e

HR ERTELLENCE N RESEARCH

UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY
WE WROCEAWIU

KATEDRA FIZYKI I BIOFIZYKI

Dr hab. Hanna Pruchnik, prof. UPWr Wroclaw, 20.12.2019 .

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Szwed pt.
»Ocena wlasciwosci biologicznych dendrymeréw hybrydowych

karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowych (SMT)”

Badania wykonane przez mgr Aleksandre Szwed dotyczg aktualnych i waznych zagadnien

iwiqzanych z mozliwosciami wykorzystania nowej grupy dendrymeréw hybrydowych w
medycynie. Dendrymery dzigki swojej specyficznej strukturze oraz okreslonym whasciwosciom
chemicznym i fizycznym idealnie nadajg si¢ do transportu lekéw czy tez materialu
genetycznego. Ta sama makromolekula moze by¢ nosnikiem zar6wno enkapsulowanych jak i
powierzchniowo przytaczonych zwigzkéw. Niezwykle istotne jest réwniez to, ze stosunkowo
fatwo mozna zmodyfikowa¢ wlasciwodci danej nanoczasteczki i precyzyjnie zaprojektowaé
strukture, tak aby zwigkszy¢ jej biodystrybucje i zgodno$é biologiczng. Wazne jest réwniez to,
ze wigkszo$¢ dendrymeréw charakteryzuje si¢ dobrg rozpuszczalnodcia w wodzie, co
niewatpliwie zwigksza ich biodostgpno$é. Nanoczastki, aby mogly znalezé praktyczne
zastosowanie w medycynie powinny by¢ nietoksyczne, nieimmunogenne, biodegradowalne,
posiada¢ zdolnos¢ wnikania do komérek oraz docieraé do konkretnych celow biologicznych.
Stad, w oparciu o wyniki licznych do$wiadczen, syntezowane sg nowe, badz modyfikowane juz
istniejgce dendrymery o potencjalnym zastosowaniu farmaceutycznym jako nosniki dla lekow,
materiatu genetycznego czy tez jako leki same w sobie. Oczywiscie, oprocz okreglenia struktury
i wlasciwosci fizykochemicznych nanoczgsteczek, niezwykle istotne jest przeprowadzenie
odpowiednich testéw biologicznych, ktore pozwola na wybér makromolekut o optymalnych
wlasciwosciach.
Pani mgr Aleksandra Szwed w ramach swojej rozprawy doktorskiej podjeta sie takiego zadania,
wykonala badania majgce na celu sprawdzenie wiasciwosci biologicznych nowo otrzymanych
dendrymeréw hybrydowych karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowych (SMT) pierwszej
(SMTT) 1 drugiej generacji (SMT2).
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Praca ta zostala wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Teresy Gabryelak w Katedrze
Biofizyki Ogodlnej na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Eodzkiego.
Badania opisane w dysertacji byly przeprowadzone w ramach kilku projektow, m.in.
"Mechanizmy oddzialywan pomigdzy dendrymerami a biatkami” (HARMONIA, NCN.
UMO2012/04/M/NZ.1/00059), ,,Sie¢ UE-Biatoru§-Rosja w dziedzinie przeciwnowotworowej
terapii genowej z wykorzystaniem nanomateriatdéw” (program FP7-PEOPLE-2012-IRSES).

Rozprawa doktorska zostata zredagowana w formie manuskryptu (157 stron) z licznymi
schematami, wykresami oraz tabelami (50 rycin, 8 tabel) i ma ukiad typowy dla prac
eksperymentalnych. Dysertacja zostala podzielona na 13 rozdzialéw, zawiera krotki wstep,
obszerne wprowadzenie literaturowe, wyodrebniony cel badan, hipotezy badawcze, materialy i
metody, wyniki, dyskusje i wnioski, streszczenie rozprawy w jezyku polskim i angielskim,
pi$miennictwo (175 pozycji) oraz dorobek naukowy Autorki. Ukltad pracy jest przejrzysty i
czytelny, szczegblowy spis tresci pozwala szybko odnalezé odpowiednie fragmenty tekstu,
wykaz stosowanych skr6téw jest bardzo obszerny i ulatwia czytanie rozprawy.

Pierwsza, teoretyczna czg$¢ rozprawy, zostala napisana w formie przegladowej pracy
naukowe;j i sktada si¢ z czterech rozdzialdw. Na podstawie literatury, z czego okolo 26% sg to
pozycje z ostatnich lat (2014-2019), Doktorantka bardzo dobrze wprowadza czytelnika w obszar
badan zwigzany z dendrymerami. Warto podkredli¢, ze wstep teoretyczny $wiadczy o duzej
znajomosci tematu i umiejgtnosciach Doktorantki w zakresie krytycznej analizy danych
literaturowych. Autorka opisuje ogdlne wiasciwoéci dendrymerow, krotko przedstawia ich
poszczegolne rodzaje i omawia przyktady zastosowania tego typu nanoczastek w medycynie.
Nastgpnie wyjasnia zasadno$¢ badan oddzialywan dendrymeréw z biatkami, podaje ich
przyklady jako transporterow lekéw i materialu genetycznego oraz syntetycznie opisuje
toksyczno$¢ wybranych dendrymerow testowanych w warunkach in vitro i in vivo.

Po wstepie literaturowym Autorka uzasadnia cel pracy oraz formuluje trzy hipotezy
badawcze. Ogoélnym celem pracy jest ocena aktywnosci biologicznej dwoch generacji nowej
klasy dendrymeréw hybrydowych (SMT1, SMT2) pod katem ich potencjalnego zastosowania,
np. w terapii przeciwnowotworowej lub w zaburzeniach neurodegeneracyjnych. Jasno

sformutowane, szczegélowe cele pracy odpowiadajg tematycznie postawionym hipotezom i
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dotyczg: okreslenia oddziatywania SMT1 i SMT2 z wybranymi biatkami enzymatycznymi,
oceny wplywu SMT na mysie linie komérek nerwowych oraz wykazania, czy nowe hybrydowe
dendrymery moga by¢ potencjalnymi no$nikami siRNA.,

Opis wynikow poprzedza rozdzial ,,Materialy i metody badawcze”, ktory zostal poprawnie
opracowany na 19 stronach. Podane sg Zrédta pochodzenia testowanych zwigzkéw i
odczynnikéw oraz syntetycznie opisana metodyka. Warte podkreélenia jest to, ze Doktorantka
zastosowata szereg réznych metod badawczych, m.in. pomiar potencjalu zeta, elektroforeze
zelowa. spekiropolarymetri¢ dichroizmu kolowego, cytometri¢ przeplywows, transmisyjna
mikroskopig elektronowg (TEM).

Kolejne dwa rozdziaty ,,Wyniki” i ,,Dyskusja” stanowig okoto 50% pracy. Wyniki zostaly
omoéwione systematycznie i w miarg szczegdlowo, przedstawiono je w postaci wykresow lub
tabel oraz dofgczono odpowiednie zdjgcia mikroskopowe. Badania, zgodnie z zatozonym celem,
przeprowadzono w trzech etapach.

W etapie pierwszym sprawdzono czy hybrydowe dendrymery moga tworzyé kompleksy z
fosfatazg alkaliczna, dehydrogenazg L-mleczanowa oraz aminotransferaza asparaginianows.
Doktorantka w petni uzasadnita wybor tego typu biatek do swoich badan. Na tym etapie pracy
nic tylko przeanalizowata tworzenie komplekséw pomiedzy wybranymi biatkami a SMT, ale
takze okreslita wplyw dendrymerdw na strukture drugorzedowa biatek oraz ich konformacje.
Celem drugiego etapu badan bylo sprawdzenie czy SMTI i SMT2 moga byé potencjalnymi
nosnikami lub lekami w zaburzeniach o$rodkowego ukladu nerwowego. Do testow wybrane
zostaly dwie linie komérkowe, powszechnie uznane za reprezentatywne w badaniach schorzeni
uktadu nerwowego. komorki nerwiaka plodowego (N2a) oraz embrionalne komorki
hipokampalne (mHippoE-18). Nalezy podkresli¢, ze oprocz testbw MTT i Alamar Blue
przeprowadzono analiz¢ zmian poziomu reaktywnych form tlenu (sonda H;DCFDA), potencjatu
blony mitochondrialnej (sonda JC-1), oceniono zmiany morfologiczne oraz ultrastrukturalne
komorek (barwienie DAPI i folloidyna Texas Red-X, TEM), a takze wielkosci frakcji komorek
apoptotycznych i nekrotycznych (podwojne barwienie Ann-V/PI i OA/EB).

W trzecim etapie pracy, podobnie jak w poprzednich, wykorzystano szereg komplem.entamych

metod (pomiar potencjatu zeta, dichroizm kolowy, elektroforeza zelowa, TEM) w celu
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sprawdzenia czy dendrymery SMT mogg by¢ potencjalnymi nosnikami dla siRNA. Co jest warte
podkre$lenia, oprocz dokladnej analizy kompleksow SMT/siRNA, sprawdzono cytotoksyczno$é
dendrymeréw 1 dendrypleksow wzgledem ludzkiej linii komorek ostrej biataczki
promielocytowej (HL-60) i wobec prawidtowych, jednojadrzastych komoérek krwi obwodowe;.
Dodatkowo, oceniono stopien internalizacji dendrypleksow w komorkach HL-60 z
.wykorzystaniem techniki cytometrii przeptywowej i mikroskopu konfokalnego, okreslono
rowniez wielkos¢ frakcji komorek apoptotycznych i nekrotycznych w komérkach linii HL-60 z
SMT1 i SMT2 oraz dendrypleksami SMT/siRNA.

Wyniki badan zostaly przedyskutowane na 24 stronach, $wiadczac o duzej znajomosci
zagadnien, ktérych dotyczy rozprawa doktorska. Dyskusja zostala przeprowadzona bardzo
rzetelnie z zachowaniem chronologii wykonanych badan. Mgr Aleksandra Szwed nie tylko
szczegblowo przeanalizowata otrzymane rezultaty, ale co jest bardzo istotne, poréwnata je z
wynikami uzyskanymi wczesniej oraz z doniesieniami innych autoréw zajmujgcych sie podobna
tematykg cytujgc adekwatne i aktualne publikacje.

W rozdziale ,,Wnioski” Autorka ustosunkowata sie do postawionych w pracy hipotez
badawczych i sformutowata wniosek konicowy. Stwierdza w nim, ze dendrymery generacji
pierwszej SMT1 majg korzystniejsze wiasciwosci biologiczne i w  zwigzku z tym
prawdopodobiefistwo  zastosowania ich w medycynie jest wigksze w poréwnaniu z
dendrymerami generacji drugiej SMT2. W pelni zgadzam sie z Doktorantka. ze uzyskane
wyniki stanowia solidng baz¢ informacji oraz sa podstawg do dalszych badaf nad
cytotoksycznoscig  dendrymeréw  hybrydowych, szczegélnie SMTI, wobec komérek
nowotworowych, a takze do dalszych testéw nad transportem materialu genetycznego.

Praca doktorska zostala starannie zredagowana, jednakze Autorka nie uniknela kilku
drobnych blgdéw, o ktérych z obowiazku recenzenta wspominam, np.: podrozdzial 3.2. (str.26),
»W 1989 rok™; podrozdziat 3.2. (str.30), niepotrzebny $rednik w cytowaniu literatury (wiersz 3);
podrozdziat 8.2. (str.73), ,uktady nerwowego™; podrozdziat 8.3.8 (str. 108), w podpisie blednie
zostat podany numer ryciny, ponadto w tekécie pracy nie ma odniesienia do zataczonego

rysunku. Zaznaczam, ze ww. pomytki redakcyjne nie zmniejszajg wartosci rozprawy, ktorg czyta
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si¢ z bardzo duzym zainteresowaniem. Wyrazam przekonanie, ze cel badan postawionych w

pracy zostal w pelni zrealizowany. Po ciekawe] lekturze mam kilka pytan:

1

2)

3)

4)

S)

Czy znana jest struktura rentgenograficzna dendrymeréw SMT1 1 SMT2? Jak duze sg to
czgsteczki?

Autorka napisala, ze przed wykonaniem pomiaréw potwierdzono, ze dendrymery SMT
nie s3 wzbudzane stosowana w pomiarach dugoscia fali 1 nie emitujg fluorescencji. Czy
dendrymery SMT posiadajg wlasciwo$é emisji fluorescencji? Jedli tak, to jaka dhugosé
fali wzbudzenia powoduje emisje fluorescencji przez SMT?

Do wzbudzenia DAPI stosowano laser emitujgcy $wiatto o dtugosci fali 405 nm. Laser o
dlugosci fali wzbudzenia 405 nm skutkuje niskim poziomem fluorescencji tego
znacznika. Czy nie warto byloby w kolejnych badaniach zastosowaé inng dlugo$é fali
wzbudzenia dla DAPI albo zmienié¢ znacznik?

Doktorantka stwierdzita, ze dendrymery SMT ,mogq oddzialywaé z blonami
plazmatycznymi”, czy planowane sa eksperymenty, ktére wyjasnityby jak badane
dendrymery wplywaja na wlasciwosci blon biologicznych?

Jakie dodatkowe eksperymenty Doktorantka planuje wykonaé waby szczegotowo okreslic

mechanizm internalizacji dendrymeréw do komorki™?

Podsumowujgc, praca doktorska Pani mgr Aleksandry Szwed zawiera elementy nowosci

naukowe;j i stanowi oryginalny wkiad do wiedzy w zakresie badan nad aktywnoscig biologiczng

dendrymeréw, szczegélnie karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowych. Nalezy zaznaczy¢. ze

zostato wykonanych wiele eksperymentow przy uzyciu komplementarnych metod, co $wiadczy

0 duzym zaangazowaniu i pracowitosci Doktorantki, a takze o tym, iz opanowata Ona dobrze

nowoczesny warsztat badawczy i posiada umiejetno$é prowadzenia samodzielnej pracy

naukowej (zaplanowanie i wykonanie eksperymentéw, opracowanie i interpretacja wynikow).

Warto tez podkredli¢ bardzo dobry dorobek naukowy mgr Aleksandry Szwed, ktéra jest

wspétautorky o$miu publikacji o gcznym wspétczynniku oddziatywania 25,303 (MNiSW 270

pkt.). Wyniki swoich badan, w formie wystapien ustnych, prezentowata na czterech, a w formie

plakatdow — na dwunastu konferencjach krajowych i migdzynarodowych. Na podkreslenie
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zastuguje fakt, ze Doktorantka prowadzila badania we wspolpracy nie tylko z innymi
jednostkami na Uczelni (Pracownia Obrazowania Mikroskopowego i Specjalistycznych Technik
Biologicznych UL), ale takze z kilkoma o$rodkami zagranicznymi: Uniwersytet Alcala w
Hiszpanii (Katedra Chemii Organicznej i Chemii Nieorganicznej), Biatoruska Akademia Nauk w
Minsku (Instytut Biofizyki i Inzynierii Komérki), Syberyjski Oddziat Rosyjskiej Akademii Nauk
w Rosji (Instytut Biologii Chemicznej i Medycyny Podstawowej). Pani mgr Aleksandra Szwed
wyjezdzala na staze naukowe do niektérych z tych osrodkéw: Bialoruska Akademia Nauk w
Minsku, Rosyjska Akademia Nauk w Nowosybirsku oraz Uniwersytet Komenskiego w
Bratystawie, co niewatpliwie pozwolito na zdobycie dos§wiadczenia i poszerzenie swojej wiedzy
na temat ré6znych metod badawczych.

W mojej ocenie, rozprawa doktorska mgr Aleksandry Szwed jest bardzo wartosciowa,
wyniki w niej zawarte wnoszg istotny wktad w rozwoj badan nad mozliwoscia wykorzystania
dendrymerdéw karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowych w medycynie. Wiedza na temat
biologicznych wlasciwosci dendrymeréw ma ogromne znaczenie w kontekscie poszukiwania
skutecznych, nietoksycznych srodkéw przeciwbakteryjnych, przeciwnowotworowych oraz
przeciwamyloidowych.

Stwierdzam, ze przedlozona przez mgr Aleksandre Szwed rozprawa odpowiada
wymogom stawianym pracom doktorskim, zgodnie z Ustawa z dnia 14.03.2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki z
poiniejszymi zmianami. Zwracam si¢ uprzejmie do Komisji Uniwersytetu ¥.6dzkiego do spraw
stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani
mgr Aleksandry Szwed do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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