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Tematyka rozprawy doktorskiej mgr inz. Agnieszki Kubi§ pt. ,Synteza
i charakterystyka peptydéw proregeneracyjnych oraz ich kompozytéw z chitozanem do
zastosowann w regeneracji tkanki kostnej” dotyczy projektowania i otrzymywania
nowoczesnych  biomaterialéw  peptydowo-polimerowych przeznaczonych do
zastosowan w inzynierii tkankowej, ze szczegélnym uwzglednieniem proceséw
regeneracji tkanki kostnej. Praca porusza zagadnienia niezwykle aktualne i istotne
zarowno z punktu widzenia nauk podstawowych, jak i potencjalnych zastosowarn
klinicznych. Regeneracja tkanki kostnej wcigz stanowi wyzwanie medycyny
wspolczesnej, szczegblnie w przypadkach rozlegtych ubytkéw pourazowych,
nowotworowych czy wynikajacych z choréb degeneracyjnych. Pomimo stosowania
autograftow i allograftow, ich stosowanie jest ograniczone przez niewystarczajaca
dostepnos¢ materialu, ryzyko odrzutu immunologicznego i mozliwos¢ powiklar
pozabiegowych, co sklania badaczy do poszukiwania alternatywnych, bioaktywnych
materiatéw wspierajacych proces osteogenezy. Jednym z dynamicznie rozwijajacych sie
kierunkéw jest zastosowanie polimeréw naturalnych, takich jak chitozan, ktéry dzieki
biokompatybilnosci i biodegradowalnosci znajduje szerokie zastosowanie jako matryca
do implantéw i rusztowar kostnych. Réwnolegle coraz wieksze zainteresowanie budza
peptydy bioaktywne, ktére sa zdolne do stymulowania proliferacji komorek,
indukowania mineralizacji i przyspieszania proceséw gojenia. Rozprawa doktorska mgr
inz. Agnieszki Kubi$ wpisuje sie w te nowoczesne trendy poprzez opracowanie nowych
kompozytéw chitozanowych funkcjonalizowanych peptydami proregeneracyjnymi,
ukierunkowanych na poprawe bioaktywnosci i zdolnosci do wspierania regeneracji
kosci. Autorka polgczyta zaawansowang synteze peptydéw z chemiczng modyfikacja
polimeréw naturalnych oraz przeprowadzila wieloaspektowa charakterystyke
fizykochemiczng i biologiczng uzyskanych materialéw. Tematyka ta jest nie tylko
aktualna, ale i odpowiada na realne potrzeby kliniczne oraz wpisuje sie¢ w §wiatowe

badania nad nowymi biomaterialami dla medycyny regeneracyjne;.
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Przedstawiona do recenzji praca doktorska ma charakter monograficzny
i liczy 247 stron zasadniczego tekstu. Zostala przygotowana w sposéb przejrzysty
i starannie przemyslany. Otwierajq ja elementy formalne, takie jak strona tytutowa, spis
treéci, streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz wykaz skrétéw. Po nich nastepuje
obszerna czes¢ literaturowa, w ktoérej Doktorantka szeroko omawia budowe i procesy
regeneracji tkanki kostnej, role komorek kostnych, procesy gojenia, a takze wtasciwosci
chitozanu i jego modyfikacji oraz znaczenie peptydéw bioaktywnych i w inzynierii
tkankowej. Autorka prezentuje aktualny stan wiedzy, opierajac sie na bogatej bibliografii
obejmujacej zaréwno klasyczne pozycje, jak i najnowsze doniesienia z ostatnich lat.

Po przegladzie literatury Autorka umiescila rozdzial zatytutowany ,,Cel pracy”,
w ktérym jasno formuluje cel gléwny oraz cele szczegétowe badan. Zamierzeniem byto
opracowanie innowacyjnych kompozytéw opartych na chitozanie funkcjonalizowanym
peptydami o wtasciwosciach proregeneracyjnych, z mozliwoscia kontrolowanego
uwalniania bioaktywnych sekwencji i stymulacji regeneracji kosci. Warto jednak
zaznaczy¢, ze Autorka nie przedstawila jednoznacznie sformutowanej tezy pracy — cele
opisano w spos6b poprawny i ambitny, lecz nie zostaly one ujete w postaci
weryfikowalnej tezy naukowej, co jest zwykle zalecane w rozprawach doktorskich.

Kolejna czes¢ pracy obejmuje opis materialéw i metod badawczych, w ktorej
szczegblowo  przedstawiono proces syntezy peptydéw, ich oczyszczania
i charakterystyki, a takze funkcjonalizacje chitozanu z wykorzystaniem pochodnej
maleimidoglicyny oraz wybranych peptydéw. Opisano réwniez przygotowanie
kompozytéw chitozanowo-bioszklanych zawierajacych peptydy w ré6znych formach —
kowalencyjnie zwigzane, adsorbowane oraz w postaci fibryli — a takze zastosowane
techniki ich charakterystyki fizykochemicznej i biologiczne;j.

Najobszerniejsza cze$¢ pracy to prezentacja wynikéw wlasnych wraz z dyskusja.
Autorka omawia skutecznoé¢ réznych strategii funkcjonalizacji chitozanu peptydami,
przedstawia charakterystyke uzyskanych kompozytéw, analizuje ich morfologie,

wlasciwosci powierzchniowe, kinetyke uwalniania peptydéw oraz wyniki badan
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biologicznych in wvitro i in wvivo. Dyskusja wynikéw jest obszerna i krytyczna,
z odniesieniami do literatury. Prace zamyka wykaz dorobku naukowego Autorki oraz
obszerna bibliografia liczaca 284 pozycje.

Nalezy jednak zauwazy¢ istotny mankament pracy — brak wyodrebnionego
rozdziatu koncowego zawierajacego zwiezle podsumowanie oraz jednoznacznie
sformutowane wnioski koficowe. Cho¢ w poszczegélnych rozdziatach pojawiajg sie
komentarze i czastkowe konkluzje, brakuje osobnej sekcji, w ktérej Autorka zebrataby
kluczowe rezultaty i jednoznacznie odniosta sie do celéw badawczych sformutowanych
we wstepie. Taki rozdzial jest standardowo oczekiwany w rozprawach doktorskich,
poniewaz pozwala czytelnikowi i recenzentowi szybko zidentyfikowa¢ najwazniejsze

osiggniecia badawcze. Jego brak utrudnia pelna ocene wartosci uzyskanych wynikéw.

Podstawowym zalozeniem pracy bylo opracowanie nowych bioaktywnych
kompozytéw przeznaczonych do regeneracji tkanki kostnej, w ktérych noénikiem jest
chitozan, a funkcje czynnika proregeneracyjnego pelnia zaprojektowane peptydy.
Autorka skupila sie na sekwencjach rozpoznawanych przez metaloproteinaze macierzy
pozakomérkowej MMP-7, co pozwala na kontrolowane uwalnianie peptydéw
w srodowisku przebudowy tkanek. Dodatkowo zaplanowano zréznicowanie sposobé6w
integracji peptydéw z matryca chitozanowgq: poprzez trwale wigzania kowalencyjne,
adsorpcje powierzchniowa oraz wprowadzanie peptydéw w postaci fibryli, ktérych
degradacja przebiega w odmienny sposoéb. Dopelnieniem tego podejscia bylo
zastosowanie bioszkla domieszkowanego jonami cynku lub strontu, ktérych rola
w procesach osteogenezy jest dobrze udokumentowana.

Zakres badan byl bardzo szeroki i obejmowal zaréwno etap projektowania
i syntezy peptydéw, jak i przygotowanie kompleksowych kompozytéw, ich
wszechstronng charakterystyke fizykochemiczng, a takze wstepna ocene biologiczna.
Autorka zaplanowala badania wieloaspektowe, co wymagalo zastosowania wielu
zaawansowanych metod analitycznych oraz wspotpracy interdyscyplinarne;.

Metodologia zostata dobrana bardzo starannie i jest adekwatna do stawianych celow.
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Na uwage zastuguje wykorzystanie syntezy peptydéw metoda SPPS oraz przemys$lane
podejscie do ich chemicznej funkcjonalizacji i wigzania z chitozanem. Autorka
z powodzeniem zastosowala chemiczne metody aktywacji grup chitozanu za pomoca
estrow N-hydroksysukcynimidu, co pozwolilo na kontrolowane przylaczanie
peptydéw. Jednocze$nie przeprowadzila procesy adsorpcji i tworzenia fibryli
peptydowych, aby méc poréwnacé rézne strategie wigzania i ich wplyw na pézniejsze
uwalnianie czasteczek aktywnych.

Charakterystyka materialéw zostala przeprowadzona wieloaspektowo:
wykorzystano m.in. chromatografie HPLC i HILIC, spektroskopie w podczerwieni FTIR,
dichroizm kotowy do analizy konformacji peptydéw, transmisyjna i skaningowaq
mikroskopie elektronowa (TEM, SEM), oraz analize termograwimetryczna (TGA).
Wyniki prezentowane sa w sposéb przejrzysty, z odpowiednimi opisami i dyskusja.
Bardzo cennym elementem jest wlaczenie badan biologicznych: oceniono
cytotoksycznos¢ i wptyw kompozytéw na proliferacje komorek osteoblastow linii hFOB,
a takze wykonano wstepne testy implantacyjne in vivo. Tak szerokie ujecie tematu
wymagalo zaréwno kompetencji chemicznych, jak i zrozumienia aspektow
biomedycznych. Swiadczy to o duzej samodzielnoéci i dojrzatoéci badawczej
Doktorantki.

Otrzymane kompozyty chitozanowo-bioszklane modyfikowane peptydami ug4,
ug46, ugbl oraz ugb2 zostaly dokladnie scharakteryzowane pod wzgledem struktury,
morfologii i wlasciwosci powierzchniowych. Autorka szczegétowo omoéwita wyniki,
wskazujac  zaleznosci miedzy struktura chemiczna, sposobem sprzegania
a bioaktywnoscia materialéw. Wykazano, ze sposéb przylaczenia peptydu istotnie
wplywa na jego uwalnianie: trwale wigzania kowalencyjne prowadza do powolnej,
dlugotrwatej emisji czynnika aktywnego, podczas gdy fizyczne wymieszanie chitozanu,
peptydow i biosztka prowadzi do charakterystycznego profilu uwalniania z bardzo

szybkim wyrzutem w poczatkowej fazie badan.
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Analiza biologiczna potwierdzila dobra cytokompatybilnos¢ materiatéw
z osteoblastami hFOB oraz brak dziatania toksycznego. Obserwowano takze pozytywny
wplyw niektorych uktadéw na proliferacje komorek kostnych. Wyniki wstepnych badan

in vivo wskazuja na potencjal kompozytow w stymulowaniu regeneracji tkanki kostnej.

Wyniki uzyskane przez Autorke maja charakter oryginalny i wnosza istotny
wkilad w rozwo6j dziedziny naukowej. Dane przedstawione w pracy sa spdjne i zostaty
poddane rzetelnej, krytycznej interpretacji. Autorka poréwnuje wlasne wyniki
z literaturg, wskazujac zaré6wno podobienistwa, jak i réznice oraz mozliwe przyczyny
uzyskanych efektow. Dyskusja ma charakter dojrzaly i $wiadczy o dobrym rozumieniu
proceséw zachodzacych w badanych materiatach.

Zauwazalna jest dbatos¢ o estetyke tekstu oraz poprawnos¢ merytoryczng. Tekst
jest zasadniczo spdjny i napisany poprawnym jezykiem naukowym, cho¢ miejscami
Autorka uzywa angielskich terminéw (np. scaffold, intermediat).
W polskojezycznej rozprawie bardziej odpowiednie byloby zastgpienie ich polskimi
odpowiednikami, takimi jak ,rusztowanie” czy , produkt posredni”, co zwiekszyloby
jednolito$¢ i precyzje terminologiczna. Autorka nie ustrzegla sie¢ réwniez pewnych
skrotow myslowych i uproszczer, a takze drobnych bledéw edytorskich. Widoczne jest
czeste ponowne przywolywanie pelnej nazwy wraz ze skrétem, np. ,chitozan (CH)”,
mimo ze skrot zostat wczeéniej zdefiniowany. Numeracja tabel jest niekonsekwentna -
po Tabeli 14 nastepuje Tabela 18 (brakuje Tabel 15-17), a ponadto dwukrotnie pojawia
sie Tabela 23 (s. 147 oraz s. 168). Wystepuja takze bledne odniesienia do rysunkéw, np.
zdanie ,Zaprojektowanie oraz optymalizacja warunkéw syntezy koniugatu
maleimidochitozan - (CH-Mal-Gly)-peptyd, poprzez kowalencyjne przylaczenie
wybranego peptydu do chitozanu zmodyfikowanego pochodna maleimidoglicyny
(Rysunek 29)” powinno odwotywac sie do Rysunku 28. Zidentyfikowane usterki maja
charakter redakcyjny i nie wptywaja w sposob istotny na wysoka warto$¢ merytoryczna

rozprawy.
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Pani mgr inz. Agnieszka Kubi$ jest wspotautorka trzech publikacji naukowych
opublikowanych w czasopismach indeksowanych w bazie Journal Citation Reports oraz
zaprezentowala wyniki swoich badant podczas kilkunastu konferencji o zasiegu
krajowym i miedzynarodowym. Swiadczy to o jej aktywnosci naukowej, zdolnoéci do
prezentowania wynikéw badar oraz umiejetnosci pracy w srodowisku akademickim.
Doktorantka brata réwniez udzial w wydarzeniach branzowych, takich jak targi.
Ponadto jest wspoétautorka imponujacej ilosci zgloszerr patentowych (10) zwigzanych
z opracowywanymi biomaterialami, co potwierdza innowacyjny charakter jej prac
i umiejetnos¢ transferu wiedzy do sfery aplikacyjnej. Publikacje oraz dzialania
wdrozeniowe dotyczace tematyki rozprawy potwierdzaja, ze uzyskane wyniki stanowia

istotny wklad w rozwéj naukowy kandydatki.

W  trakcie lektury dysertacji nasuneto sie kilka pytan i kwestii do
przedyskutowania lub wyjasnienia podczas obrony rozprawy doktorskiej:

v’ Jakie czynniki zadecydowaly o wyborze chitozanu jako materiatu
bazowego kompozytow i czy rozwazano zastosowanie innych
biopolimeréw?

v' W pracy nie sformulowano wprost hipotezy badawczej — gdyby miala
Pani jg teraz uja¢ jednym zdaniem, jak brzmiataby hipoteza tej rozprawy?

v W pracy nie zaprezentowano badann wlasciwosci mechanicznych
otrzymanych kompozytéw, cho¢ w zastosowaniach kostnych parametry
takie jak modut sprezystosci czy wytrzymatos¢ na Sciskanie sa kluczowe.
Czy Autorka planowata wykonanie takich pomiaréw? Jak ocenia
mozliwos¢ dostosowania mechanicznych wlasciwosci opracowanych
materialéow do wymagan implantéw kostnych?

v Czy Autorka badata lub planuje zbadag, jak dlugotrwate przechowywanie
oraz procesy sterylizacji wplywaja na strukture chemiczng i aktywnosc¢

biologiczng peptydéw w otrzymanych kompozytach chitozanowych?
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v' Jak Autorka ocenia potencjal opracowanych materialéw w poréwnaniu
z obecnie stosowanymi biomaterialami komercyjnymi?
v' Czy opracowane koniugaty mozna wytwarza¢ w wiekszej skali? Jakie
bariery technologiczne moga utrudnia¢ komercjalizacje tej technologii?
Pragne doda¢, ze te pytania wynikaja jedynie z zaciekawienia tematem, a ich
rozwiniecie i przedyskutowanie w trakcie obrony pozwoli na doktadniejsze zrozumienie

podejmowanych badar.

Whiosek koncowy

Podsumowujac, przedstawiona rozprawa doktorska jest oryginalnym
i wartoéciowym opracowaniem naukowym. Autorka zrealizowala wszystkie zalozone
cele badawcze, wykazala sie duza samodzielnoscia, znajomoscia nowoczesnych metod
syntezy peptydéw i funkcjonalizacji polimeréw oraz szerokim warsztatem
analitycznym. Zaprezentowane wyniki maja potencjal aplikacyjny w medycynie
regeneracyjnej. Praca z cala pewnoscia spelnia wymagania stawiane w ustawie z dnia 20
lipca 2018 r. - ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce”.

Wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu Gdarskiego
o dopuszczenie Pani mgr inz. Agnieszki Kubi§ do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

jus - Vo*zrowska
<
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