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Insulina jest anabolicznym hormonem peptydowym o dziataniu ogdlnoustrojowym, ktéry odgrywa
zasadniczg role w metabolizmie weglowodandw, a takze biatek i ttuszczéw. Reguluje ona poziom
glukozy we krwi. Najwazniejszym bodzZcem do produkcji insuliny jest po positkowe zwiekszenie
stezenia glukozy we krwi. Wytwarzana w trzustce insulina jest transportowana do wnetrza komorek,
co obniza poziom glukozy we krwi. Zaburzenia w produkcji lub dziataniu insuliny prowadzg do
wzrostu poziomu stezenia glukozy we krwi i w konsekwencji do rozwoju choréb metabolicznych
charakteryzujacych sie hiperglikemia co wigze sie z zaburzeniem czynnosci i niewydolnoscia réznych
narzadéw, szczegdlnie oczu, nerek, nerwow, serca i naczyn krwionosnych. Jedynym znanym lekiem
ktéry pozwala funkcjonowanie osobom chorym na cukrzyce jest insulina jednakze pomimo uptywu
wielu lat od czasu jej odkrycia w 1921 roku, leczenie cukrzycy, ktéra jest jedng z najpowazniejszych i
najczesciej wystepujgcych choréb cywilizacyjnych wcigz stanowi duze wyzwanie. Trudnosci zwigzane
z leczeniem cukrzycy wynikajg miedzy innymi ze zmian zachodzgcych wewnatrz struktury insuliny a
takze jej agregacji i fibrylacji.

Cel i zakres pracy

Wyzwaniem, jakie postawila sobie Doktorantka bylo sprawdzenie, czy dendrymery maja
wplyw na natywng czasteczke insuliny, a takze czy maja wplyw na proces jej agregacji i
fibrylacji.

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska pani mgr Olgi Nowackiej wykonana zostata pod
kierunkiem Prof. dr hab. Marii Bryszewskiej, ktora z duzym powodzeniem zajmuje si¢
zastosowaniem dendrymerow w medycynie jako nosnikow lekow przeciwnowotworowych,
czynnikow rozbijajacych biatkowe agregaty wystepujace w chorobach neurodegeneracyjnych.
Praca doktorska mgr Olgi Nowackiej znakomicie wpisuje si¢ w t¢ tematyke a opublikowane
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wyniki badan wnoszg nowe cenne informacje dotyczace poszukiwan nowych rozwigzan w
leczeniu cukrzycy.

Na rozprawe¢ doktorska sktadaja si¢ 4 publikacje, z ktoérych kazda stanowi oryginalng prace
doswiadczalng. Tworzg one zwarty cykl zagadnien zwigzanych z realizacja zatozonych celow
doktoratu.

1.Generation-dependent effect of PAMAM dendrimers on human insulin fibrillation and
thermal stability. Int. J. Biol. Macromol. (2015) DOI: 10.1016/j.ijbiomac.2015.10.029 (IF
2,858 MNIiSW 25)

Praca wspélautorska z mgr Olgg Nowackq na pierwszym miejscu - 60% udziatu autorki.

2. Interaction of PAMAM dendrimers with bovine insulin depends on nanoparticle end-
groups. J. Lumin. (2015) 162, 87-91. (IF 2,719; MNiSW 35)

Praca wspélautorska z mgr Olgg Nowackq na pierwszym miejscu - 75% udziatu autorki.

3.Stabilizing effect of small concentrations of PAMAM dendrimers at the insulin aggregation.
Colloids Surf., B(2014) 116, 757-760. (IF 4,152; MNiSW 35)
Praca wspélautorska z mgr Olgg Nowackq na pierwszym miejscu - 65% udziatu autorki.

4. Interaction between polyamidoamine (PAMAM) dendrimers and bovine insulin
aggregation Neuroendocrinol. Lett. (2013) 34, 573-578 (IF 0,799; MNiSW 15)
Praca wspétautorska z mgr Olgg Nowackg na drugim miejscu - 35% udziatu autorki.

Sumaryczny wspotczynnik impact factor (IF) publikacji stanowigcych rozprawe doktorska
jest wysoki i wynosi 10,528, czemu odpowiada 110 punktow MNiSW.

W dostarczonej dokumentacji znajdujg si¢ o$wiadczenia wspotautorow, deklarujacych swoj
udziat intelektualny w powstawaniu poszczegolnych publikacji.

W skfad calego dorobku naukowego wchodza jeszcze trzy publikacje oraz szesé
komunikatéw zjazdowych przedstawionych w formie plakatow, ktore byly prezentowane
przez Doktorantke w kraju 1 za granica.

Warto podkresli¢, ze sumaryczny wspotczynnik impact factor (IF) publikacji stanowiacych
dorobek naukowy Doktorantki wynosi 20,723 a liczba punktow wedtug listy czasopism
punktowanych MNiSW - 195.

W badaniach Doktorantka wykorzystata dwa rodzaje insuliny — wotowa 1 ludzka - oraz
dendrymery PAMAM o zdefiniowanej strukturze:

a) anionowe z grupami karboksylowymi na zewngtrznych sferach czasteczek,

b) kationowe z grupami aminowymi na zewngtrznych sferach czasteczek,

c) obojetne z grupami hydroksylowymi na zewnetrznych sferach czasteczek.

Pierwszym zadaniem, jakie postawita sobie Doktorantka bylo sprawdzenie czy istnieja
oddziatywania pomig¢dzy insuling a wybranymi do badan dendrymerami, jezeli tak to jakiego
rodzaju.



Wyniki badan przedstawione w publikacji 2 pozwolity stwierdzi¢, ze takie oddziatywania
wystepuja i maja charakter elektrostatyczny. Swiadcza o tym szczegdlnie znaczace zmiany
potencjatu elektrokinetycznego (Zeta) zarejestrowane dla roztworu mieszaniny insuliny i
dendrymeréw obdarzonych tadunkami dodatnimi. Wyniki te potwierdzone zostaty takze
znacznymi zmianami w widmach fluorescencji oraz przy zastosowaniu dichroizmu kotowego.
Technika skaningowej kalorymetrii roznicowej pozwolita Doktorantce na zbadanie
stabilnosci insuliny w podwyzszonej temperaturze. Uzyskane termogramy wskazuja, ze
insulina wraz ze wzrostem temperatury podlega dwoém przejéciom fazowym w temperaturze
60 i 82 °C. Dodanie do probki insuliny dendrymerow generacji 3 i 4 z grupami aminowymi Na
powierzchni spowodowalo zanik pierwszego przejScia fazowego 1 wzrost drugiego.
Otrzymane w pracy wyniki pozwalajg przypuszczaé, ze dodanie dendrymeréow do probki
insuliny powoduje tworzenie si¢ heksameréw z dimerow.

Dodanie czynnika redukujacego - ditiotreitolu (DTT) - do czasteczki insuliny powoduje jej
agregacje. Obecnos¢ dendrymeréw obdarzonych tadunkiem dodatnim na powierzchni
powoduje zmiany w procesie agregacji.

Zbadano wpltyw dendrymerow na kinetyke procesu agregacji W obecnosci odczynnika
redukujacego (DTT). Obecnos¢ dendrymerow obdarzonych tadunkiem dodatnim na
powierzchni powodowala ostabienie procesu agregacji. Najlepszy wynik uzyskano przy
zastosowaniu dendrymeréw o stgzeniu 0,01 umol/l.

W pracy badany byt takze proces fibrylacji insuliny w obecnosci dendrymerow generacji 2, 3
i 4 z grupami aminowymi na powierzchni. Dendrymery generacji 2 nieznacznie przyspieszaty
proces fibrylacji insuliny niezaleznie od ich st¢zenia, za$ najnizsze stezenia dendrymeréw
generacji 3 i 4 spowolnity ten proces, CO wigcCej, czgsciowo zapobiegaly tworzeniu si¢
ztogdw. Zauwazono roéwniez, ze dendrymery oplaszczajg powstate fibryle.

W nawigzaniu do opracowania doktoratu mam kilka pytan.

1) Z pomiaru potencjalu Zeta zmierzonego dla roztworu insuliny zasocjowanej z
dendrymerami PAMAM trzeciej generacji wiadomo, ze 10 czasteczek insuliny jest
zwigzanych jest z jedna czasteczka dendrymeru. Masa atomowa insuliny wynosi 5807
Daltonow, natomiast dendrymeru PAMAM-G3 6908 Daltonéw, czyli nie ma mi¢dzy
nimi bardzo duzej réznicy. Czy sugeruje to, ze oddziatywania elektrostatyczne migdzy
czasteczkami pochodza od terminalnych grup karboksylowych insuliny i znajdujg si¢
one wylacznie na powierzchni dendrymeru ?.

2) Dendrymer Gz PAMAM-NH: nie powoduje agregacji czasteczek insuliny.

Jezeli dobrze zrozumiatam, w mieszaninie INSULINA + DTT + DENDRYMER

przy stezeniu 0,0lmmola dendrymeru obserwuje si¢ obnizenie procesu agregacji
czasteczek insuliny.

Przy stezeniu 0,1mmola dendrymeru obserwuje si¢ podwyzszenie procesu agregacji
Czy moglaby Pani skomentowac¢ to zjawisko?

3) Do swoich badan uzywa Pani insuliny ludzkiej i wolowe;j. Jakie sg rdznice dotyczace
budowy czasteczek obydwu insulin, czy dotyczy to tylko ilo$ci mostkow
siarczkowych, czy moze sg jeszcze inne rdznice?



4) Ditiotreitol (DTT), odczynnik redukujacy, powoduje rozrywanie wigzan
disiarczkowych 1aczacych tancuchy A i B w czasteczce insuliny, tym samym
powoduje uwolnienie tancucha A podczas gdy tancuch B ulega agregacji.

Moje pytanie jest nastepujace:
a) co powoduje rozrywanie wigzan disiarczkowych w organizmie cztowieka i
w konsekwencji agregacje insuliny?
b) Jaka jest natura czynnika powodujgcego rozerwanie  wigzan
disiarczkowych?
c) Czy agregacja dotyczy tylko tancucha B?
d) Jaka role odgrywa tancuch A?

5) Kolejne pytanie dotyczy struktury dimerow i heksamer6éw insuliny:

Czy powstaja one w wyniku oddzialywan elektrostatycznych, czy moze w wyniku
tworzenia si¢ wigzan wodorowych pomiedzy tancuchami A i B, czy tez sg inne
przyczyny?

6) Czy tworzenie si¢ heksamerow jest pierwszym etapem W procesie agregacji insuliny?

Podsumowujac rozumiem, ze z badan dotyczacych oddziatywan polikationonowych
dendrymerow z fibrylami obserwuje Pani takie samo zjawisko jak dla oddziatywan insulina +
DTT +dendrymer, czyli wysokie stezenie dendrymeru G4 powoduje przyspieszanie tworzenia
sie fibryli, podczas gdy niskie stezenie dendrymeru hamuje proces ich tworzenia. Czy zgadza
si¢ Pani z takg interpretacja?

Rozprawa prezentowana w formie tzw. “zszywki” nie daje duzych mozliwosci edytorskich.
Chce jednak podkresli¢, ze formalne czgsci rozprawy zostaly zredagowane jasno i starannie.
Mam jednak kilka uwag, ktére w Zadnym stopniu nie umniejszaja wartosci pracy.

1) Jakkolwiek nie mam watpliwosci, ze badania przedstawione w doktoracie wykonane byly przez
autorke ($wiadcza o tym oswiadczenia wspotautorow publikacji) oczekiwatabym prezentacji w
pierwszej osobie. Forma bezosobowa prezentacji w streszczeniu nieco razi np. Str. 7 odpowiednio 4, 5,
32 wiersz od gory ,,sprawdzono, zastosowano, zaobserwowano”.

2) Str. 7 w. 20 “Miareczkowanie insuliny dendrymerami PAMAM® powiedziatabym raczej
miareczkowanie roztworu insuliny roztworami dendrymerdw.

3) Str, 8 w.22 “W pracy obserwowany byt takze process fibrylacji insuliny”

4) str. 9 w. 4 sformutowanie “zastosowanie roznych metod badawczych pozwolito zaobserwowaé brak
efektu stezeniowego” jest niezreczne.

Podsumowujac chciatabym stwierdzi¢, ze jakkolwiek uzyskane wyniki badan nie przyniosty
jednoznacznego rozstrzygnigcia postawionych celow, to rozprawa doktorska przedstawiona
przez panig mgr Olge Nowacka ma duzy potencjal poznawczy. Wnosi ona wiele nowych
informacji  dotyczacych zastosowania dendrymeréow w medycynie opartych na
przeprowadzonych przez nig badaniach naukowych.

Doktorantka zastosowata wiele metod badawczych: spektrometri¢ dichroizmu kotowego(CD),
spektrofluorometri¢, technike mikroskopii sil atomowych, skaningowa kolorymetri¢
roznicowg, transmisyjng mikroskopi¢ elektronowa (TEM) 1 kilka innych, bardziej



powszechnych metod pomiarowych. Wymagato to od niej zapoznania si¢ z nielatwymi
podstawami fizycznymi stosowanych technik a nastgpnie ich prawidtowego zastosowania,
opisu i interpretacji uzyskanych wynikéw, co z sukcesem uczynita.

Reasumujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pani mgr Olgi
Nowackiej ,,Modyfikacja procesu agregacji i fibrylacji insuliny przez dendrymery” speinia
warunki okreslone w art.13 ust.1 z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65 poz. 595, z pozniejszymi
zmianami). Zwracam sie do Rady Wydziatu Biologii i Ochrony i Srodowiska Uniwersytetu
Lodzkiego o jej przyjecie i dopuszczenie pani mgr Olgi Nowackiej do dalszych etapoéw
przewodu doktorskiego.
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