UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU
Wydzial Chemii

Poznan, dnia 14.04.2015 1.

RECENZJA
pracy doktorskiej Pani mgr Beaty Lubkowskiej
pt.: ,,Peptydy w kosmetyce — projektowanie sekwencji, synteza oraz badania wlasciwosci
w produktach kosmetycznych”
opracowana na zlecenie Dziekana Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdafiskiego

(L. dz.-8010-WCH/IP-24/2015) z dnia 12 stycznia 2015 1.

Recenzowana praca doktorska zostala ~wykonana pod kierunkiem Pana
prof. dr. hab. Zbigniewa Mackiewicza na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego 1 lezy
w zakresie badan prowadzonych przez grupe badawcza Promotora pracy, obejmujgcym m.in.
synteze, charakterystyke wiasciwosci peptydow, w szczegélnosci o whasciwosciach
przeciwbélowych i przeciwnowotworowych, a obecnie takze o znaczeniu kosmetycznym.
Profesor Zbigniew Mackiewicz jest wybitnym specjalista w zakresie chemii peptydow
i aminokwaséw — w tym nurcie prowadzonych przez niego badan jest zlokalizowana
recenzowana praca doktorska. Przedmiot pracy doktorskiej jest wysoce interesujacy, albowiem
zakotwiczony jest w zakresie szeroko rozumianej chemii kosmetycznej. Gtéwna inspiracjg do
podjecia przez Doktorantke badan jest duze zapotrzebowanie przemystu kosmetycznego na

nowe grupy oligopeptydow w charakterze nowych substancji aktywnych.

Badania wykonane w ramach przedlozonej do recenzji pracy byly wspotfinansowane
dwukrotnie ze $rodkéw Unii Europejskiej w ramach stypendium ,,Ksztalcimy najlepszych —
kompleksowy program rozwoju doktorantéw, mlodych doktoréw i akademickiej kadry
dydaktycznej Uniwersytetu Gdanskiego”, komponentu ,Wsparcie stypendialne
i szkoleniowe dla doktorantow 1 milodych doktorow oraz projektu systemowego

,InnoDoktorant — stypendia dla doktorantéw, V edycja”. Wyzej wymienione fakty
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pozwalaja na wstepna pozytywna ocen¢ waznosci tematyki dysertacji, w szczegdlnosci

w aspektach aplikacyjnych i uzytkowych.

Praca liczy 196 stron, zilustrowana jest 62 rysunkami i zawiera 47 tabel. Tytul
przedlozonej rozprawy doktorskiej zostal poprawnie zdefiniowany i odpowiada
przedstawionym wynikom badan. Praca napisana jest w jezyku polskim, w ukfadzie niemal

klasycznym i jest podzielona na rozdziaty:
v' wstep i czeg$¢ literaturowa (53 strony);
v’ cel pracy (2 strony);
v’ cze$¢ eksperymentalna/metodyka pracy (27 stron)
v' omoéwienie wynikow i ich dyskusja (83 strony);
v wnioski - podsumowanie koncowe wynikéw (2 strony);

Cato$é pracy zakonczona jest spisem literatury, ktory obejmuje 203 prace. Dysertacja
doktorska konczy sie wykazem prac naukowych oraz komunikatéw prezentowanych przez
Doktorantke publicznie, tj. 1 publikacji opublikowanej w czasopismie z listy JCR oraz pigciu
w recenzowanych czasopismach zwigzanych z tematyka pracy, trzech rozdzialach ksigzkowych
oraz czterech innych, co wyraznie wskazuje, ze tezy rozprawy doktorskiej zostaly juz bardzo
dobrze opublikowane. Ponadto Autorka wykorzystuje swoje prace w czesci literaturowej

i dyskusji wynikow, tj. jest wspotautorka pozycji literaturowych 54, 105, 149, 200-202.

Cze$¢ doswiadczalna pracy zostala poprzedzona kompetentnie i przejrzyscie ujetym
przegladem literatury, w ktorym Pani mgr Beata Lubkowska syntetycznie przedstawila istotne
zagadnienia zwigzane z tematyka przedstawionej pracy. A mianowicie opisata pojecia
zwigzane z budowa, procesami starzenia si¢, metodami pielggnacji i ochrony skory, a takze co
najwazniejsze zajeta si¢ opisem mechanizmu przenikania przez skore. Przeprowadzita przeglad
literaturowy nt. metod badania kosmetykow. W szczegdlnosci opisata techniki badan in vitro,
ex vivo i in vivo. Opisata role peptydow w kosmetykach. Ogélnie czgs¢ literaturowa jest bardzo
interesujaca, tematy sg trafnie dobrane, za$ Autorka wiasciwie stosuje przypisy literaturowe
w tekécie oraz przy podpisach rysunkow. Zabrakto mi jedynie opisu metod in silico, ktore sa

obecnie najszybciej rozwijajaco si¢ dziedzing badan kosmetykow.

Kolejne czesci omawianej pracy to opis metodyki pracy, w szczegélnosci opis badan
zwiazanych z przygotowaniem modelowego naskorka do badan przenikania peptydow przez

skore oraz wyniki przeprowadzonych badan. W tych rozdziatach dysertacji Pani mgr Beata
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Lupkowska przedstawita doktadne warunki syntezy oligopeptydéw, preparatyki hydrozeli oraz
opis stosowanych metod badawczych. Wedlug mnie podzial na ,.czes¢ doswiadczalng”
i ,badania wiasne” przed zestawieniem wynikow i ich dyskusja sugeruje brak wlasnego udziatu
w pierwszej ww. czesci, co nie mialo miejsca. Doktorantka w oparciu o dane literaturowe
zaproponowata do badan 27 nowych oligopeptydow o sekwencji i skfadzie aminokwasow
wystepujacych w strukturze biatka a-kolagenu i elastyny skory ludzkiej, czy fragmentu
prokolagenu. Bardzo trafnie zastosowata podobny system opisu charakterystyki dla kazde;
grupy badanych oligopeptydow. W tejze czgsci zaprezentowala ponad 20 widm mas co
doprowadzilo do okreslenia sumarycznej masy czasteczkowej, jednak nie podano czy
przesledzono proces fragmentacji jonu molekularnego i odtworzono na tej podstawie sekwencji
aminokwaséw (Peptide Mass Fingerprinting). Zabraklo mi takze chociazby jednej metody

okreslenia struktury (np. dwuwymiarowej spektroskopii NMR).

W ramach najbardziej objetosciowej czeSci pracy — omowienia dziatania
zsyntetyzowanych oligopeptydow na skére — Pani mgr Beata Lubkowska w szczegolnosci
podjeta sie:

@ opracowania receptur hydrozeli kosmetycznych, w tym preparatyke hydrozeli
z oligopeptydami;
o poréwnania badania kosmetykow z wykorzystaniem tkanki pochodzenia wieprzowego

e mortuo i syntetycznych membran stosowanych do badan;

o badania wlasciwosci uzytkowych otrzymanych produktow kosmetycznych przy uzyciu

aparatow kosmetycznych (Skintest plus oraz PSI wraz z systemem Aphrodite—1);
o badania przenikalnosci oligopeptydow przez z zastosowaniem komory typu Franza.

Ciekawym elementem wienczacym taki cykl badan byloby okreslenie biodostepnosci
oligopeptydéw w skorze otrzymanej z tkanki pochodzenia wieprzowego e mortuo, np.

z uzyciem metody z wykorzystaniem paskow adhezyjnych (,,strippingu”).

W konteks$cie omowionych wyzej badan chciatabym podkresli¢, ze recenzowana praca

traktuje nie tylko o skutecznym wprowadzaniu oligopeptydow do matryc kosmetycznych, ale
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takze, na bazie wynikéw w tym gtéwnym nurcie badan, stanowi poglebione studium w zakresie
aplikacji nowych form kosmetycznych. Badania Autorki, w ktorych przeprowadzita testy
aplikacyjne na przygotowanych uprzednio fragmentach naskorka pochodzenia z gatunku swini

domowej stanowi warto$¢ dodana do wiedzy na temat warunkéw stosowania kosmetykow.
Do najwazniejszych osiagnie¢ pracy doktorskiej Pani mgr Beaty Lubkowskiej zaliczam:

1. Wykazanie roznic parametrow skory w zaleznosci od czasu pomiaru i okreslenie
optymalnego czasu w przypadku badan aplikacyjnych na naskérku pozyskanym

bezposrednio z gatunku $wini domowej (Sus scrofa f. domestica) —210 minut;

2. Potwierdzenie doskonalych wiasciwosci nawilzajagce hydrozeli o znaczeniu

komercyjnym (zawierajgcego oligopeptyd o sekwencji: Lys—Thr—Thr-Lys—Ser);

3. Wykazanie wysokiego stopien nawodnienia skory dla kilku oligopeptydow (sekwencje
aminokwaséw: Palm—Gly—Gly—His-Lys, Palm—Gly—Gly—Gln—Pro-Arg, Ac-Lys—Val-
Lys, Gly-Pro—Ala—Glu; Thr—Thr-Lys—Ser; Glu-Thr-Thr-Lys-Ala);

4. Potwierdzenie uwalnianie oligopeptydow z hydrozeli do plynow akceptorowych

z wykorzystaniem technik, takich jak: HPLC oraz MALDI-TOF MS;

5. Stwierdzenie, ze konstrukt skory pochodzgcy od $wini byt bierny chemicznie wzgledem
badanego kosmetyku oraz ptynu akceptorowego. Uzycie blon utworzonych
z polimeréw naturalnych, takich jak pochodne celulozy, zapewnilo nieograniczone

uwalnianie wybranego oligopeptydu.

Obowiazkiem recenzenta jest wskazanie pewnych niedoktadnosci, blednych sformutowan,
kolokwializméw oraz przede wszystkim ocena merytoryczna, ktéra ma wskaza¢ pewne
niejasnosci czy sugestie. Generalnie praca jest napisana poprawnie jezykowo, stylistycznie,
wyréznia sie ponadto bogata i niezwykle estetyczna szatg graficzng i nie zawiera wigkszych
bledow merytorycznych (stwierdzitam np. brak zgodnosci pomiedzy danymi zawartymi
w Tab. 35 i na wykresie 22 (str. 146)). Do tej czesci pracy mam tylko kilka uwag i pytan, ktore

stawiam w celu doprecyzowania pewnych fragmentow:

1. Zwyczajowo podczas redagowania prac doktorskich, monografii czy publikacji

naukowych stosuje si¢ forme bezosobowa.

2. W pracy brakuje odno$nikéw literaturowych do wczesniej opublikowanych badan.
I tak na przyklad Autorka na str. 131 pisze, ze: ,,Polaczenie peptydu o wiasciwosciach

hydrofilowych z palmitoilem o wlasciwosciach hydrofobowych, pozwolilo na
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otrzymanie struktury o charakterze amfifilowym. Takie czasteczki sg postrzegane jako
najlatwiej penetrujace bariere rogowa naskorka, co tez wykazalam w niniejszych

badaniach”.

3. Autorka nie przedstawila informacji na temat sposobu wyboru okreslonej grupy
hydrozeli (I-11I) do wybranych oligopeptyddw, np. wigkszos¢ tetrapeptydow bez grupy

palmitoilowej wprowadzono do hydrozeli typu 11 II, a nie III.

4. Zabrakto mi podsumowania wszystkich wynikow dla badania stopnia nawilzenia skory
pochodzacej od $wini domowej w postaci jednej tabeli — ulatwitoby to fatwiejsze
zapoznanie sie z wynikami badan. W szczegélnosci takze brakuje dyskusji na temat
wplywu sekwencji aminokwaséw na stopien nawilzenia. Wybrano bowiem
aminokwasy wystepujace w strukturze biatka a-kolagenu i elastyny skory ludzkiej, czy
prokolagenu (sekwencja (x-Thr-Thr-Lys-y)a) a zatem pokuszenie si¢ o takg zaleznos¢

bytoby wskazane.

5. Ciekawe byloby zastosowanie ,.modelowego” konstruktu — skoéry pochodzenia
zwierzecego — zamiast z celulozy do badan uwalniania oligopeptydéw. Warto takze
byloby pokusi¢ sie o okreslenie kinetyki uwalniania z r6znych from hydrozeli (I-III),
a tym samym o wskazanie najodpowiedniejszej formulacji kosmetycznej dla wybranej
grupy oligopeptydéw. Wiasciwsze byloby zastosowanie we wszystkich badaniach
przenikania transdermalnego rekomendowanej temperatury wg Farmakopei, tj. 37 +0,5

.

6. Warto byloby przeprowadzi¢ testy stabilnosci formulacji ~kosmetycznych
z oligopeptydami (zwlaszcza stabilnosei oligopeptydow), co stanowi podstawe do

dalszego ich zastosowania w przemysle.

7. Autorka pracy nie skonfrontowala jednoznacznie swoich rezultatow z obecnie
stosowanymi rozwigzaniami technologicznymi w zakresie modeli skory. Warto

byloby poréwnaé konstrukt skory zwierzgcej z innymi stosowanymi modelami.
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Podsumowujac, cel pracy zostat osiggniety, praca posiada elementy nowosci naukowej,
a Autorka wykazata, iz jest dobrym eksperymentatorem i potrafi interpretowac otrzymane

wyniki w sposdb wiasciwy.

Stwierdzam, ze  rozprawa  doktorska mgr  Beaty  Lubkowskiej  zgodnie
z rozporzqdzeniem MENIS z dnia 15 stycznia 2004 (Dz. U. z 2004 r., nr 15 poz.128
z pézniejszymi zmianami) oraz art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule
naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r., nr 65 pozycja 595
z péZniejszymi zmianami) w pelni odpowiada wymogom okreslonym przez wyzej wymienione
ustawy. Recenzowana rozprawa reprezentuje bardzo dobry poziom naukowy, zawiera
elementy nowosci naukowej, a wymienione powyzej uwagi polemiczne i pytania nie
umniejszaja mojej bardzo wysokiej oceny recenzowanej pracy. Doktorantka uzyskata szereg
ciekawych rezultatow, ktore powinny zosta¢ szerzej opublikowane. Napisana przez Pania
Lubkowska rozprawa $wiadczy, ze posiada wiedze i umiejetnosci, ktérymi powinien
charakteryzowa¢ si¢ doktor. Wobec powyiszego wnioskuje o przyjecie  pracy

i dopuszczenie do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab/ fiabela Nowak
v}
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