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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Mgr inz. Agnieszki Kubi$
pt. ,,Synteza i charakterystyka peptydéw proregeneracyjnych oraz ich kompozytow z

chitozanem do zastosowan w regeneracji tkanki kostnej”

wykonanej pod Kierunkiem naukowym

prof. dr hab. Sylwii Rodziewicz-Motowidlo i dr Natalii Karskiej

Niniejsza recenzja zostata przygotowana w odpowiedzi na pismo Przewodniczacego
Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu Gdanskiego, prof. dr hab. Zbigniewa
Kaczynskiego, informujacego o decyzji powotujacej mnie na recenzenta pracy doktorskie;j.

Podstawe prawng sporzadzenia niniejszej recenzji stanowi ustawa z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pézn. zm.).
W sporzadzanej recenzji odnosze si¢ do wymagan okreslonych w ustawie, zgodnie z ktorymi
rozprawa doktorska powinna prezentowa¢ ogo6lng wiedzg teoretyczng kandydata w danej
dyscyplinie oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, a takze stanowié
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, oryginalne rozwigzanie w zakresie zastosowania
wynikéw wilasnych badan naukowych w sferze gospodarczej.

W ostatnich latach inzynieria tkanki kostnej stala si¢ jednym z najszybciej
rozwijajacych sie obszarow biomedycyny, odpowiadajac na rosngce potrzeby kliniczne
zwigzane z leczeniem ubytkoéw kostnych, ztaman patologicznych oraz chorob degeneracyjnych
uktadu kostnego. Tradycyjne metody leczenia, takie jak przeszczepy autologiczne czy implanty
metalowe, cze¢sto wigzg si¢ z ograniczeniami, w tym niedoborem materiatu dawcy, ryzykiem
odrzutu czy ograniczong integracja biologiczng. W odpowiedzi na te wyzwania rozwijane sg

nowoczesne strategie regeneracyjne, ktore integruja podejscia biologiczne, materiatlowe
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1 inzynieryjne, umozliwiajagc tworzenie rusztowan tkankowych zdolnych do wspierania

proliferacji i r6znicowania komoérek oraz stymulowania proceso6w naprawczych w kosci.
OCENA ORYGINALNOSCI ROZWIAZANIA PROBLEMU NAUKOWEGO

Rozprawa doktorska mgr inz. Agnieszki Kubi$ stanowi oryginalne i interdyscyplinarne
rozwigzanie istotnego problemu medycznego, jakim jest skuteczna regeneracja tkanki kostnej
w przypadku ubytkdw pourazowych, patologicznych czy wynikajacych z chordb przewlektych.
Choroby uktadu kostnego, takie jak osteoporoza czy choroba zwyrodnieniowa stawow,
dotykaja miliony os6b na catym $wiecie, a ich leczenie, zwlaszcza w populacji 0sob starszych,
pozostaje wyzwaniem klinicznym. U o0s6b powyzej 50-ego roku zycia schorzenia kostne
odpowiadajag za niemal potowg wszystkich chordb przewlektych, a ich przebieg czesto
komplikuje niedostateczne unaczynienie, infekcje oraz ograniczona zdolno$¢ regeneracyjna
tkanki.

W tym konteks$cie opracowanie nowych, bioaktywnych materialtéw wspomagajacych
odbudowe kosci ma kluczowe znaczenie dla rozwoju medycyny regeneracyjnej. Doktorantka
podjeta si¢ ambitnego zadania zaprojektowania i wytworzenia trzech typow kompozytow
chitozanowo-bioszklanych zawierajacych peptydy proregeneracyjne: (1) z peptydem ug4,
kowalencyjnie sprzezonym z chitozanem za pomocg tacznika maleimidowego; (2) z wolnym
peptydem ug51, tworzacym mieszaning z chitozanem i uwalniajagcym aktywne sekwencje
w wyniku autohydrolizy; oraz (3) z fibrylami peptydowymi ug52, charakteryzujacymi si¢
wysoka stabilnoscig i kontrolowanym, dlugotrwatym uwalnianiem peptydow. Oryginalno$¢
rozwigzania polega nie tylko na zastosowaniu bioaktywnych peptydow, ale przede wszystkim
na innowacyjnych mechanizmach ich integracji i uwalniania. Szczeg6lnie nowatorskie jest
wykorzystanie tgcznikow maleimidowych oraz sekwencji rozpoznawanych przez enzym
MMP-7, co umozliwia kontrolowane, enzymatyczne uwalnianie peptydow w miejscu
implantacji, zgodnie z naturalnymi procesami przebudowy kosci.

Zastosowana w pracy doktorskiej strategia projektowania biomateriatéw pozwala na
precyzyjne dostarczanie sygnatow biologicznych w odpowiednim czasie i miejscu, co znaczaco
zwigksza skuteczno$¢ terapii. Praca laczy klasyczng chemig organiczng syntetyczng, chemig
biomateriatow, inzynieri¢ tkankowa, biologi¢ molekularng oraz medycyne¢ eksperymentalna,
co czyni jg przyktadem interdyscyplinarnego projektu badawczego o wysokim potencjale
translacyjnym. Opracowane materialy zostaly poddane kompleksowej charakterystyce

fizykochemicznej i biologicznej, a dla najbardziej obiecujacego kompozytu przeprowadzono
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badania implantacyjne in vivo, oceniajgce toksyczno$¢ ostrg oraz miejscowg reakcje tkanki
kostnej po wszczepieniu biomateriatu.

Uzyskane wyniki nie tylko poszerzaja wiedzg w zakresie projektowania biomateriatow,
ale roéwniez tworzg podstawy dla przysztych zastosowan klinicznych, co stanowi istotny wktad

w rozwoj dyscypliny naukowej oraz odpowiada na realne potrzeby wspotczesnej medycyny.
OCENA PREZENTACJI WIEDZY TEORETYCZNEJ ZAPREZENTOWANEJ PRZEZ AUTORA

Oceniana rozprawa doktorska mgr inz. Agnieszki Kubi§ prezentuje kompleksowa
1 poglebiona wiedze¢ teoretycznag w zakresie biologii tkanki kostnej, biomaterialow oraz
inzynierii  tkankowej, stanowigc solidne podstawy dla prowadzonych badan
eksperymentalnych. Autorka wykazata si¢ bardzo dobrg znajomoscig aktualnego stanu wiedzy,
co znajduje odzwierciedlenie w starannie opracowanym przegladzie literatury, obejmujgcym
284 pozycje bibliograficzne.

W czgéci teoretycznej pracy Doktorantka szczegdtowo omowita hierarchiczng budowe
kos$ci, uwzgledniajac jej makro-, mikro- i nanostrukture, co pozwala zrozumie¢ mechanizmy
mechaniczne 1 biologiczne warunkujace funkcjonowanie tkanki kostnej. Nastgpnie
przedstawita typy komorek kostnych (osteoblasty, osteoklasty, osteocyty) oraz ich role
w przebudowie i homeostazie ko$ci, podkres§lajac znaczenie rOwnowagi migdzy resorpcja
a tworzeniem nowej tkanki.

Kolejne rozdziaty poswigcone sa procesowi gojenia si¢ kosci, ktory obejmuje faze
zapalng, proliferacyjng i przebudowy, oraz czynnikom wzrostu (np. BMP, VEGF, TGF-p)
i Sciezkom sygnatowym (np. Wnt/B-katenina, MAPK, PI3K/Akt), ktére reguluja aktywnosé
komorek kostnych i angiogeneze. Doktorantka wnikliwie analizuje bioaktywne peptydy jako
czynniki wspomagajace regeneracj¢, dzielac je na peptydy adhezyjne, osteoindukcyjne
1 angiogenne, wskazujac ich mechanizmy dziatania oraz potencjal terapeutyczny.

Szczegdlng uwage Doktorantka poswigcita inzynierii tkanki kostnej, ze szczegdlnym
uwzglednieniem zastosowania polimerow, takich jak chitozan, jako no$nikow bioaktywnych
czasteczek. Autorka omowita whasciwosci chitozanu (biokompatybilnos¢, biodegradowalnosé,
zdolno$¢ do tworzenia zeli i filmow), jego zastosowanie w wyrobach medycznych oraz metody
jego funkcjonalizacji, w tym koniugacje¢ z peptydami za pomocg reakcji EDC/NHS, SPDP oraz
tacznikow  maleimidowych.  Przyblizyla roéwniez zastosowanie tych  koniugatow
w biomedycynie, ze szczegdélnym uwzglednieniem ich roli w tworzeniu inteligentnych

systemow dostarczania substancji czynnych.
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Czes$¢ teoretyczna rozprawy zostala opracowana z duza starannos$cig, logicznie
uporzadkowana i spojna z celami badawczymi. Autorka nie tylko przedstawita aktualny stan
badan, ale rowniez wskazata konkretne luki badawcze, takie jak: brak systemow
kontrolowanego uwalniania peptydow w odpowiedzi na lokalne warunki biologiczne,
ograniczenia w funkcjonalizacji naturalnych polimeréw oraz niedostateczna integracja oceny
fizykochemicznej 1 biologicznej biomateriatdw w kontekscie ich zastosowania klinicznego.
Takie ujecie tematu $wiadczy o wysokim poziomie refleksji naukowej i dobrze uzasadnia

podjety kierunek badan.
OCENA UMIEJETNOSCI PROWADZENIA PRACY NAUKOWEJ

Przedstawione w rozprawie doktorskiej osiggniecie swiadczy o wysokim poziomie
samodzielnosci oraz zaawansowanych kompetencjach eksperymentalnych Doktorantki
w zakresie projektowania i realizacji badan naukowych. Doktorantka wykazata si¢ nie tylko
umiej¢tnoscig prowadzenia kompleksowych badan laboratoryjnych, ale rowniez zdolnoscia do
krytycznej analizy wynikow oraz ich interpretacji w kontekscie aktualnych wyzwan medycyny
regeneracyjnej.

Doktorantka zaprojektowata i z sukcesem zsyntetyzowala zestaw peptydow
proregeneracyjnych  oraz  proregeneracyjnych 1  jednoczesnie  profibrylogennych.
Przeprowadzita badania stabilno$ci peptydow w wodzie i pozywce hodowlanej, badania
cytotoksycznosci i potencjatu proliferacyjnego wobec ludzkich osteoblastow, a w przypadku
peptydow fibrylogennych dodatkowo badania fibrylizacji i morfologii fibryli. Wyniki
eksperymentdw biologicznych 1 analiza ekonomiczna pozwolity Doktorantce na
wyselekcjonowanie peptydow 1 otrzymanie koncowych kompozytow.

W swojej pracy Doktorantka przedstawita poglebiong analiz¢ skutecznosci
opracowanych  kompozytow  chitozanowo—bioszklanych  zawierajacych  peptydy
proregeneracyjne. Poréwnata rézne strategie integracji peptydow z matrycag chitozanows.
Obejmowaly one sprzeganie kowalencyjne, tworzenie mieszanin fizycznych oraz
wykorzystanie fibryli peptydowych. Przeanalizowata ich wplyw na stabilno$¢ uktadow,
mechanizm uwalniania i aktywnos$¢ biologiczng, w tym cytotoksyczno$é, proliferacje komorek
osteoblastycznych oraz wlasciwosci proregeneracyjne. Szczegdlng uwage poswigcita
zalezno$ciom struktura-funkcja, takim jak obecno$¢ sekwencji rozpoznawanych przez enzym
MMP-7, acetylacja koncoéw peptydowych czy dlugos¢ sekwencji aminokwasowe;.

Doktorantka trafnie zidentyfikowata peptyd ugl jako optymalny pod wzgledem

aktywnos$ci biologicznej, stabilnosci, kosztow syntezy oraz mozliwosci skalowania, co
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swiadczy o umiejetnosci podejmowania decyzji badawczych opartych na analizie
wieloaspektowej. Wykazata rowniez zdolno$¢ do rozwigzywania problemoéw analitycznych,
m.in. poprzez opracowanie alternatywnej metody oznaczania stopnia modyfikacji chitozanu z
wykorzystaniem chromatografii HILIC, co pozwolitlo na wiarygodna ocen¢ efektywnosci
sprzggania.

Wyniki badan biologicznych 1 implantacyjnych, zrealizowane we wspolpracy
z Centrum Badan Przedklinicznych Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we
Wroctawiu, Instytutem Ceramiki i Materiatow Budowlanych w Warszawie — Sie¢ Badawcza
Lukasiewicz, Politechnika Wroctawska oraz Instytutem Biotechnologii 1 Medycyny
Molekularnej w Gdansku, zostaly przedstawione w sposob rzetelny i spojny. Interpretacja
uzyskanych wynikow uwzgl¢dniata zaréwno ograniczenia metodyczne, jak i potencjat
translacyjny opracowanych materiatoéw. CzeSciowe wyniki niniejszej pracy zostaly uwienczone
zgloszeniem patentowym, co dodatkowo potwierdza jej innowacyjny charakter oraz wysokie
znaczenie aplikacyjne.

Uwzgledniajac  przedstawione osiggnigcia, nalezy wysoko oceni¢ umiej¢tnosé
prowadzenia badan naukowych przez Doktorantke. W trakcie realizacji rozprawy wykazata si¢
ona doskonala organizacja pracy badawczej, obejmujaca planowanie, realizacj¢
i koordynowanie eksperymentdw w zrdéznicowanym srodowisku naukowym, obejmujgcym
laboratoria chemiczne, biologiczne i kliniczne. Jednoczesnie zdolno$¢ taczenia wiedzy
z obszaréw chemii, biologii, inzynierii materialowej oraz medycyny eksperymentalnej
$wiadczy o szerokich horyzontach badawczych Doktorantki i dojrzatosci w podejsciu
interdyscyplinarnym.

Nalezy rowniez podkresli¢, Zze badania prowadzone przez Doktorantke byly
finansowane przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju oraz ze $rodkoéw uczelnianych
w ramach trzech grantéw dla miodych naukowcoéw, co potwierdza wysoki poziom
merytoryczny realizowanych prac, a takze umiejetno$¢ skutecznego pozyskiwania funduszy na

realizacj¢ ambitnych projektow badawczych.
Struktura i forma pracy

Pod wzgledem formalnym praca zostata przygotowana wtasciwie, uwzgledniajac
poprawnos¢ jezykowa, stylistyczng oraz interpunkcyjng. Uktad 1 struktura pracy sg
standardowe dla tego typu opracowan. Praca zawiera wymagane elementy formalne, w tym

streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrotow, wprowadzenie, cel pracy,
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materiaty i metody, badania wiasne, dyskusja wynikow, wykaz dorobku, bibliografie oraz
zalgczniki.

Pod wzgledem redakcyjnym i graficznym praca przygotowana zostata starannie, liczy
tacznie 247 stron numerowanych, zawiera 104 rysunki, 23 tabele i 284 pozycje pi$miennictwa
cytowanego. Forma graficzna i redakcyjna pracy wspiera jej wartos¢ merytoryczng, ilustracje
sa czytelne, a uklad tekstu sprzyja ptynnej lekturze. Jezyk pracy jest spojny, zgodny
z terminologig naukowg wiasciwg dla dyscypliny, a styl wypowiedzi §wiadczy o wysokim

poziomie kompetencji komunikacyjnych doktorantki.

W trakcie recenzowania pracy nasun¢ly mi si¢ pytania, prosz¢ o ich wyjasnienie:

» Jak scharakteryzowalaby Pani otrzymane w pracy doktorskiej kompozyty w kontekscie
osteokondukcji, osteoindukcji i osteointegracji?

» Jaka byta czystos¢ peptydow ugl-9, 13, 20, 26-28, 54, 55, 51, 52, 53? W pracy nie
zamieszczono tych informacji, a majg one istotne znaczenie dla badan enzymatycznych,
oceny cytotoksycznosci oraz wtasciwos$ci stymulujacych proliferacje komorek.

» Czy testy cytotoksycznosci i proliferacji bytlyby rownie miarodajne na innych liniach
komorkowych?

» Biorac pod uwagg, ze Kompozyt 9 (ug52 w formie fibryli) nie wykazat uwalniania ugl
w testach in vitro (prawdopodobnie z powodu ograniczonej dostgpnosci enzymu), jakie
sg predykcje 1 oczekiwania dotyczace tempa 1 profilu uwalniania ugl z Kompozytu 9
w warunkach in vivo po 90 dniach (lub dluzej), kiedy to macierz chitozanowa ulega
zaawansowanej degradacji i odstonigciu uwigzionych fibryli?

» Chociaz badania toksycznosci ostrej Kompozytu 5 byly negatywne, czy istniejg dane
okreslajace potencjalng immunogennos¢ specyficznych sekwencji peptydowych (ug4,
ug46) w kontekscie dlugoterminowej obecnosci w organizmie zwierzecym (powyzej 90
dni)?

» Kompozyt przeznaczony do badan implantacyjnych (Kompozyt 5) poddano sterylizacji
radiacyjnej dawka ok. 30 kGy. Czy przeprowadzono szczegdtowa analize stabilnosci
i aktywno$ci biologicznej peptydow ug4 (kowalencyjnie przylaczonego) i ug46

(zaadsorbowanego) po ekspozycji na t¢ dawke promieniowania?

Chciatabym rowniez zwroci¢ uwage na brak rozdziatu podsumowujacego (Podsumowanie),

w ktorym zwykle przedstawia si¢ najwazniejsze wyniki 1 wnioski z przeprowadzonych badan.
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Do obowigzkow recenzenta nalezy takze wskazanie zauwazonych btgdow popetnionych
w trakcie przygotowywania manuskryptu rozprawy. Ponizej przedstawiam spostrzezenia

dotyczace zagadnien formalnych i redakcyjnych:

» Na str. 84 sugeruje, aby doprecyzowac, ze zastosowany roztwor 6M HCI jest roztworem
wodnym.

» W tekscie na str. 99 wystepuje literowka: zamiast ,,krgtarz” powinno by¢ ,kretacz”.

» Na str. 126 w zdaniu ,,dopiero przy zastosowaniu warunkéw z wariantu 4 uzyskalam
wyrazny sygnat od glicyny” sugerowalabym, aby doprecyzowaé, ze chodzi
o zderywatyzowang glicyne.

» Na str. 134 (Rys. 60) produkt addycji Michaela do wigzania podwojnego zostat
przedstawiony nieprawidlowo, powinien zawiera¢ wigzanie pojedyncze, a nie podwdjne.

» Na str. 179-180 btednie podpisano Rysunek 100 - powinno by¢ Rysunek 99. W tekscie
nalezy réwniez poprawi¢ odwolania tak, aby odnosity si¢ do Rysunku 99.

» Na str. 182 btednie podpisano Rysunek 99 - powinno by¢ Rysunek 100. W tresci pracy
nalezy rowniez skorygowaé odwotania: powinno by¢ Rysunek 100a i 100b, a nie 101a
1 101b. Nalezy zwroci¢ uwage, ze konsekwencja tych btedow sa nieprawidtowe
numeracje kolejnych rysunkow 1 odwotan w tek$cie az do strony 203.

» Na str. 184 opis w tekscie ,,Kompozyt 9 wykazal wysoka stymulacje proliferacji
osteoblastow - 152% wzgledem kontroli” nie jest zgodny z danymi przedstawionymi na
Rysunku 101, gdzie wartos¢ dla kompozytu 9 nie przekracza 100%. Prosz¢ o wyjasnienie

tej rozbieznosci.

Pragne podkresli¢ jednak, ze przedstawione uwagi maja gléwnie charakter techniczny,

redakcyjny, natomiast w zadnym stopniu nie wptywaja na warto$¢ merytoryczng pracy.
Inna dzialalnos¢ naukowa

Doktorantka wykazata aktywng dziatalno$¢ naukowa obejmujaca zarowno, publikacje
naukowe, udziat w konferencjach jak i patentowanie wynikow badan. Jest wspoétautorka trzech
publikacji w renomowanych, recenzowanych czasopismach naukowych: Molecules, Chemistry
& Biodiversity oraz Toxics, opublikowanych w latach 2020-2021. Doktorantka uczestniczyta
w 16 krajowych i migdzynarodowych konferencjach naukowych, prezentujac wyniki badan
w formie referatow i plakatoéw. Taka aktywnos¢ swiadczy o jej gotowosci do dzielenia sig

wiedzg oraz o umiejetnosci komunikowania wynikoéw badan w srodowisku naukowym.
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Na szczegodlne uznanie zashuguje dorobek patentowy, Doktorantka jest wspoétautorka 10
zgloszen patentowych, w tym 8 krajowych (UPRP) oraz 2 europejskich (EPO). Zgloszenia te,
w tym dotyczace peptydu ug4 oraz Kompozytu 5, potwierdzaja wysoki poziom innowacyjnosci
prowadzonych prac oraz ich potencjat wdrozeniowy.

Zaangazowanie Pani mgr inz. Agnieszki Kubi$§ w dzialalnosé badawczo-rozwojowa
zostato docenione na XVI Miedzynarodowych Targach Wynalazkéw i Innowacji INTARG-
2023, gdzie zdobyla nagrody: Platinum Medal INTARG, Gold Medal INTARG oraz Nagrode
Polskiej [zby Rzecznikéw Patentowych.

Podsumowujac, praca Pani mgr inz. Agnieszki Kubis wyrdznia si¢ wysokim poziomem
merytorycznym, rzetelno$cia wykonania oraz istotnym wkiladem w rozwdj badan nad
chemicznymi podstawami biomaterialéw i ich zastosowaniem w medycynie regeneracyjne;j.
Praca zastuguje na szczegdlne uznanie i z pewnoscia moze by¢ postrzegana jako wyrdézniajaca
si¢ na tle innych osiagnig¢¢ w tej dziedzinie. Niemniej jednak, z powodéw formalnych nie moge
zglosi¢ wniosku o jej wyr6znienie.

Whiosek koncowy

Na podstawie analizy przedstawionej mi do recenzji rozprawy doktorskiej Pani mgr inz.
Agnieszki Kubi$ pt. ,Synteza i charakterystyka peptydéw proregeneracyjnych oraz ich
kompozytéw z chitozanem do zastosowan w regeneracji tkanki kostnej” wykonanej pod
kierunkiem naukowym prof. dr hab. Sylwii Rodziewicz-Motowidlo i dr Natalii Karskiej
stwierdzam, ze przedlozona do oceny rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w ustawie
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z
pézn. zm.). Prace¢ oceniam pozytywnie. Na tej podstawie wnosze do Wysokiej Rady
Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu Gdanskiego o przyjecie rozprawy doktorskiej
i dopuszczenie mgr inz. Agnieszki Kubi$ do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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