Uzyskane wyniki dla peptydow

RADA zostaty objete polskim zgloszeniem patentowym ,,Nowe zwigzki peptydowe jako

czynniki stymulujgce gojenia ran i rekonstrukcji skory” o numerze P.425597.

W rozdziale ,,Dyskusja wynikow” autorka dysertacji przedstawiata nie tylko wyniki swoich
badan, ale réwniez odniosta si¢ do danych literaturowych obejmujacych ta tematyke. Rozdziat
ten nie tylko wykazal, ze Doktorantka umiejetnie postuguje si¢ réznymi technikami
badawczymi, potrafi prawidlowo interpretowac uzyskane wyniki, ale rowniez wspotpracowaé
z innymi naukowcami w celu wszechstronnego zbadania problemu naukowego.

W trakcie analizy tej cze$ci pracy nasuwajg si¢ nastepujace pytania, ktore pragne

przedyskutowac z autorka pracy w trakcie publicznej obrony:

1. dotyczace opisu, a w zasadzie interpretacji wynikdw (widm) uzyskanych w
spektrometrii mas. W tej technice rejestruje si¢ sygnaty nie od czasteczki [M], ale
sygnaty jonow np. [M+H]", [M-H],, [M+Na]® .... Jak zatem interpretowaé opisy
zawarte na widmach i w tabelach, w tym zakresie w dysertacji?

2. jaki jest wymagany zakres metod badawczych i jaki musi by¢ ich wynik, aby uzna¢, ze
nowy material/zwigzek chemiczny moze znalez¢ zastosowanie w medycynie
regeneracyjnej?

3. czy mozna zaprojektowa¢ na podstawie dotychczasowej wiedzy naukowej i
prowadzonych przez Panig badan optymalny material regeneracyjny stosowany w
inzynierii tkankowej?

4. czy otrzymane materialy peptydowe osadzone na nosnikach nieorganicznych (nano
uktady hybrydowe) moga znalezé zastosowanie, jako skuteczniejsze materiaty w
regeneracji tkanek?

Praca doktorska napisana jest poprawnym jezykiem uwzgledniajacym fachowe
stownictwo chemiczne. Praca doktorska edytorsko przygotowana jest bardzo starannie i
zawiera wiele bardzo dobrze udokumentowanych wynikow badan. Badania maja charakter
interdyscyplinarny, a wyniki pracy i przedstawione wnioski uzyskano stosujac szeroka game
metod badawczych. Rezultaty pracy doktorskiej wskazujg, ze cele pracy postawione we
wstepie rozprawy zostaly w pelni zrealizowane, a uzyskane wyniki znacznie poszerzaja
wiedze z zakresu chemii materialow o zastosowaniu biomedycznym. Praca doktorska jest
zakonczona bibliografig zawierajaca 262 pozycje literaturowe, obejmujace najwazniejsze

prace dotyczgce tematyki rozprawy doktorskiej.



Dorobek naukowy pani mgr Justyny Sawickiej sktada si¢ z: dwoch prac oryginalnych,
czterech zgloszen patentowych oraz 23 komunikatow na krajowych i miedzynarodowych
konferencjach naukowych. Praca doktorska pani mgr Justyny Sawickiej byta finansowana w
ramach pigciu projektow badawczych ,,Badan Naukowych Stuzacych Rozwojowi Mtodych
Naukowcow oraz Uczestnikow Studiow Doktoranckich” oraz w ramach dwoch projektow
STRATEGMED (NCBR).

Przedstawiona rozprawa doktorska, przedtozona w postgpowaniu o nadaniu stopnia
doktora w zakresie nauk chemicznych udowodnila, ze Doktorantka posiadta umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej w tym obszarze nauki oraz interpretacji
uzyskanych wynikéw zaplanowanych i1 wykonanych réznymi metodami badawczymi.
Uzyskane wyniki badan wniosty istotny wktad w rozwdj wiedzy z zakresu chemii peptydow i

moga by¢ inspiracja do dalszych badan jak i ich komercjalizacji.

Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Justyny Sawickiej pt.
,Projektowanie 1 synteza rusztowan peptydowych o potencjalnym dziataniu pro-
regeneracyjnym” spetnia zwyczajowe i prawne wymogi stawiane pracom doktorskim zgodnie
z przepisami ustawy z dnia 14 marca 2003 roku ,,0 stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” (Dz. U. nr 65 poz. 595 z pdzniejszymi zmianami) i
wnioskuje do Rady Wydziatu Chemii, Uniwersytetu Gdanskiego 0 dopuszczenie Doktorantki

do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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