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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Joanny Lazniewskiej pt. ,,Ocena toksycznosci dendrymerdéw
wiologenowo-fosforowych oraz fosforowych wobec mysich komdrek nerwowych linii N2a i

mHippoE-18".

Rozprawa doktorska mgr Joanny Eazniewskiej poswigcona jest analizie pordwnawczej tok-
sycznosci dwoch typow dendrymeréw, nanostruktur, ktére w ostatnich latach sa przedmiotem inten-
sywnych badan w Katedrze Biofizyki Ogélnej, Uniwersytetu Lodzkiego - czotowej jednostce nau-
kowej na skale miedzynarodowa w tej tematyce.

Aktualno$¢ tematu pracy nie budzi watpliwosci. W ciagu ostatnich 30 lat dendrymery byly in-
tensywnie badane jako nanonosniki dla aktywnych biologicznie zwiazkéw takich jak leki, kwasy
nukleinowe, a takze $rodki kontrastujgce, radionuklidy i wiele innych. Same dendrymery réwniez
przejawiaja szerokie spektrum aktywnosci biologicznej, w tym przeciwbakteryina, przeciwwirusows
1 antynowotworows. Jednak niezaleznie od licznego i zréznicowanego dzialania dendrymerdéw,
gltowna przeszkoda w ich szerokim zastosowaniu jest niska rozpuszczalnosé i wysoka toksycznosé
tych zwigzkow.

Dla calego szeregu dendrymeréw, w tym dla wybranych przez Doktorantke kationowo-
fosforowych i wiologenowo-fosforowych, charakterystyczna jest ich zdolno$é do hamowania fibry-
lacji 1 agregacji biatek zaangazowanych w etiologie choréb neurodegeneracyjnych, co stwarza moz-
liwosci potencjalnego zastosowania dendrymeréw w charakterze neuroprotektoréw, pod warunkiem,
ze nie wykazuja one dzialan toksycznych. Oprécz tego dendrymery wykazuja aktywnosé przeciw-
nowotworows, co zaklada ich toksyczne dziatanie na komoérki nowotworowe i w zwiazku z tym wy-
soki potencjat zastosowania w charakterze lekow antyrakowych.

W zwigzku z powyzszym Doktorantka za cel swojej pracy obrata zbadanie toksycznosci wWy-
mienionych wyzej dendrymeréw odnosnie dwdch linii mysich komérek nerwowych — nowotworo-
wych (komorki nerwiaka ptodowego - N2a) oraz prawidlowych, ktérymi byly embrionalne komérki
hipokampu - mHippoE-18.



Rozprawg doktorskg stanowi zestawienie 3 oryginalnych prac eksperymentalnych
11 pracy przegladowej z imponujacym catkowitym wsp6tczynnikiem IF, kt6ry wynosi 14,632 i licz-
ba punktow MNiSW wynoszacg 110. Trzeba podkresli¢, ze we wszystkich publikacjach pierwszym
autorem jest Doktorantka, co §wiadczy o jej gléwnym wkladzie w napisanie tych prac (dodatkowo
potwierdzonym o$wiadczeniami wspotautoréw). Wszystkie publikacje, ktére stuzg za podstawe roz-
prawy doktorskiej majg charakter monotematyczny. W skiad materiatéw rozprawy wchodzi takze 10
komunikatéw zjazdowych, w tym dwa wystgpienia ustne.

Pierwsza praca opublikowang przez Doktorantke w tematyce rozprawy byta wielostronna pu-
blikacja przeglagdowa pod tytutem ,,Dendrimers — revolutionary drugs for infectious diseases”, w kto-
rej zacytowano 131 artykuldw, co $wiadezy o doskonalej znajomosci przez Autorke wspétczesnego
stanu badan w danej dziedzinie. Publikacja ta po$wigcona zaréwno strukturalnej réznorodnosci den-
drymer6w jak i ich wiasciwosciom farmakologicznym niewatpliwie wzbogaca nasza wiedze na temat
biologicznej aktywnosci tych zwigzkow.

Wszystkie trzy prace eksperymentalne po$wigcone sg badaniu toksycznosci dendrymeréw
odnosnie komoérek neuronalnych. We wstepie do swoich publikacji Doktorantka bardzo dobrze uza-
sadnifa koniecznos¢ i perspektywiczno$é swoich badan. Celem prac byla nie tylko ocena toksyczno-
sci wybranych dendrymeréw, ale takze zbadanie mechanizméw tej aktywnosci wzgledem komérek
neuronalnych. Dla osiggnigcia postanowionego celu Doktorantka przeprowadzita kompleksowe ba-
dania z zastosowaniem szerokiego spektrum metod, co $wiadezy o znakomitej intuicji badawcze;
Mgr Joanny f.azniewskiej i Jej dobrym przygotowaniu do pracy eksperymentalnej. W swojej pracy
Doktorantka ~zastosowala fotometryczne metody dla oznaczenia zywotnodci komorek
(test cytotoksycznosci MTT) oraz fluorymetryczne dla pomiaréw potencjalu mitochondrialnego,
RFT, GSH, cyt c, aktywnosci oksydacyjnej mitochondriéw, katalazy i kaspazy3. Z zastosowaniem
cytometru przeptywowego przeprowadzona zostata analiza morfologii komérek oraz cyklu komér-
kowego. Przy uzyciu mikroskopu kontrastowo-fazowego oceniony zostal procent apoptotycznych i
nekrotycznych komorek w populacji. Reasumujace, uznaé nalezy, ze warsztat badawczy Doktorantki
jest imponujgcy.

Ten szeroki zakres wybranych parametréw odpowiedzi komérkowej pozwolil Autorce bardzo
szczegolowo przeanalizowa¢ wplyw przedstawicieli dwoch typéw dendrymeréw na dwéch liniach
komérkowych. Mianowicie w przypadku dendrymeréw wiologenowo-fosforowych byty to - VPDI i
VPD?2, a w przypadku kationowo-fosforowych - CPD G2 i G3, rézniace si¢ miedzy soba masa mo-
lekularng i fadunkiem.

Analiza poréwnawcza przeprowadzona przez Doktorantke wykazala, ze wiologenowo-
fosforowe dendrymery (VPDs) wykazuja niskg toksycznos¢ w poréwnaniu z kationowymi dendry-
merami fosforowymi (CPD G2 i G3) dla obu linii komérkowych. Ponadto stwierdzono, ze VPDs
posiadajg zdolnos¢ do redukeji poziomu RFT, co jest skorelowane ze wzrostem aktywnosci enzymu
katalazy na tle niezmienionego poziomu GSH. W odr6znieniu od powyzej wymienionych efektéw
VPDs, kationowe dendrymery fosforowe - CPD G2 i G3 dziataty odwrotnie i powodowaty genero-
wanie RFT, przy czym CPD G3 wykazywaly efekt silniejszy. Produkcja RFT wywotana kationo-
wymi dendrymerami fosforanowymi w danym przypadku korelowata z ich negatywnym wplywem
na zywotnos¢ komérek neuronalnych okreslong testem MTT. Przynajmniej dla prawidtowych komé-
rek HippoE-18 taka korelacja byta wykryta w catym zakresie stosowanych stezenn dla CPD G3, ktéry
wykazat si¢ wigksza toksycznoscig niz CPD G2. Produkcji RFT towarzyszyto zwiekszenie oksyda-
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cyjnej aktywnosci mitochondriéw i zmiana ich potencjatu. Na podstawie tych wynikéw Doktorantka
stawia hipotezg, ze taka wysoka toksycznosé kationowych dendrymeréw fosforowych jest zwigzana
z produkcjg RFT, ktére kierujg komorki neuronalne na droge $mierci nekrotycznej, co zostalo po-
twierdzone eksperymentalnie z uzyciem mikroskopu fazowo-kontrastowego i cytometrii przeptywo-
wej. Natomiast traktowanie komérek obu linii niskotoksycznymi wiologenowo-fosforowymi den-
drymerami nie spowodowato znacznych zmian ich morfologii, ale doprowadzito do pojawienia sie
nieznacznej ilosci komérek apoptotycznych i tylko w linii prawidtowych komérek HippoE-18. Po-
rownanie toksycznosci dwdch przedstawicieli tej grupy dendrymeréw pozwolito stwierdzié, ze w
przypadku prawidlowych komorek najbardziej aktywnym byt zwigzek z wigksza MM (VPDI1) w
poréwnaniu z VPD3, co potwierdza hipoteze¢ Doktorantki o roli ilosci wiologenowych jednostek i
tadunku w potencjale cytotoksycznym badanych zwigzkéw. Nalezy jednak podkreslié, ze na komor-
kach nowotworowych réznica migdzy toksyczno$cig badanych wiologenowo-fosforowych dendry-
meréw byla mniej widoczna.

Za szezeg6lnie wazne wyniki przeprowadzonych w recenzowanej pracy badan uwazam wy-
kazanie istotnych réznic w toksyczno$ci wiologenowo-fosforowych i kationowo-fosforowych den-
drymeréw. Na podstawie tych danych Doktorantka wnioskuje, ze nisko toksyczne wiologenowo-
fosforowe dendrymery mogg znalezé zastosowane w biomedycynie. Natomiast wysokotoksyczne
kationowo-fosforowe dendrymery majg perspektywe zastosowania, jednak pod warunkiem modyfi-
kacji ich wlasciwosci w kierunku ekranowania tadunku powierzchniowego, ktéry jest odpowiedzial-
ny za ich toksycznos¢. Te wnioski przedstawione przez autorke w streszczeniu w pelni odzwiercie-
dlaja dane prezentowane w publikacjach.

Analizujgc publikacje stanowigce rozprawe doktorska pojawia sie jednak kilka pytan dysku-
syjnych. W publikacji pod tytutem ,,Mechanism of cation phosphorous dendrimer toxity against mu-
rine neural cell lines” rozwazajac wlasne i literaturowe dane Doktorantka stwierdza, ze komérki ner-
wowe sg bardziej wrazliwe na toksyczne dzialanie badanych dendrymeréw. W zwigzku z tym po-
wstaje pytanie czym jest to uwarunkowane? W tej publikacji wiarygodnie udokumentowano, ze CPD
G3 jest bardziej toksyczny niz CPD G2. Dane te potwierdzajg zatozenie Doktorantki, ze wraz ze
wzrostem generacji rosnie toksyczno$¢ dendrymeréw. Jednak z tej pracy, nie bytam w stanie dowie-
dzie¢ sig, czy istnieje specyfika toksycznego dziatania kationowo-fosforowych dendrymeréw w sto-
sunku do komoérek prawidlowych i nowotworowych? Zgodnie z danymi dla stezenia IC50 uzyska-
nego testem MTT, komdrki prawidlowe byly bardziej wrazliwe na dendrymery CPD G3 w poréwna-
niu z komérkami nowotworowymi (1,35 vs. 1,74), natomiast dla CPD G2 sytuacja byla odwrotna
(2,33 vs. 1,88). Traktowanie obu typéw komoérek tymi dendrymerami powoduje wzrost RFT i jak
Doktorantka uwaza, jest to zwigzane ze zwigkszona aktywnoscig oksydacyjng mitochondriéw. Przy
tym, jak pokazano w doswiadczeniach, CPD G2 w niskich stezeniach powoduje hiperpolaryzacje, a
przy wyzszych depolaryzacje. Natomiast CPD G3 wywoluje tylko depolaryzacje w catym zakresie
stosowanych stgzen. Te zmiany zdaniem Autorki wywoluja produkcje RFT. Zgadzam sig, ze w obu
przypadkach mogg by¢ generowane RFT. Ale mam pytanie, co powoduje zmiany potencjatu? Jaki
jest molekularny mechanizm oddziatywania dendrymeréw z mitochondriami, ktéry prowadzi do
przeciwnej odpowiedzi? Mozna przyjac, ze dodatnio natadowane dendrymery wnikaja do mitochon-
driéw, co prowadzi do zmniejszenia potencjatu, ale jak wtedy wythimaczy¢ hiperpolaryzacje?

Badania wiologenowo-fosforowych dendrymeréw wykazaly, ze w komérkach nowotworo-
wych zwiazki te hamujg tworzenie RFT w catym zakresie stezen (1-20 pM), podczas gdy w prawi-
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diowych komérkach przy stezeniu 20 pM zwigzki wykazuja prooksydacyjne dzialanie. Obnizenie
poziomu RFT pod wplywem badanych dendrymeréw laczone bylo ze zwickszong aktywnoscia kata-
lazy. Doktorantka sugeruje, ze wzrost aktywnosci enzymu moze by¢ wynikiem bezposredniego dzia-
tania dendrymeréw. Uwazam, Ze jest to mato prawdopodobne. Raczej wzrost aktywnosci katalazy
jest wynikiem zmniejszenia stgzenia reaktywnych form tlenu. Pozostaje natomiast otwarta kwestia,
jaki mechanizm lezy u podloza obnizenia poziomu RFT. Doktorantka sugeruje, odwotujac sie do
literatury, ze ten efekt moze by¢ wynikiem bezposredniego "zmiatania" RFT dendrymerami. Nieste-
ty Autorka sama takich eksperymentdw nie przeprowadzita, chociaz mozna byto zrobié takie badania
w  systemach modelowych, co uzupelnitoby wiedzg na temat whasciwosci badanych dendrymerdw.

Podsumowujac, z przekonaniem stwierdzam, Ze otrzymane przez Doktorantke dane majg du-
zg wartos¢ praktyczng i teoretyczna. Wyniki rozprawy doktorskiej zostaty juz opublikowane w re-
nomowanych czasopismach, wnoszac wiele nowych informacji w dziedzinie badan dendrymeréw.
Uwazam, ze przedstawiona do oceny rozprawa pt. ,,Ocena toksycznosci dendrymeréw wiologenowo-
fosforowych oraz fosforowych wobec mysich komérek nerwowych linii N2a i mHippoE-18" jest
wartosciowym opracowaniem, catkowicie spelniajacym wymagania na stopiefi naukowy doktora
nauk biologicznych i zastuguje na wyréznienie.

Zwracam si¢ wigc do Wysokiej Rady Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Lodzkiego z wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr Joanny Eazniewskiej do dalszych etapow prze-
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