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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Agnieszki Kubis
wSynteza i charakterystyka peptyddw proregeneracyjnych oraz ich kompozytow
z chitozanem do zastosowan w regeneracji tkanki kostnej”

Rozprawa doktorska mgr inz. Agnieszki Kubi$ stanowi ambitny i imponujgcy
naukowo wktad w obszary chemii peptyddw, inzynierii biomateriatéw oraz
inteligentnych systemow kontrolowanego uwalniania sygnatdw proregeneracyjnych.
Zrealizowana pod wzorcowq opiekg promotorskg prof. dr hab. Sylwii Rodziewicz-
Motowidto, z nieoceniong pomocqg promotorki pomocniczej, dr Natali Karskiej,
w najwyzszej klasy zapleczu Katedry Chemii Biomedyczne] Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego, praca ta doskonale wpisuje sie w profil badawczy zespotu,
tgczgc znakomite umiejetnosci syntetyczne z zaawansowang charakterystykg
fizykochemiczng i materiatowq oraz przekonujgcqg walidacjqg biologiczng in vitro oraz
in vivo. Dysertacja prezentuje nowatorskie kompozyty peptydowo-chitozanowe o
enzymatycznie sterowanym uwalnianiu i realnym potencjale translacyjnym.

Rozprawa zostata przygotowana w formie tradycyjnej; ma klarowny uktad
rozdziatow i obejmuje wszystkie elementy wymagane przez stosowne przepisy (spis
tresci, streszczenia PL/EN, wykaz skrotdw, wprowadzenie, cel pracy, materiaty i
metody, wyniki i dyskusja, wnioski, bibliografia). Poszczegdlne rozdziaty zgrabnie
podsumowujg naijistotniejsze wyniki danego modutu badawczego, a szczegoty
techniczne i parametry eksperymentalne sq konsekwentnie przeniesione do sekcji
+~Materiaty i metody” oraz do zatgcznikdw/publikacji, do ktdérych Autorka odsyta w
tekscie. To elegancki zabieg edytorski, ktory utrzymuje ptynnos¢ narraciji i nie rozprasza
czytelnika ,,ciezarem” opisu eksperymentalnego w gtownym toku.

Praca ofwiera sie spisem fresci, po ktorym nastepuje krotkie, rzeczowe

przedstawienie dorobku naukowego Doktorantki oraz streszczenia w jezyku polskim i
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angielskim. W Rozdziale 1 Autorka syntetycznie przedstawia najwazniejsze informacje
wprowadzajgce w tematyke pracy — od biologii gojenia kosci i roli peptydow
sygnatowych, przez wtasciwosci chitozanu i bioszkiet, po uzasadnienie wyboru
enzymatycznie sterowanego uwalniania, sytuujgc wtasne badania w aktualnym
kontekscie literatury.

Kolejno okresla gtowny cel rozprawy, ktérym jest opracowanie innowacyjnych,
peptydowo chitozanowych materiatdw kompozytowych do regeneraciji tkanki
kostnej, w ktérych uwalnianie bioaktywnych sygnatdw jest sterowane lokalnymi
warunkami biologicznymi (w szczegdlnosci aktywnos$cig MMP 7), a nastepnie ich
wszechstronna charakterystyka strukturalna, fizykochemiczna i biologiczna. Cel ten
Autorka rozktada na szereg celdw podrzednych: (i) zaprojektowanie i synteza
kandydatéw peptydowych zawierajgcych motyw rozpoznawany przez MMP 7 oraz
selekcja sekwencji referencyjnej o najwyzszej aktywnosci; (i) zaprojektowanie i
otrzymanie aktywnego odczynnika maleimidowego oraz optymalizacja i walidacja
modyfikaciji chitozanu; (iii) otrzymanie i charakterystyka koniugatéw chitozan—-peptyd
wraz z weryfikacjg enzymatycznie sterowanego uwalniania aktywnego fragmentu; (iv)
zaprojektowanie peptydu zdolnego do kontrolowane] samoorganizacji w fibryle
petnigce role dtugotrwatego magazynu; (v) przygotowanie i pordwnanie trzech klas
uktaddw (koniugaty kowalencyjne, mieszaniny fizyczne oraz kompozyty z fibrylami)
oraz (vi) ich kompleksowa ocena — od profili uwalniania i analizy strukturalnej po testy
in vitro i in vivo. W mojej ocenie wszystkie te cele zostaty zrealizowane w petni i z
nawiqgzkq; kazdy z krokéw domknieto zestawem wzajemnie potwierdzajgcych sie
danych, a logika decyzji projektowych jest celowa i przejrzysta.

Najciekawszg czesciq pracy jest niewagtpliwie ta, ktéra opisuje gtdbwne wyniki, czyli
inteligentne dostarczanie sygnatu proregeneracyjnego do miegjsca ubytku trzema
komplementarnymi sciezkami: (i) poprzez peptyd prekursor z wbudowanym motywem
ciecia MMP 7, przytgczony do chitozanu w sposéb stabilny w warunkach
fiziologicznych, lecz podatny na wyzwolenie aktywnego fragmentu w obecnosci
docelowego enzymu; (i) poprzez uktad, w ktorym peptyd mieszany z chitozanem
ulega kontfrolowanej autohydrolizie do krotszych, funkcjonalnych fragmentow i (iii)

poprzez samoorganizujgce sie fibryle peptydowe, petnigce role dtugotrwatego
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rezerwuaru. Autorka rozpoczyna od szerokie] syntezy biblioteki sekwencji az
szesnastu(l) peptyddw (Fmoc SPPS, aparatura mikrofalowa), a nastepnie prowadzi
preselekcje funkcjonalng: wybdr sekwencji referencyjne;j, jej prekursora i konstrukcji z
N terminalng cysteing umozliwiajgcq sprzezenie z maleimidem. Chromatografia (RP-
HPLC) i spektrometria mas (MALDI-TOF) jasno pokazujqg, ze MMP-7 przecina prekursor i
uwalnia aktywny fragment, czyli uktad dziata dopiero w obecnosci tego enzymu.
Rownie Swietnie opracowanym elementem pracy jest cze$¢ materiatowa -
zaprojektowanie aktywnego estru maleimidoglicyny, jego rzetelna charakterystyka
(HPLC, FTIR, NMR) oraz swiadome dobranie warunkdéw modyfikacji chitozanu (kontrola
pH, rozpuszczalnika, czasu, procedury mieszania) tworzg rewelacyjng biblioteke
nosnikéw. Koniugacja peptydu poprzez addycje do pierscienia maleimidowego jest
przeprowadzona z nalezytg dbatoscig o stabilnos¢ grup tiolowych, a sukces reakciji i
czystos¢ produktow potwierdzajg analizy chromatograficzne i spektroskopowe. Dzieki
tej doskonatosci warsztatowej dalsze obserwacje biologiczne majg  solidny
fundament.

Watek samoorganizacji peptyddw jest poprowadzony modelowo: Autorka tgczy test
oddziatywania z ThT, pomiary dichroizmu kotowego oraz obrazowanie TEM, by nie
tylko wykazac obecnos¢ struktur wtdknistych, ale i scharakteryzowac ich morfologie
(dtugosci, srednice, skrecenia) oraz dynamike powstawania. Zastosowanie fibryli jako
winteligentnego magazynu” dla sekwencji aktywnej i wykazanie ich podatnosci na
enzymatyczne ciecie przez MMP 7 pozwalajg zaproponowaé¢ mechanistycznie
uzasadniony, przedtuzony profil uwalniania.

Rownie starannie zaprojektowano ocene biologiczng: zgodno$¢ z normami
cytotoksycznosci, wptyw na proliferacje osteoblastéw i (co imponujgce) model
implantacyjny u zwierzgt. Wyniki sg spdjne: wybrane kompozyty wyraznie pobudzajg
namnazanie komorek, a kandydat do badan in vivo zachowuje sie tak, jak
oczekujemy od skutecznego rusztowania - integruje sie z tkankg, nie wywotuje

niepozgdanego stanu zapalnego i sprzyja odbudowie kosci. To przenosi rozwigzanie z
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poziomu badan podstawowych do etapu realnej gotowosci do dalszego rozwoju
translacyjnego.

Reasumujgc - mgr inz. Kubi§ ptynnie i klarownie tgczy synteze, badania
fizykochemiczne i materiatowe z eksperymentami biologicznymi, wspiera wszystkie
twierdzenia solidnymi dowodami, wtasciwie korzysta z zaawansowanych narzedzi
badawczych i umieszcza swoje odkrycia w szerokim, odpowiednim kontekscie.
Recenzowana rozprawa jest dojrzatym, interdyscyplinarnym opracowaniem
taczgcym  racjonalne projektowanie krétkich peptyddw o  dziataniu
proregeneracyjnym, zaawansowang chemie  modyfikacji chitozanu  oraz
przekonujgcq walidacje biologiczng — od badan in vitro po model zwierzecy in vivo.
Na kazdym etapie pracy widoczny jest wysoki standard metodologiczny i uwazna
dokumentacja, co w potgczeniu ze znakomitym zapleczem laboratoryjnym i dojrzatg
opiekg promotorskg przektada sie na  spdjnosc i wiarygodno$¢ catego
przedsiewziecia.

Omawiana rozprawa rodzi liczne pytania i zacheca czytelnika do sktonienia autorki,
aby wysnuta hipotezy dotyczgce znaczenia uzyskanych wynikow:

1. Czy na podstawie zgromadzonych danych rozwazano zbudowanie prostego
modelu kinetycznego (np. reakcji pseudo | rzedu) dla ciecia motywu
rozpoznawanego przez MMP 7, tak, aby przewidywac¢ tempo uwalniania peptydu
w kolejnych fazach gojenia? Model kalibrowany danymi LC/MS mogtby teoretycznie
pomoc w takich rozwazaniach.

2. Sprzezenie z maleimidem prowadzi do mostka tioeterowego; czy rozwazano
testowanie stabilnosci koniugatu w warunkach stresu oksydacyjnego (np. H20.,
Fe2+/askorbinian), zblizonych do $rodowiska zapalnego? Takie badania dodatyby
argumentdéw na rzecz dtugoterminowej frwatosci uktadu.

3. Czy planowane sg systematyczne pomiary wtasciwosci mechanicznych

kluczowych kompozytéw (modut Younga, wytrzymato$¢ na Sciskanie) i korelacja tych
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parametrow z porowatosciq i tempem degradacijie Mogtoby to by¢ wazne dla
przewidywania zachowania w obcigzonym srodowisku kostnym.

4. Czy podejmowano proéby identyfikacji (MS/MS) dominujgcych fragmentow
powstajgcych w trakcie autohydrolizy peptydu prekursorae W teorii pomogtoby to
zawezi¢ minimalng sekwencje aktywng.

5. Bardzo ogdine pytanie — z ktérego wyniku jest Pani najoardziej dumna?

Uwagi zawarte w recenzji wynikajg gtdwnie z ciekawosci i nie wptywajg na bardzo
wysoki poziom merytoryczny pracy, sposob jej przedstawienia ani na wnioski z niej
ptyngce.

Gtéwna czes¢ rozprawy zostata napisana na 209 stronach, zawiera 103 rysunki
i cytuje 284 pozycje literaturowe. Zostata uzupetniona wykazem publikacji oraz
czterema  zatgcznikami, ktére  opisujg szczegdty  wybranych  procedur
eksperymentalnych. Praca jest napisana w sposdb klarowny i precyzyjny, a
jednoczesnie jest bardzo ,lekka” i przyjemna w odbiorze - da sie zauwazyl, ze
Doktorantka ma tzw. ,,lekkie piéro”.

W ogdlnej ocenie, praca jest bardzo dobrze napisana, a badania przeprowadzone
przez mgr inz. Kubis i przedstawione w rozprawie stojg na bardzo wysokim poziomie.
Nie zauwazytam ani zadnych powaznych bteddw, ani brakdw, ani nawet drobnych
kwestii edytorskich, o ktérych mogtabym wspomniec.

Wyniki pracy zostaty opisane w frzech bardzo dobrych artykutach, zwigzanych
bezposrednio z tematem rozprawy; dwie kolejne prace sg na etapie przygotowania.
Ponadto, Doktorantka jest wspdtautorkg dziesieciu zgtoszeh patentowych, a swoje
osiggniecia prezentowata na 16(!) konferencjach.

Praca mgr inz. Agnieszki Kubi$ formutuje oryginalny i istotny naukowo problem,
proponuje nowatorskie, wielowarstwowe rozwigzanie, dostarcza bogatego i spdjnego
zestawu danych (chemicznych, materiatowych i biologicznych) oraz wytycza
czytelnqg Sciezke rozwoju translacyjnego. Zwracam szczegdlng uwage na klarownie
postawiony cel nadrzedny i konsekwentnie zrealizowane cele szczegdtowe — wszystkie
zostaty osiggniete z nawigzkg. Znakomita jakos$¢ warsztatu i dojrzatosc interpretacii, w
potgczeniu z bardzo dobrym dorobkiem Autorki i swietnym standardem laboratoridw,

w ktérych wykonano badania, uzasadniajg najwyzszg ocene. Kandydatka wykazata
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sie wysokim stopniem samodzielnosci badawczej oraz umiejetnoscig wszechstronne;j
analizy wybitnie interdyscyplinarnych wynikdw, co zastuguje na szczegdlne uznanie.
Szczerze ubolewam nad wygdérowanymi regutami dotyczgcymi wyrdznien rozpraw
doktorskich w Dyscyplinie Nauki Chemiczne Uniwersytetu Gdanskiego; gdyby nie one,
z petnym przekonaniem wnioskowatabym o wyrdznienie rozprawy doktorskiej
Kandydatki, opierajgc sie na bardzo pozytywnej ocenie pracy, jej istotnym wptywie
na rozwdj dziedziny, wybitnie interdyscyplinarnym charakterze, imponujgcych,
naukowo istotnych osiggnie¢ zawartych w rozprawie oraz na jej wyjgtkowo wysokim
poziomie merytorycznym.

W zwigzku z powyzszym potwierdzam, ze rozprawa stanowi oryginalne
rozwigzanie istothego problemu naukowego i, moim zdaniem, nie tylko spetnia, ale
i znacznie przewyzsza wymagania stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z
przepisami ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r. (Dz.U.
2018 poz. 1668 z pdZn. zm.), gorgco rekomenduje Radzie Dyscypliny Naukowej Nauki
Chemiczne Uniwersytetu Gdanskiego dopuszczenie mgr inz. Agnieszki Kubi$§ do

dalszych etapdw postepowania o nadanie stopnia doktora.
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