Prof. dr hab. Zbigniew Szewczuk Wroctaw, 2019-10-31
Wydziat Chemii Uniwersytetu Wroclawskiego

ul. F. Joliot-Curie 14, 50-383 Wroclaw

tel.: +48-71-3757212

e-mail: zbigniew.szewczuk@chem.uni.wroc.pl

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Izabeli Zaluskiej
zatytulowanej ,,Projektowanie, synteza i badania aktywnosci
biologicznej peptydow o wlasciwosciach
pro-regeneracyjnych i neuroprotekcyjnych”

Podstawowym zadaniem medycyny regeneracyjnej jest wspomaganie procesu
gojenia, odtwarzania si¢ oraz naprawy uszkodzonych tkanek i komérek. W wielu
osrodkach akademickich i farmaceutycznych prowadzi si¢ intensywne badania nad
farmakologiczng stymulacja regeneracji, ktérej celem jest pobudzanie zdolnosci
organizmu do naprawy jego uszkodzonych czesci. Racjonalne projektowanie nowych
lekow pro-regeneracyjnych i neuroprotekcyjnych wymaga zrozumienia molekularnych
podstaw procesu regeneracji w zywych organizmach, a w szczegélnosci u ssakéw.

Pani mgr Izabela Zatuska wiaczyla sie w nurt tych badan i pod kierunkiem dr
hab. Piotra Muchy, prof. UG wykonata prace doktorska dotyczaca projektowania,
syntezy i aktywnosci biologiczne] peptydéw o wiasciwosciach proregeneracyjnych i
neuroprotekeyjnych. Niewatpliwie tematyka badawcza przedstawiona w pracy
doktorskiej mgr Izabeli Zatuskiej jest aktualna i ciekawa zaréwno z naukowego jak i
utylitarnego punktu widzenia. Praca doktorska zostala wykonana na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego w Pracowni Chemii Zwiazkéw Biologicznie Czynnych
Katedry Biochemii Molekularne;.

Rozprawa doktorska mgr Izabeli Zatuskiej zawicra 165 stron i sklada si¢ ze
Wstepu (2 strony) i siedmiu rozdziatéw: Wprowadzenia (rozdziat 1, 49 stron) i Celu
pracy (rozdziat II, 5 stron). Badania whasne Doktorantka przedstawita w rozdziale IIT
Synteza zwigzkow o wiasciwosciach pro-regeneracyjnych i neuroprotekcyjnych (22

strony). Natomiast badania biologiczne zostaty przedstawione w trzech rozdziatach: IV,



Badania biologiczne — wstgp literaturowy (4 strony), V. Badania biologiczne in vitro i in
vivo — metodologia (9 stron) i VI. Badania biologiczne — oméwienie wynikow (28 stron).
Rozprawe koficzy rozdziat VII. Podsumowanie i wnioski (6 stron), Streszezenia pracy w
Jezyku polskim i angielskim oraz Literatura (227 pozyciji). Rozprawa zawiera réwniez
Wykaz stosowanych skrotéw, oraz Spis publikacyi.

W pracy zachowana jest wiasciwa proporcja miedzy czescig literaturows i
czgscig badawcza. Wprawdzie uktad pracy doktorskiej mgr Izabeli Zatuskiej i struktury
podziatu tresci nalezy uzna¢ za prawidlowe, lecz w mojej opinii Doktorantka poswiecita
zbyt duzo miejsca opisowi badan biologicznych, ktére zostaly przeprowadzone przez
innych naukowcow.

We  Wsigpie Autorka zamiescita podstawowe informacje o procesach
regeneracyjnych u zwierzat. Nastgpnie oméwita peptydy i inne zwigzki wspomagajace
gojenie ran. Duzo uwagi poswiecita uszkodzeniom osrodkowego uktadu nerwowego
oraz terapiom neuroprotekcyjnym, za szczegdlnym uwzglednieniem mozliwosci
zastosowania peptyddw neuroprotekcyjnych. Rozdzial ten zawiera wiele starannie
dobranych informacji naukowych i$wiadczy o duzej wiedzy Doktorantki na temat
zwigzkow  chemicznych stymulujacych procesy regeneracji oraz o umiejetnosci
prawidlowego korzystania ze zrodet literaturowych. Tekst tego rozdziatu zostat napisany
Jjezykiem prostym, przez co bedzie zrozumialy dla szerokiego grona czytelnikow.
Wysoko oceniam ta czgs¢ rozprawy doktorskiej mgr Izabeli Zatuskiej. Rozdziat ten
zawiera wszystkie informacje niezbedne do wyjasnienia celu pracy.

Celem og6lnym recenzowanej pracy doktorskiej byto zaprojektowanie w oparciu
o literatur¢ naukowa i przeprowadzenie syntezy peptydow wykazujgcych potencjalng
aktywnos¢ proregeneracyjng i neuroprotekcjg wraz z charakterystyka otrzymanych
zwigzkéw za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej oraz spektrometrii mas
i oceng ich stabilnosci w roztworach wodnych i osoczu krwi. W mojej opinii problem
badawczy, ktérego rozwiazania podjeta sie Doktorantka, zostat poprawnie sformutowany

a metody badawcze zostaty trathie dobrane.



Wybrane peptydy zostaty poddane odpowiednim testom biologicznym majacym
na celu zbadanie ich wplywu na proliferacje, zywotno$é¢ i migracje, a takze potencjatu
proliferacyjnego na liniach unie$miertelnionych fibroblastow i keratynocytéw.
Przeprowadzono réwniez badania in vivo aby zbada¢ potencjal proregenerujacy
wybranych zwigzkéw w modelu uszkodzenia matzowiny usznej u myszy Balb/c.
Ponadto wykonano badania potencjatu neuroprotekcyjnego wybranych zwigzkow w
modelu uszkodzen neurobiologicznych in vitro oraz wykonaniu testéw przezywalnosci
pierwotnej hodowli neuralnej pod wptywem wybranych zwiazkow.

Z kolejnych rozdzialéw wynika, ze badania zostaty prawidtowo przeprowadzone,
i dobrze opisane. Stosujac synteze na nosniku statym Doktorantka zsyntezowata 14
racjonalnie zaprojektowanych polipeptydow. Wigkszos¢ z tych peptydéw zawierata
sekwencje RGD odpowiedzialna miedzy innymi za procesy adhezji komorkowe;
zwigzane z remodelowaniem podczas réznicowania tkanek lub sekwencji fragmentu
biatka TAT(49-57) i jego analogow. Przeprowadzita tez wstepne proby otrzymania
nieliniowego dendrymeru zawierajgcego trzy sekwencje RGD powstatego w wyniku
reakeji 1,3-dipolarnej cykloaddycji pomiedzy tri-propargiloaming i N3-AcRGD-NH,
Ponadto zsyntezowata N-ftaloilo-L-tryptofan.

Budowa chemiczna zsyntezowanych peptydow zostata potwierdzona za pomoca
spektrometrii mas, a czystosé za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Do
badan biologicznych Autorka przekazata sterylizowane peptydy, w ktérych aniony
trifluorooctowe zostaty wymienione na chlorkowe. Doktorantka sprawdzila stabilnogé
zsyntezowanych peptydéw w wodzie i osoczu krwi, co pozwolito na wyciggniecie
wnioskow dotyczacych ich trwatosci w  warunkach testow biologicznych. Opis
przeprowadzonych syntez byl bardzo doktadny, chociaz momentami zbyt szczegdlowy.
Miejscami przypominat instrukcje do éwiczen laboratoryjnych dla niedoswiadczonych
studentow. Przykiadem moze byé opis syntezy kwasu 2-azydooctowego zawierajacy
informacje nieprzydatne dla przecigtnego  specjalisty: "Kolbe z roztworem z
umieszczonym termometrem wstawitam do lazni wodnej az mieszanina ochlodzila sie do
0°C. Nastepnie powoli dodawalam do mieszaniny 7,15 g kwasu 2-bromooctowego. Kolbe
z roziworem zdjelam z lazni wodnej aby powoli roztwdr uzyskal lemperature pokojowgq i

przy uzyciu kwasu solnego doprowadzilam PH roztworu do 1 — 2, sprawdzajqe jego



wartos¢ papierkiem wskaznikowym. Nastgpnie mieszanine zostawilam na 24 godziny na

mieszadle magnetycznym."

Zsyntezowane peptydy zostaly przekazane dr. hab. med. Michatowi Pikule z
Zakladu Immunologii Klinicznej i Transplantologii  Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego, dr hab. Arkadiuszowi Piotrowskiemu prof. nadzw. GUM z Katedry
Biologii i Botaniki Farmaceutycznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, dr. hab.
inz. Pawlowi Sachadynowi z Katedry Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii na
Wydziale Chemicznym Politechniki Gdanskiej, w celu przeprowadzenia odpowiednich
testow biologicznych. Z recenzowanej rozprawy wynika, wszystkie badania biologiczne
zostaty zaprojektowane i przeprowadzone przez wyzej wymienionych badaczy i ich
wspotpracownikéw. Doktorantka nie uczestniczyta bezposrednio w tych badaniach wigc
metodologia tych badan nie wymaga mojej oceny.

Autorka przedstawita uzyskane wyniki badan biologicznych w tabelach i
wykresach. Prawidlowo je zinterpretowata i wyciggnela ciekawe wnioski. Do
najciekawszych wynikéw tych badan zaliczy¢ nalezy odkrycie podobnych wiadciwosci
neuroprotekcyjnych peptydu Tat(49-57)-NH» i jego analogu PTD4, w ktoérym
podstawiono trzy reszty Arg (52,55 i 57) 1 dwie reszty Lys (50,51) na reszty Ala.
Oznacza to, ze zasadowe reszty aminokwasowe fragmentu biatka Tat nie sa niezbedne
dla zachowania aktywnosci neuroprotekcyjnej i moga byé z powodzeniem zastgpione
innymi resztami. Z duzym uznaniem odnoszg si¢ do tego odkrycia i uwazam, ze
sekwencja peptydu PTD4 moze postuzy¢ jako struktura wiodaca do poszukiwania nowej
klasy neuroprotektantéw w leczeniu skutkéw udaru niedokrwiennego.

Nie mniej ciekawe wyniki uzyskano badajac wplyw N-ftaloilo-L-tryptofanu
(inhibitora metylotransferaz DNA, RG108) na gojenie sie uszkodzonej matzowiny
usznej u myszy Balb/c. Okazalo sie, ze niewielkie stezenie tego zwiazku (rzedu 10
mg/kg) powoduje zmniejszenie si¢ powierzchni otworu malzowiny usznej o ok. 63% po
35 dniach.

Na str. 142 Doktorantka stwierdzila: "Do badar nad zastosowaniem motywu
RGD jako neuroprotektanta wigczylam réwniez peptyd RGDI. Dia sekwencji RGD]

uzyskano najciekawsze wyniki i z powodu planowania ich publikacji w prestizowym



czasopismie, na zqdanie jednego z konsorcjantéw zostaly one wylgczone z dysertacji."
Takie stanowisko Autorki, a zwlaszcza Konsorcjanta, jest dla mnie zaskakujace, lecz z
drugiej strony pozwala przypuszczaé, ze Doktorantka dysponuje jeszcze ciekawszymi
wynikami badai nad swoimi substancjami, ktorych z niezrozumiatych dla mnie

powodow nie mogta przedstawi¢ w swojej dysertacji.

W' mojej opinii, uzyskane wyniki wykonanych badan s3 wartosciowe
i oryginalne, a cel pracy zostat osiagniety. Autorka wykazata si¢ krytycznym sposobem
interpretowania rezultatéw badan i ostroznym wycigganiem wnioskow, co $wiadezy o
Jej dojrzatosci badawczej. Nalezy podkregli¢, ze czgs¢ z wynikéw prac badawczych
uzyskanych przez Autorke zostata juz opublikowana w czasopismie Letters of Organic

Chemistry i przedstawiona w dwudziestu pieciu komunikatach konferencyjnych.

Rozprawa zostata napisana poprawnym Jgzykiem. Na pochwale zastuguje jej
estetyczny wyglad. Znalaztem stosunkowo niewiele drobnych bledéw literowych
i nietrafnych sformutowan. W trakcie czytania rozprawy nasuneto mi sie kilka uwag i
watpliwosci. Z obowigzku recenzenta przedstawiam ponizej niektore z nich:

e Str. 65. Nazwa N,N'-diizopropyloetyloamina jest niepoprawna.

e Str. 66. Doktorantka stosowala rézne zastawy chromatograficzne, rézne rodzaje i
wymiary kolumn chromatograficznych oraz rézne spektrometry mas. Prosze o
wyjasnienie celu stosowania réznych kolumn do analizy czystosci otrzymanych
peptydow, a konkretnie, czym podyktowany byt wybér producenta okreslonej
kolumny do rozwiazywania konkretnego problemu naukowego. Dlaczego
Doktorantka uzywata roznych spektrometréw mas, a w szczegblnosei réznych metod
Jonizacji prébki do analizy mas czgsteczkowych  otrzymanych  zwigzkow
chemicznych?

e Str. 69. Autorka pisze: "Niektére peptydy, przedstawione w ponizszej tabeli zostaly
zsyntezowane manualnie ze wzgledu na wezesniejsze niepowodzenia w syntezie za
pomocq automatycznego syntezatora". Prosze o wyjasnienie ewentualnych przyczyn

niepowodzen syntezy peptydow za pomocg automatycznego syntezatora.



e Str, 77. Jedyna eksperymentalng metoda potwierdzenia struktury otrzymanych
substancji byfa spektrometria mas. Dlatego watpliwosci moze budzi¢ podana przez
Autorke duza réznica miedzy obliczong i obserwowana wartoscia m/z dla N-ftaloilo-
L-tryptofanu. Zalecam sprawdzenie obliczonej wartodci [M+H]* dla tego zwiazku
chemicznego.

e Str. 86. Nie jest zrozumialy wybér roznych metody oczyszczania dla takiego samego
zwigzku (AGF9), w zaleznosci od tego czy byt syntezowany "manualnie” czy za
pomocg automatycznego syntezatora.

e Str. 9. Jak Autorka tlumaczy obecno$é duzej liczby pikéw w zakresie m/z 1480-

1720 na widmie MS oczyszczonego peptydu propTat?

Powyzsze uwagi i pytania nie podwazaja wartosci merytorycznej rozprawy i nie
wptywaja na moja pozytywna ocene tej pracy. Wiekszo$¢ z moich uwag nalezy
traktowac jako zagajenie do dyskusji podczas obrony pracy doktorskiej mgr Izabeli

Zatuskiej.

Biorge pod uwage istotne wyniki uzyskane przez Doktorantke, dobre opanowanie
syntezy i oczyszczania peptydow oraz interpretacji wynikéw badan biologicznych
recenzowang prac¢ doktorska oceniam pozytywnie. W moim przekonaniu rozprawa
doktorska mgr Izabeli Zatuskiej zatytutowana ,Projektowanie, synteza i badania
aktywnosci  biologicznej peptydéw o wiasciwosciach pro regeneracyjnych i
neuroprotekcyjnych” stanowi cenny wklad naukowy i spetnia wszystkie wymagania
okreslone w Ustawie o stopniach i tytule naukowym. Dlatego stawiam wniosek do Rady
Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Izabeli

Zaluskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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