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Ocena
rozprawy doktorskiej mgr Olgi Nowackiej
pt.: "Modyfikacja procesu agregacji i fibrylacji insuliny przez dendrymery”

Podjete w ramach pracy doktorskiej badania uwazam za wazne, poniewaz mogg przyczynic si¢
do poprawy, jakosci leczenia diabetykow insulino-zaleznych. Cukrzyca jest uznana za chorobe
cywilizacyjng, na ktérg choruje coraz wigcej 0sob i jak wykazujg liczne badania, jej przyczyng sa nie
tylko zaburzenia ukfadu trawiennego, w tym zaburzenie pracy trzustki, czy sklonnosci do jej
dziedziczenia, ale wazng przyczyng rozwoju cukrzycy jest stres. Odpowiednie, skuteczne leczenie
cukrzycy, ktorej nie mozna wyleczy¢, ma duze znaczenie dla poprawy, jakosci zycia ponad 300
milionéw ludzi na $wiecie, w tym okoto dwa i p6t miliona oséb w Polsce.

Doktorantka w swojej pracy doktorskiej zwraca uwage na wazny fakt, dotyczacy diabetykdw
insulino-zaleznych, ktorych leczenie polega na iniekcyjnym wprowadzeniu do organizmu insuliny.
Moze ona nie spetniaé¢ swojej roli z dwoch powodow. Po pierwsze moze straci¢ swoje wlasciwosci, tym
samym aktywno$¢ biologiczng, w wyniku agregacji i fibrylacji, a po drugie z powodu powstawania
ztogow amyloidowych w miejscach iniekcji, moze w mniejszych ilosciach wnika¢ do organizmu.
W zwigzku z tym mgr Olga Nowacka w swojej pracy doktorskiej podjeta si¢ zbadaé, czy nanoczastki,
jakimi sg dendrymery poliamidoaminowe mogg mie¢ wplyw na proces agregacji i fibrylacji czasteczek
insuliny, ograniczajgc go, lub zapobiegajac jego powstawaniu.

Celem rozprawy doktorskiej pt.: ”Modyfikacja procesu agregacji i fibrylacji insuliny przez
»dendrymery”, pani mgr Olgi Nowackiej jest zbadanie wplywu dendrymeréw na insuling, oraz na
procesy jej agregacji i fibrylacji.

Rozprawe doktorskg stanowig cztery, wymienione nizej publikacje, do ktérych dofaczytam
krétki opis badan w nich zawartych. Sg to oryginalne prace tworcze o charakterze do§wiadczalnym,
ktore zostaty opublikowane w czasopismach znajdujgcych si¢ na licie ,,A” Ministerstwa Nauki
1 Szkolnictwa Wyzszego i ujete w Journal Citation Reports.
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W pracy tej zbadano wplyw dendrymeréw poliamidoaminowych (PMAM) réznych
generacji na stabilno$¢ termiczng i fibrylacje ludzkiej insuliny. Przy uzyciu réznicowej
kalorymetrii skaningowej zbadano wplyw temperatury na stabilno$¢ tej insuliny. Technika ta
pozwolita wyznaczy¢ dwa przejscia fazowe insuliny, zachodzace w temperaturach 60 °C i 82
°C. W obecnosci dendrymeréw o stezeniu 0,6 pumol/l, zaobserwowano tylko drugie, ale
intensywniejsze przejscie fazowe. Otrzymane wyniki pozwolity wywnioskowaé, ze
w obecno$ci dendrymeréw dimery insuliny w roztworze przeksztalcity si¢ w heksamery.
W pracy tej okreslono tez wptyw dendrymeréw poliamidoaminowych na fibrylacj¢ insuliny na
podstawie badan fluorymetrycznych z uzyciem sondy ThT, oraz przy uzyciu transmisyjnego
mikroskopu elektronowego, a takze mikroskopu sit atomowych dokonano wizualizacji fibryli
insuliny. Wyniki tych badan wykazaty, ze dendrymery modyfikuja fibrylacje insuliny, ktora
silnie zalezy od generacji dendrymeréw i od ich st¢zenia w odniesieniu do insuliny, a takze

zapobiegajg tworzeniu si¢ ztogéw amyloidowych.
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Przeprowadzone w tej publikacji badania dotyczg oddzialywan migedzy dendrymerami
(PAMAM) z r6znymi grupami funkcyjnymi znajdujgcymi si¢ na ich powierzchni (-COOH, -
NH,, -OH) a insuling wotowa. Badania zostaly wykonane metoda fluorymetryczng, poprzez
monitorowanie procesu gaszenia emitowanej fluorescencji oraz pomiar potencjatu zeta. Wplyw
dendrymeréw na drugorzedowsg struktur¢ insuliny zbadano metodg dichroizmu kolowego.
Wyniki spektrofotometryczne podsumowano nastepujgco: dendrymery nie wywotujg agregaciji
insuliny, natomiast hamujg ten proces indukowany przez ditiotreitol, ponadto gasza
fluorescencje¢ insuliny, ale nie zmieniajg jej drugorzgdowej struktury. Na podstawie wartosci
potencjatu zeta insuliny w obecnosci dendrymeréw posiadajacych na powierzchni rézne grupy
funkcyjne (karboksylowe, aminowe lub hydroksylowe), mozna sadzi¢, ze oddzialywania

miedzy insuling a dendrymerami majg charakter elektrostatyczny.
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W pracy tej zbadano wplyw matych stezen (do wartosci 1.4 pg/ml)
poliamidoaminowych dendrymerow kationowych, neutralnych i anionowych generacji 3 i 4 na
agregacje insuliny, wywotanej przez dithiotreitol. W badaniach zastosowano metodg
dichroizmu kotowego i fluorymetryczng z wykorzystaniem sondy fluorescencyjnej ANS.
Wyniki wykazaly, ze, kationowe dendrymery powodujg spadek agregacji insuliny, natomiast
dendrymery anionowe i neutralne nie majg wplywu na ten proces. Nie zaobserwowano takze
destabilizujgcego wptywu dendrymeréw na strukture insuliny. Wyciggnigto zatem wniosek, ze
mate stezenia dendrymer6w mogg zapobiega¢ lub zmniejszaé liczbe powstajacych struktur

ztozonych z czgsteczek insuliny.
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Badania zawarte w tej pracy dotyczg wptywu dendrymeréw na insuling bydlgca, na
podstawie widm fluoroscencyjnych emitowanych przez reszty tyrozynowe insuliny, dla
roznych stezen dendrymeréw, oraz na podstawie stopnia gaszenia fluorescencji. Gaszenie
emitowanej fluorescencji zbadano stosujgc klasyczne jonowe wygaszacze oraz w obecnosci
dendrymerow, ktorych czasteczki posiadaty na powierzchni rézne grupy funkcyjne. Wyniki
badan wykazaly, ze oddzialywania dendrymeréw z insuling bydlgca maja charakter
elektrostatyczny, poniewaz zalezg od tadunku grup powierzchniowych i prawdopodobnie sa

odpowiedzialne za zmiany konformacyjne zachodzgce w czasteczce insuliny.

Wymienione wyzej publikacje stanowig monotematyczny cykl prac doswiadczalnych,
dotyczacych wplywu dendrymeréw poliamidoaminowych (PAMAM) na proces agregacji
i fibrylacji czgsteczek insuliny. O udziale Doktorantki w tym cyklu §wiadczy po pierwsze fakt,
ze w trzech pracach jest Ona na pierwszym miejscu, a w jednej na drugim, a po drugie
z oSwiadczen wspoOtautoréw wynika, ze udziat pani mgr Olgi Nowackiej w tych pracach,
w podanej wyzej kolejnosci wynosi odpowiednio: 60%, 70%, 65% 1 40%.

W badaniach, przeprowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej, pani mgr Olga
Nowacka wykorzystata insuling ludzkg i wotowa oraz nanoczastki, jakimi sa dendrymery

poliamidoaminowe, o rdéznej strukturze chemicznej czasteczek (réznej generacji), ktore
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ponadto zawieraly, obdarzone tadunkiem Iub oboj¢tne, grupy funkcyjne na powierzchni.
W swoich badaniach Doktorantka zastosowata rowniez ditiotreitol (DTT), ktory jest
klasycznym zwigzkiem tiolowym, stosowanym w redukcji wigzan disiarczkowych w biatkach,
w zwigzku z tym powodowal on agregacj¢ insuliny. Insulina jest, bowiem hormonem
polipeptydowym zbudowanym z aminokwaséw wchodzacych w sktad dwéch tancuchéow A i B,
potgczonych ze sobg za pomocg dwoch mostkow disiarczkowych.

W celu osiggniecia postawionego celu Doktorantka zastosowata szereg nowoczesnych
technik badawczych. W szczegdlnosci wykorzystata skaningowg kalorymetri¢ réznicowa,
spektrofluorymetri¢ z uzyciem sond fluorescencyjnych ANS i tioflawiny T (ThT), mikroskopig
elektronowg 1 sit atomowych oraz spektropolarymetri¢  dichroizmu kolowego
1 spektrofotometrie.

Szczegdtowa analiza badan zawartych w publikacjach stanowigcych rozprawe
doktorska, pozwala mi z pelnym przekonaniem stwierdzi¢, ze Doktorantka osiagne¢ta okreslony
w rozprawie cel badan. Wykazata w nich, ze dendrymery poliamidoaminowe praktycznie nie
zmieniajg struktury czasteczek insuliny, natomiast niektére z nich moga przeciwdziataé
procesowi jej agregacji i fibrylacji, w ten sposob zapobiegaé niekorzystnym modyfikacjom jej
struktury, podczas przechowywania. Czgsteczki dendrymeréw, mogg takze przy dlugotrwatym
leczeniu insuling, zapobiega¢ tworzeniu si¢ ztogdw amyloidowych w miejscach iniekcji.

Podkreslié¢ nalezy, zarowno wysoki poziom przeprowadzonych badan, jak rowniez duza
aktywno$¢ naukowg Doktorantki, ktéra oprocz czterech prac stanowigcych rozprawe
doktorskg, jest wspotautorkg trzech prac opublikowanych w dobrych czasopismach, takze
nalezacych do listy ,,A” MNiSW oraz szesciu komunikatow z konferencji krajowych
i miedzynarodowych, ktore stanowig dorobek naukowy pani mgr Olgi Nowackiej.

Calkowity impact faktor (IF) wszystkich prac Doktorantki jest wysoki i wynosi 20,723,
w tym publikacji stanowigcych prace doktorskg wynosi 10,528. Liczba punktow MNiSW
wszystkich publikacji wynosi 195, za$ stanowigcych prace doktorska 110.

Oceniajgc warto$¢ naukows rozprawy, nalezy podkresli¢, ze badania w niej zawarte s
nowatorskie, wzbogacajg, bowiem wiedze biofizyczng i biologiczng, dotyczaca wykorzystania
dendrymeréw poliamidoaminowych, jako stabilizatoréw struktury insuliny, a tym samym
chronigc jg przed utratg aktywnosci biologiczne;j.

Jestem przekonana, ze wyniki tych badan oprocz wniesionych wartosci poznawczych,
mogg mie¢ w medycynie znaczenie aplikacyjne, poprawiajac skutecznos¢ leczenia diabetykow
insuling. Zanim jednak, bedzie mozna wyciggna¢ jednoznaczne wnioski, nalezy badania te

kontynuowaé, skupiajgc sie nad poszukiwaniem zaréwno odpowiedniej generacji
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dendrymerdw, jak i takich grup funkcyjnych do nich dotgczonych, ktére bedg chronity insuling
przed szkodliwymi modyfikacjami jej struktury.

Mam w zasadzie jedng uwage formalng do Doktorantki, dotyczaca streszczenia
dotgczonego do publikacji, ktora nie ma zadnego wpltywu, na jakos¢ merytoryczng rozprawy.
Nie ma w nim, przy omawianiu poszczegdlnych badan, odniesienia do poszczegélnych
publikacji, stanowigcych prace doktorskg. Pani mgr Olga Nowacka uzywa tez w nim pojec
»generacje potdwkowe i calkowite dendrymerow”, nie wyjasniajac ich, podobnie jak
,,dendrymery generacji 2, 3 i 4”. Oczywiscie informacje te znajdujg si¢ w publikacjach, ale

mysle, ze krétkie wyjasnienia w streszczeniu poprawityby jasnos¢ przekazu.

Przedstawiona mi do oceny praca w petni spetnia wymogi okreslone w ustawie z dnia 14
marca 2003 roku, o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. nr 65 z p6zniejszymi zmianami).

W zwigzku z powyzszym, zwracam si¢ z uprzejmg prosba do Rady Wydzialu Biologii
i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lédzkiego o przyjecie rozprawy i dopuszczeniem mgr
Olgi Nowackiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego, w celu uzyskania stopnia

naukowego doktora w dziedzinie nauk biologicznych w dyscyplinie biofizyka.
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