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RECENZJA
pracy doktorskiej mgr Urszuli Talalaj
pt. ,,Synteza i ocena aktywnosSci biologicznej peptydow sygnalowych”

Praca wykonana pod kierunkiem dr hab. n. farm. Agnieszki Markowskiej

Recenzowana praca doktorska dotyczy syntezy 1 oceny aktywnos$ci biologicznej
pochodnych pentapeptydu KTTKS (lizylotreonylotreonylolizyloseryna, Lys-Thr-Thr-Lys-
Ser). Jest to peptyd sygnatowego czgsto stosowanych w kosmetologii i medycynie
estetycznej, bowiem wykazuje dziatanie przeciwstarzeniowe w stosunku do skory. Peptydy sa
ciekawa grupa surowcow kosmetycznych. Z powodu duzej skutecznosci staly sie
przedmiotem zainteresowania przemystu kosmetycznego. Ze wzgledu na to, ze maja podobna
strukture do sktadnikéw budulcowych skory czlowieka, stosowanie ich w preparatach
kosmetycznych jest jak najbardziej uzasadnione, obniza bowiem ryzyko alergii i podraznien.
Migkka, gtadka, elastyczna skora, pozbawiona przebarwien, zmarszczek jest oznaka zdrowia i
mlodosci. Szczegdlnie w ostatnich latach obserwuje si¢ dbalo$¢ o aktywny, zdrowy styl Zycia
i mlody wyglad. Poszukuje si¢ nowych surowcow kosmetycznych, nowych zabiegow,
nowych sposobdw na opdznianie procesow starzenia. Zachowanie jak najdluzej atrakcyjnego,
mtodego wygladu ciata, w tym szczeg6lnie skory jest wspodlczesnym wyzwaniem dla
naukowcow.

W $wietle powyzszych stwierdzen wybodr tematu pracy i obiektu badan uwazam za trafny
i celowy.

Rozprawa doktorska Pani mgr Urszuli Tatataj ma uktad typowy, zawiera 123 strony,
sktada si¢ z 9 rozdziatow, w kolejnosci:  wstep, czgs$¢ literaturowa, cel pracy, czesé
eksperymentalna, wyniki i ich dyskusja, wnioski, streszczenie (rowniez w jezyku angielskim),
spis literatury. Tekst uzupetniony jest 32 rysunkami i 25 tabelami. Autorka w pracy cytuje

143 pozycje literaturowe, w wigkszos$ci z ostatnich 20 lat.



Przeglad literatury zwigzany z tematem rozprawy zajmuje 32 strony. W tej czes$ci pracy
Doktorantka starannie opisata budowe 1 funkcje skory, opis wzbogacita rysunkami.
Scharakteryzowata proces starzenia si¢ skory, wymienita cechy i zmiany zachodzace w
skorze starzejacej si¢. Zwrdcita uwage jak szkodliwy jest wptyw nadmiaru promieniowania
stonecznego na wyglad skory.

W tym miejscu nasuwa si¢ pytanie, co Pani mgr sadzi o ochronie skory przed

nadmierna ekspozycja na promieniowanie sloneczne a jednoczesnym wytwarzaniem
witaminy D3?
Sporo miejsca (16 stron) Autorka poswigcita na scharakteryzowanie 4 grup peptydow
kosmetycznych (peptydy sygnatowe, peptydowe inhibitory enzymow, peptydy jako inhibitory
neurotransmiterow, peptydy transportujace), rowniez peptydu KTTKS i podkreslita ich
aktywnos$ci biologiczna, wskazata znaczenie w kosmetologii i medycynie estetyczne;j.
Omowita aktualny stan badan nad wykorzystaniem peptydéw w walce z procesami starzenia
skory. Wyczerpujace omowienie opisanych w literaturze efektow badan nad zastosowaniem
peptydow w kosmetologii, pokazuje znajomos$¢ literatury przedmiotu, swiadczy o dobrym
rozeznaniu tematu pracy i uzasadnia zainteresowanie Doktorantki tematem rozprawy.

W moim subiektywnym odczuciu brakuje w tej czeSci pracy opisu bialek
strukturalnych skory, szczegolnie kolagenu.

Doktorantka jasno sprecyzowata i uzasadnita cel pracy. Zaproponowata plan jego
realizacji, obejmujacy dwie czesci — pierwsza stanowi synteza pochodnych peptydu KTTKS,
druga za$, stanowia badania biologiczne tych zwiazkdéw, obejmujace ocen¢ aktywnosci
antyamidolitycznej wobec siedmiu enzymow — plazminy, urokinazy, trombiny, tPA
(tkankowy aktywator plazminogenu), kalikreiny, trypsyny, chymotrypsyny oraz badania
cytotoksycznosci na fibroblastach.

Peptyd KTTKS jest do$¢ czgsto wykorzystywany w kosmetologii, bowiem stymuluje
synteze¢ kolagenu 1 elastyny, zatem wobec poszukiwan nowych surowcdéw kosmetycznych,
interesujgca jest aktywnos¢ biologiczna jego pochodnych. Wiadomo, Zze nawet niewielka
zmiana struktury czasteczki moze powodowac istotne zmiany w aktywno$ci biologiczne;j.

Zasadnicza cze$¢ pracy stanowi rozdziat ,,Cze$¢ doswiadczalna”, w ktorym Doktorantka
w bardzo czytelny i szczegdlowy sposdb opisala syntez¢ analogéw peptydu KTTKS.
Zachowujac podstawowg sekwencje aminokwaséw w macierzystym pentapeptydzie LYS-
Thr-Thr-Lys-Ser, poddata go przemianom chemicznym, ktore mialy na celu ustalenie

zaleznos$ci aktywnosci biologicznej od struktury zwigzku.



Przemiany polegaty na zamianie grupy karboksylowej aminokwasu C-koncowego grupa
amidowa, za§ grupe aminowg aminokwasu N-koncowego blokowano reszta kwasu
liponowego, palmitynowego i acetyloimidazolu. Wymieniano tez w sekwencji aminokwaséw
jedng lub dwie czasteczki lizyny na argining. Jako wzorce do badan Doktorantka stosowata
zsyntetyzowane przez siebie dwa peptydy KTTKS i PAL-KTTKS. Proces otrzymywania
pochodnych peptydéw Doktorantka wykonywata w pieciu zaprojektowanych etapach, na
fazie stalej, ktorg stanowily zywice 2-chlorotritylowa i Rink-amidowa. Uzyskane produkty
Autorka oczyszczala 1 oznaczata ich czas retencji wykorzystujac wysokosprawng
chromatografie cieczowa. Analizg spektrometrii masowej oznaczyta mas¢ molowa zwigzkow.
Doktorantka oznaczala tez, jak napisata na stronie 51 temperaturg topnienia produktow. Nie
spotkalam
w pracy informacji dotyczacych tego pomiaru. Sposob wykonania syntez Autorka
zaprezentowata tez na dwoch schematach a w 4 tabelach (10-13) przedstawila otrzymane
pochodne peptydow, ich wlasciwosci fizyko-chemiczne, podata wydajnosci syntez.

Pozytywnie oceniam sposéb zaplanowanych syntezy i cykl wykonywanych operacji.
Procedura badawcza zastosowana przez Doktorantke jest prawidlowa, opis tej czgsci
doswiadczalnej jest przedstawiony wlasciwie. Doceniam umiej¢tno$¢ korzystania z technik
i pracy w laboratorium. Na podkreslenie zastuguje 60 wykonanych syntez.
Do tej czesci pracy kieruje do Pani mgr zapytanie, czym sugerowala si¢ Pani
wymieniajac w sekwencji aminokwasow lizyn¢ na arginine?

Badanie aktywnos$ci biologiczne] otrzymanych 32 zwigzkoéw, Autorka zaplanowala
z wykorzystaniem siedmiu enzymow 1 ich chromogennych substratow, mianowicie, plazminy,
trombiny, enzymu tPA, kalikreiny, trypsyny i1 chymotrypsyny. Wykorzystujac metode
amidolityczng okres$lita ich wlasciwosci inhibicyjne. Na podstawie otrzymanych wynikéw
hamowania aktywno$ci enzymoéw wyznaczyta wartosci ICsp dla zsyntetyzowanych
pochodnych peptydow (wartos¢ 1Csp oznacza stezenie peptydu, przy ktoérym aktywnosé
badanego enzymu zostaje zahamowana w 50%) 1 okazalo si¢, ze w stosunku do 4 enzymow
(tPa, kalikreiny, trypsyny i chymotrypsyny) otrzymane produkty nie wykazywaty aktywnosci.
W stosunku do pozostalych trzech enzymoéw (plazminy, urokinazy, trombiny) aktywno$¢
inhibicyjng wykazato 8 pochodnych, mianowicie C-terminalne kwasy i amidy z zablokowana
grupg N-aminowa kwasem palmitynowym (4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32) a dwa sposrdd nich
(N-palmitynowe C-terminalne z grupg karboksylowg) 20 i 28 charakteryzowaly si¢
aktywnoscig przekraczajaca 90%. Acetylowane pochodne wykazywaty najnizsza aktywno$¢
inhibitujaca.



Stosujac metod¢ Carmichael'a, Doktorantka zbadata cytotoksyczno$¢ otrzymanych
peptydow wzgledem fibroblastéw. Zaden z posrod 32 zwigzkéw nie wykazywal tej
aktywnosci, trzy za§ (13, 14, 26) z czasteczka argininy w tancuchu aminokwaséw (N-
terminalny
z C-terminalng grupg amidowg, z N-terminalng grupg acetylowg i C-terminalng grupa
amidowa, z N-terminalng grupa acetylowg i C-terminalng grupa karboksylowa) powodowaty
wzrost komorek. Dla tych 3 pochodnych peptydow zbadata i stwierdzita ich korzystny wptyw
na biosynteze¢ DNA 1 kolagenu, co zasluguje na podkreslenie, poniewaz sa to nowe, aktywne
analogi peptydu KTTKS o potencjalnej mozliwosci stosowania w kosmetologii.
Wykonywane procedury Autorka starannie opisala a wyniki badan przedstawila w 12
obszernych tabelach
i na 4 wykresach. Prawidlowo dobrane metody 1 dokladne ich omowienie $wiadcza o dobre;j
znajomosci procedur poszukiwania nowych surowcoéw kosmetycznych.

Przeprowadzone badania doprowadzily do otrzymania zaplanowanych i oczekiwanych
produktow, wsrdod ktorych jest 30 nowych dotychczas nieopisanych, po raz pierwszy
zbadanych biologicznie. Uzyskane wyniki niewatpliwie wzbogacaja dotychczasowa wiedzg o
aktywnosci biologicznej nowych analogéw peptydu KTTKS.

Uwienczeniem rozprawy jest obszerny liczacy 19 stron rozdziat ,,Dyskusja”, w ktorym
Doktorantka zebrata wyniki badan przeprowadzonych i opisanych w pracy, a takze zamiescita
je na 15 wykresach. W tej czeSci pracy Doktorantka dokonata starannej, wyczerpujacej
analizy zalezno$ci aktywnosci biologicznej od struktury zsyntetyzowanych zwigzkow.
Ocenita jak na aktywno$¢ inhibicyjng wzgledem enzymoéw wplywa zablokowanie w
macierzystym peptydzie KTTKS, aminokwaséw N-koncowych i1 C-koncowych oraz jak
wplywa wymiana w sekwencji aminokwasow lizyny na argining. Zauwazyla zr6znicowana
aktywno$¢ otrzymanych zwigzkéow wzgledem poszczegdlnych enzyméw. Podsumowujac
stwierdzila, Zze najwyzsza aktywno$¢ jako inhibitory enzymow wykazywaly peptydy z
zablokowanym aminokwasem N-koncowym kwasem palmitynowym. Pordéwnata struktury
zsyntetyzowanych analogdéw, wskazatla rdznice
1 wspolne elementy, podjeta probe uzasadnienia réznic w aktywnosci biologicznej. Wskazata
struktury najbardziej aktywne i zasugerowata mozliwos$ci ich praktycznego zastosowania.
Autorka opisujac wyniki badan, uzupetnita je wyczerpujaca dyskusjg. Uzasadnita wybor
obiektu badan. Odniosta si¢ do badan wczesniej wykonywanych w Zaktadzie Chemii
Organicznej, nawigzata rowniez do opisanych w literaturze prac innych autoréw. Uzasadnita

celowo$¢ poszukiwania analogéw macierzystego peptydu KTTKS.



Przedstawione w dyskusji rozwazania, wskazujg na rzetelng 1 doktadng znajomos¢ badane;
tematyki.

Kieruj¢e do Pani mgr zapytanie, w tym rozdziale, na stronie 103, gdzie Pani
charakteryzuje aktywno$¢ peptydéow z N-terminalna reszta kwasu palmitynowego,
napisala Pani takie zdanie ,Ze wzgledu na obecno$¢ dlugiego lancucha
weglowodorowego powinny mie¢ lepsza przenikalnos¢ przez skore, a zatem beda mogly
by¢é stosowane
w mniejszym stezeniu”. Dlaczego Pani tak uwaza?

Najwazniejsze wyniki uzyskane w pracy zostaty tresciwie, krotko w pieciu punktach
przedstawione w rozdziale ,,Wnioski”. Szkoda, ze nie ujela Pani we wnioskach
porownania aktywnosSci biologicznej palmitynowej pochodnej z macierzystym
peptydem.

Podsumowujac stwierdzam, ze synteza 32, w tym 30 nowych zwigzkoéw chemicznych,
zbadanie ich aktywnos$ci biologicznej i gleboka analiza uzyskanych wynikow $wiadcza
o warto$ci poznawczej rozprawy doktorskiej.

Praca napisana jest poprawnie, ale spotyka si¢ drobne btgdy. Miedzy innymi do$¢ licznie
wystepuja tzw. ,literowki”. Korekty wymagaja pozycje w rozdziale ,Literatura”. Niektore
nazwy zwigzkow chemicznych budza watpliwo$ci, m.in. sposob zapisu izomeréw optycznych
symbolami R i S (str. 93, 99), podpis pod rycing (str. 96). Spotyka si¢ potoczne okreslenia, np.
»peptydy w postaci kwasow”, str. 96.

Wymienione uwagi w poréwnaniu z zaletami pracy maja marginalne znaczenie, nie
umniejszaja wartosci naukowej badan wykonanych przez Doktorantke 1 ujetych w rozprawie.

W mojej ocenie przedstawiona do recenzji praca magister Urszuli Tatataj ,,Synteza i ocena
aktywnosci biologicznej peptydow sygnalowych” wnosi elementy nowosci, co w tej pracy
szczegblnie wysoko cenie¢, charakteryzuje si¢ wysoka wartoscig merytoryczng wykonanych
badan, spelnia kryteria prawidlowo zaplanowanej, zrealizowanej i1 udokumentowanej
rozprawy doktorskiej.

Wnosz¢ zatem do Wysokiej Rady Wydziatu Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny
Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku wniosek o dopuszczenie magister

Urszuli Tatataj do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

t.odz, 22.07.2020 dr hab. inz. Julia Gibka
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