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Recenzja
Rozprawy doktorskiej mgr Izabeli Zatuskiej
PROJEKTOWANIE, SYNTEZA | BADANIE AKTYWNOSCI BIOLOGICZNEJ PEPTYDOW
O WLASCIWOSCIACH PRO-REGENERACYJNYCH | NEUROPROTEKCYJNYCH

Praca doktorska Pani mgr Izabeli Zatuskiej zostata wykonana na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego, w Katedrze Biochemii Molekularnej, w Pracowni Chemii Zwigzkéw Biologicznie
Czynnych pod kierunkiem dr hab. Piotra Muchy, prof. UG. Rozprawa zostata zrealizowana
w ramach projektu ,Nowe technologie farmakologicznej stymulacji regeneracji” (REGENNOWA)
wspotfinansowanego ze S$rodkéw Narodowego Centrum Badan i Rozwoju, realizowanego
w ramach programu strategicznego ,Profilaktyka i leczenie choréb cywilizacyjnych -
STRATEGMED”.

REGENNOWA jest projektem interdyscyplinarnym kierowanym przez dr hab. Sylwie Rodziewicz-
Motowidto, prof. UG, realizowanym przez siedem zespotdw badawczych (Uniwersytet Gdanski,
Gdanski Uniwersytet Medyczny, Politechnika Gdanska, Instytut Biologii Doswiadczalnej im.
Marcelego Nenckiego PAN, MedVentures Sp. z 0.0 oraz Pro-Science Polska Sp. z 0.0.).

Inzynieria tkankowa i medycyna regeneracyjna to szybko rozwijajagce sie dziedziny nauk
przyrodniczych o ogromnym potencjale terapeutycznym, mimo ze, regeneracja narzadow jest
procesem nie w petni poznanym. Gtownym jej celem jest naprawa, odtworzenie, regeneracja
tkanek i narzaddéw, ktére ulegly uszkodzeniu w wyniku choroby, wady wrodzonej lub urazu, ale
i procesu starzenia sie organizmu. Postepy tych interdyscyplinarnych badan dajg duze nadzieje
pacjentom, dla ktdrych brakuje rozwigzan terapeutycznych.

Celem pracy mgr Zatuskiej byto zaprojektowanie, synteza peptyddw lub peptydomimetykow
o potencjalnej aktywnosci biologicznej w obszarze regeneracji skoéry lub neuroprotekcji,
okreslenie potencjatu pro-proliferacyjnego otrzymanych zwigzkéw na liniach uniesmiertelnionych

fibroblastow i keranocytdw oraz wptywu na zywotnosc¢ i migracje jak rdwniez zbadanie ich

cytotoksycznosci. DZIEKANAT
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Doktorantka zaplanowata réwniez badania in vivo potencjatu proregenerujacego wybranych
zwigzkéw w modelu uszkodzenia matzowiny usznej u myszy Balb/c oraz potencjatu
neuroprotekcyjnego w modelu uszkodzen neurobiologicznych in vitro. Badania aktywnosci zostaty
wykonane we wspdtpracy z dr hab. med. Michatem Pikuta z Pracowni Inzynierii Tkankowej
i Medycyny Regeneracyjnej Zaktadu Embriologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego,.

Praca liczaca 165 stron zawiera Wstep, Czes¢ literaturowa zatytutowana , Wprowadzenie”, Cel
pracy, Synteze zwigzkow o wtiasciwosciach pro-regeneracyjnych i neuroprotekcyjnych, Badania
biologiczne-wstep literaturowy, Badania biologiczne in vitro i in vivo - metodologia, Badania
biologiczne - omdwienie wynikéw, Podsumowanie i wnioski, Streszczenie w jezyku polskim
i angielskim oraz Literature (227 odnosnikow).

Czesc literaturowa (49 stron) wprowadza czytelnika w tematyke zwigzang ze zdolnoscig do
regeneracji, cechg charakterystyczng dla réznych organizmdw oraz przedstawia terapie, ktore sg
stosowane do regeneracji tkanek. Doktorantka omowita procesy regeneracyjne u zwierzat,
rodzaje urazow skdry i zwigzki wspomagajace gojenie ran, w tym peptydy o aktywnosci
przeciwbakteryjnej, angiopoetyno-podobny czynnik wzrostu, tymozyne B, tripeptyd GHK, oraz N-
Pht-Trp - nienukleozydowy inhibitor metylotransferazy DNA. Dalszg czes¢ poswiecita
neuroprotekcji osrodkowego uktadu nerwowego, mechanicznym uszkodzeniom neurologicznym
oraz w wyniku udaru (niedokrwiennego lub krwotocznego). Wsrdd strategii terapeutycznych oun
omowita najczesciej stosowane leki, w tym peptydy neuroprotekcyjne oraz ich koniugaty
z peptydami penetrujgcymi do komodrek (CPP). Ostatnia czes¢ przegladu literaturowego
poswiecona jest celom farmakologicznej stymulacji procesdéw regeneracji. Mgr Zatuska dokonata
subiektywnego wyboru przyktadow z bardzo obszernej literatury, szkoda, ze na 227 odnosnikow
tylko 6 obejmuje badania opublikowane w 2018 roku, natomiast brak jest najnowszych doniesien.
Celem jaki sobie postawita mgr Zatuska w swoich badaniach wtasnych byto zaprojektowanie 15
peptydow o potencjalnych wiasciwosciach  proregeneracyjnych. Synteze peptydow
przeprowadzita wedtug strategii Fmoc/Boc, na nosniku polimerowym. Zastosowata zywice
pozwalajgce otrzymac amidy peptydow - TantaGel® S Ram lub Fmoc-Rink Amide AM. Wydaje sie
zbedne umieszczanie w pracy doktorskiej opisu podstaw syntezy na fazie statej (strona 64).
Krotkie peptydy (3-9 reszt) doktorantka otrzymata manualnie, a do syntezy dtuzszych sekwencji
wykorzystata automatyczny syntezator peptydow. Wszystkie peptydy zostaty oczyszczone
i scharakteryzowane oraz przeprowadzone w chlorki, a nastepnie ich roztwory poddane

sterylizacji, co byto konieczne dla badar biologicznych. Doktorantka podjeta rowniez prdbe
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syntezy zaplanowanego dendrymeru Dend(RGD)s, koniugatu N3ACRGD-NH, z tripropargiloaming
z wykorzystaniem katalizowanej jonami miedzi(l) 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena, tzw.
Jreakcji klik”. Wykorzystata dwie procedury, réznigce sie sposobem generowania Cu(l), ale zadna
nie data oczekiwanego produktu, mono- i dipodstawiona pochodna zostaty otrzymane jedynie
w sladowych ilosciach, ktére wystarczyly do przeprowadzenia analizy (RP-HPLC i ESI-MS).

Wsréd peptydéw o potencjalnej aktywnosci proregeneracyjnej w uszkodzeniach skoéry
doktorantka zaprojektowata nanopeptyd AGF9 (TSRGDHEEL-NH,), fragment 338-346 biatka AGF
(angiopoetyno-podobnego czynnika wzrostu), jak réwniez jego analog, 27-peptyd AGF27,
wydtuzony na N- i C-koricu, bedacy fragmentem 330-356 biatka AGF. Otrzymata réwniez amid
RGD, najczestszy motyw peptydowy odpowiedzialny za adhezje komodrek do macierzy
zewnatrzkomoérkowej oraz serie peptydéw zawierajgcych sekwencje RGD i jej wielokrotne
powtdrzenia, wsrod nich amidy AcRGD1, RGD3 AcRGD3 RGD2 i RGD4. Do badan nad
neuroprotekcjag w modelu udaru moézgu mgr Zatuska zsyntetyzowata fragment biatka ADNP, amid
heptapeptydu NAP, ktéry wykazuje aktywnosé neuroprotekcyjng w bardzo niskich stezeniach.
W dalszej czedci pracy skupita sie na syntezie peptyddw z grupy CPP (peptyd PTD4 i jego koniugat
PTD4-NAP). Kontynuujac badania nad peptydami o charakterze zasadowym penetrujacymi do
komdrek oraz mozgu, syntetyzowata amid peptydu Tat, fragment biatka Tat HIV-1 oraz jego
analog zawierajgcy reszte propynoilowa na N-koncu.

Otrzymane 14 peptydéw, handlowo dostepny RGD10-PM oraz N-Pht-Trp (RG108) zostaty
poddane szerokim badaniom biologicznym in vitro i in vivo, ktére obejmowaty cytotoksycznosc
oraz proliferacje keratynocytow i fibroblastéw. Badania te byly przeprowadzone we wspdtpracy
z Gdanskim Uniwersytetem Medycznym. Omowienie wynikow badan biologicznych doktorantka
poprzedzita wstepem literaturowym oraz przedstawieniem metodologii wykorzystanych
w badaniach in vitro i in vivo. Peptydy AGF9, AGF27, RGD1 oraz jego analogi o zwielokrotnionej
sekwencji wykazuje efekt proproliferacyjny do 30%, dla wybranych linii komarkowych. Nie
zaobserwowano natomiast takiego efektu dla AGF9 w badaniach in vitro (model uszkodzenia
matzowiny usznej u myszy). Wykazano réwniez, e wszystkie peptydy z serii RGD wykazaty
wiasciwosci ochronne w wieloczynnikowym modelu uszkodzenia neurologicznego i co wazne, nie
wykazaty istotne] toksycznosci w zakresie stezend 1,0-100,0 uM/ml. Doktorantka podijeta sie
przeprowadzenia korelacji pomiedzy strukturg a aktywnoscig neuroprotekcyjng peptydow
z motywem RGD. Badanie peptydéw RGD na wilasciwoséci neuroprotekcyjne w modelu
uszkodzenia neurologicznego (peptydy RGD2, RGD3, RGD4, AcRGD1, AcRGD3 i RGD10PM) nie
dato jednoznacznej odpowiedzi o wptywie wielokrotnosci fragmentu RGD na aktywnosc.

Zbadano aktywnosc¢ (Tat(49-57)-NH,, PTD4 , propTat, NAP oraz PTD4-NAP w wieloczynnikowym
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modelu udaru mozgu in vitro. Dla wybranych peptydéw przeprowadzono analize stabilnosci

w osoczu krwi metoda elektroforezy kapilarnej.

Mer lzabela Zatuska wykazata sie dojrzatoscig w projektowaniu zwigzkdw do badan, biegtoscig

warsztatowa, zarowno jeéli chodzi o synteze peptyddw na fazie statej, reakcje klik, metody

chromatograficzne oczyszczania peptydéw oraz potwierdzenia struktury zwigzkow za pomoca
spektrometrii mas jak réwniez umiejetnoscig interpretacji wynikdw badan biologicznych.

Praca napisana jest logicznie, poprawnym jezykiem, jednak korekta pracy powinna hy¢

przeprowadzona z wiekszg starannoscia, co zredukowatoby liczne btedy literowe.

Z obowigzku recenzenta przedstawie kilka wybranych pomytek/niejasnosci:

¢ Nie znalaztam w pracy pordwnania uzyskanych wynikéw badan biologicznych do wczesniej
opublikowanych lub stosowanych zwigzkéw pro-regeneracyjnych i neuroprotekcyjnych.
Licze na komentarz w czasie obrony.

e  Oba zapisy ,N- i C-” lub ,N- i C-” sg poprawne, ale nalezy wybra¢ jeden i stosowac
konsekwentnie w catej pracy, a nie jak na str. 65 N,N’-Diizopropylokarbodiimid/N-
hydroksybenzotriazol. Podobnie in vivo i in vitro powinno by¢ pisane kursywa, a nie dosé¢
dowaolnie jak np. na str. 106.

® W dzisiejszych czasach szereg terapeutycznych peptydow i biatek wytwarza sie technikami
rekombinacji, niemniej jednak zostaty zaobserwowane immunologiczne niezgodnosci lekéw
pochodzacych od zwierzat” — prosze o wyjasnienie sensu tego zdania (str. 30).

e  Opis podstaw syntezy peptyddéw na nosniku statym w pracy doktorskiej nie jest konieczny.

e  Niejasny jest opis podziatu zywicy w tabeli 4 (str. 69).

e W jaki sposdb zostaty odmierzone objetosci z tak wysokg doktadnoscig np. 187,44 pl (str. 70).

e  Zbyt szczegdtowe opisy procedur np. synteza kwasu 2-azydooctowego (str. 72). Zawiera ona
réwniez btad w opisie (,wykonatam ekstrakcje, 3 x 50 ml, z eteru etylowego” zamiast
eterem etylowym, czy schtodzitam do 0°C w tazni wodnej).

e  Btedne numery stron w tekscie np. (str. 70) — ,wedtug procedury opisanej w punkcie 1.2.1
str. 70 a powinno by¢ 72, czy (str. 114) - ,zastosowano taki sam model uszkodzenia
neurologicznego jak w punkcie 8 (str. 109 a powinno by¢ str. 111) i 10 (str. 111 zamiast
113). Wystarczyto podac numery rozdziatéw i punktéw, zeby unikngé btedéw.

e W rozdziale ,Badania biologiczne — omdwienie wynikow” autorka uzywa formy
bezosobowej natomiast w ,,Podsumowaniu i wnioskach” te same badania w pierwszej
osobie. Prosze o wyjasnienie, w ktorych badaniach brata udziat.

Wymienione uwagi nie pomniejszajg warto$ci merytorycznej recenzowanej rozprawy,

doktorantka dobrze zaplanowata i zrealizowata zadania badawcze.
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Catkowity dorobek naukowy mgr Zatuskiej obejmuje jedna, wieloautorska publikacje, ktore nie
wchodzi tematycznie z zakres rozprawy doktorskiej (Lett. Org. Chem. 2018; 15, 282-289, IF 0,594).

Mgr Zatuska jest takze wspotautorka 25 komunikatow na krajowych konferencjach.

W podsumowaniu stwierdzam, ze:

e Temat podjety przez doktorantke jest z punktu widzenia naukowego i aplikacyjnego wysoce
aktualny.

e Doktorantka dobrze zaplanowata swoje badania i wykazata sie dojrzalym podejsciem do
realizowanego tematu oraz interpretacji otrzymanych wynikow.

e Przedstawione badania majg charakter wstepny i stanowi podstawe do podjecia dalszych
prac, nad znalezieniem zwigzkéw o potencjalnej aktywnosci proregeneracyjnej
w uszkodzeniach skory oraz o whasciwosciach neuroprotekcyjnych.

e Przeprowadzone interdyscyplinarne badania w ramach projektu ,,Nowe technologie
farmakologicznej stymulacji regeneracji” moge sie przyczynic¢ do opracowania nowych
rozwigzan terapeutycznych w zakresie medycyny regeneracyjnej, ktdre mozna wykorzystac

do regeneracji uszkodzonych tkanek.

Na tej podstawie stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny dysertacja mgr lzabeli Zatuskiej pt.
,Projektowanie, synteza i badanie aktywnosci biologicznej peptydow o wtasciwosciach pro-
regeneracyjnych i neuroprotekcyjnych” spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim przez
Ustawe o tytule naukowym i stopniach naukowych oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. 22003 r., nr 65 poz. 595 z pdiniejszymi zmianami). Wnosze do Rady Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Gdariskiego o dopuszczenie mgr lzabeli Zatuskiej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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