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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Michala Gorzkiewicza
p.t

Dendrymery polipropylenoiminowe jako no$niki przeciwnowotworowych
nukleotydow adenozynowych

Polepszenie terapii nowotworéw poprzez pozyskiwanie nowych zwiazkéw
aktywnych jak i opracowywanie nowych strategii ich dostarczania do komorek to
aktualny temat badant w chemii medycznej i farmakologii. W szczegdlnosci, prace
nad poprawa wiasnosci farmakodynamicznych zwiazkéw szeroko stosowanych w
medycynie o juz znanym mechanizmie dziatania, metabolizmie a takze skutkach
ubocznych sa zasadne zaréwno ze wzgledéw medycznych jak i ekonomicznych.
Jednym z intensywnie rozwijanych watkow jest badanie systemoéw dostarczania
lekéw opartych na nanotechnologii.

Prof. Barbara Klajnert — Maculewicz, promotorka obecnej pracy, realizuje ten
bardzo aktualny kierunek badawczy biorac na cel terapi¢ biataczek. Analogi
nukleozydow od lat szeroko stosowane w terapii tego typu nowotwordw maja kilka
istotnych negatywnych efektéw, ktére uwidaczniajg si¢ szczegdlnie podczas ich
dlugotrwatego podawania. Jednym z nich jest lekoopornosé, powstajaca albo na
skutek obnizenia ekspresji bialek transportujacych nukleozydy przez btony
komdrkowe lub obnizenia aktywnosci kinaz. Wigze sie to ze szlakiem
metabolicznym tych lekoéw, polegajacym na wprowadzeniu do komorki biataczki
wolnego nukleozydu lub monofosforanu a nastepnie stopniowa jego fosforylacje
przez wewnatrzkomorkowe kinazy do powstania formy aktywnej, tzn. trifosforanu.
Strategia zaproponowana i rozwijana przez Pania Promotorke polega na
zastosowaniu  nanoczgsteczkowych nosnikow z grupy dendrymeréw -
rozgatezionych polimeréw o regularnej budowie i wysokiej monodyspersyjnosci.
Prace prowadzone na Swiecie ale takze w oérodku Foédzkim udowodnity, ze
najczesciej badane polikationowe dendrymery co prawda bardzo dobrze wnikaja do
komorek ale sa wysoce toksyczne. Dlatego od kilku lat w grupie Pani Promotor bada



si¢ dendrymery polipropylenoiminowe czwartej generacji (w skrocie PPI) w ktorych
ok 30 % grup aminowych zostalo sfunkcjonalizowanych maltoza (w skrocie PPI-
Mal). Takie dziatanie ma dwa cele. Po pierwsze, dendrymery pokryte jednostkami
cukrowymi maja mniejszy tadunek dodatni a wigc i mniejsza toksycznosc.
Jednoczesnie komorki biataczek wykazuja na powierzchni nadekspresje wigzacych
weglowodany receptorow lektynowych, co daje szanse na selektywnos¢ wobec
komorek nowotworowych. Metodyka ich syntezy i metod charakteryzowania zostata
opracowana w zespole prof. D. Apelhans’a, ktory wspotpracuje od lat z grupa prof.
Klajnert-Maculewicz.

Powstata na tej kanwie praca doktorska mgr Michala Gorzkiewicza, ktorej
promotorka jest prof. dr hab. Barbara Klajnert-Maculewicz to zestaw publikacji, w
sktad ktorego wchodzi jedna praca przegladowa (nr. 1) oraz cztery prace oryginalne
(nr. 2 - 5). Mgr Gorzkiewicz w kazdej z nich jest pierwszym wspotautorem a w pracy
pierwszej takze autorem korespondencyjnym. Analiza danych bibliometrycznych
pokazuje, ze ich taczny wspotczynnik wplywu (Impact Factor) wynosi 23.836 a
faczna liczba punktow wedtug listy czasopism punktowanych MNiSW wynosi 210,
co jest wynikiem bardzo dobrym.

Wedlug oceny Doktoranta jego merytoryczny wkilad w opracowaniu
publikacji, bedacych przedmiotem oceny polegatl na ,,... na planowaniu i wykonaniu
wigkszosci doswiadczen, analizie i interpretacji wynikéw, przygotowaniu
manuskryptu...” a wklad procentowy wahat si¢ pomiedzy 55 — 70 %. Z zataczonych
pisemnych o$wiadczen 13-stu wspodtautoréw tych prac wynika, ze ich wklad wahat
si¢ pomiedzy 2 -10 %. Tak wigec mgr Gorzkiewicz byl pomystodawca i gtownym
wykonawcag wszystkich prac eksperymentalnych a takze ma wklad w opracowanie
wynikow i takze napisanie manuskryptu. Baza Web of Science zawiera w sumie 20
prac z Jego wspoétautorstwem, ktore byly juz cytowane 92 razy.

Dodatkowo zataczone zostaly takie informacje jak: zrédla finansowania badan,
wspoltpraca naukowa, spis publikacji wchodzacych w skiad pracy doktorskiej i ich
kopie, omoéwienie celu naukowego, streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
dorobek naukowy oraz oswiadczenia wspotautorow.

1. Ocena koncepcji badan, celéw badawczych oraz narzedzi wybranych do ich
realizacji

Celem badan bedacych przedmiotem pracy doktorskiej mgr Michata
Gorzkiewicza bylo potwierdzenie tezy, ze niekowalenq}jne kompleksy tworzone
przez dendrymer PPl sfunkcjonalizowany na powierzchni w ok. 30% maltoza z
szeroko stosowanym w terapii biataczek (w tym formy ostrej), fluorowanym
analogiem adenozyny o nazwie fludarabina, jej mono- i trifosforanem sa trwate,
moga by¢ transportowane efektywnie do komorek i wykazuja efekt terapeutyczny.



Tematyka pracy jest aktualna, cele ambitne a zakres badan i metody uzyte do
osiagniecia celu zostaly gteboko przemyslane, dobrze zaprojektowane i przyniosty
bardzo wartosciowy wynik nie tylko w postaci serii publikacji. Ponizej
podsumowuje najwazniejsze wnioski zawarte w publikacjach przedstawionych do
oceny

1. Gorzkiewicz M., Klajnert-Maculewicz B. (2017), Dendrimers as nanocarriers
for nucleoside analogues, European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics, 114:43-56. IF 4.491, MNiSW 40
Praca ta napisana jest wspdlnie z Promotorka stanowi compendium wiedzy na

temat zastosowania dendrymeréw w charakterze nosnikow nukleozydow i
nukleotydéw stosowanych obecnie w medycynie jako leki antywirusowe lub
przeciwnowotworowe. Praca zawiera przeglad typéw dendrymeréw stosowanych w
badaniach medycznych i ich kowalencyjnych i niekowalencyjnych polaczen =z
nukleozydami. Autorzy zdefiniowali gléwne wyzwania na drodze poszukiwania
nowych form nosnikéw stuzacych do polepszenia wilasnosci farmakodynamicznych
stosowanych obecnie lekow. Istotnym fragmentem publikacji s liczne wczesniejsze
badania pochodzace z grupy Pani Promotor. Przygotowanie tej pracy bylo zapewne
dla mgr Gorzkiewicza dobrym sposobem na identyfikacje celéw pracy doktorskiej i
zapoznanie z metodyka badan.

2. Gorzkiewicz M., Buczkowski A., Appelhans D., Voit B., Putaski t.., Patecz B.,
Klajnert-Maculewicz B. (2018), Poly(propyleneimine) glycodendrimers non-
covalently bind ATP in a pH- and salt-dependent manner — model studies for
adenosine analogue drug delivery, International Journal of Pharmaceutics,
544(1):83-90. IF 3.862, MNiSW 40

Celem jaki postawiono i rozwigzano w tej pracy bylo udowodnienie

powstawania trwalego kompleksu pomiedzy forma aktywna, tzn trifosforanem
fludarabiny a modyfikowanym maltoza dendrymerem PPI, wyznaczenie jego
stechiometrii i statej kompleksowania. Nastepnie zbadano aktywnos¢ cytotoksyczng
kompleksow nosnika z mono- i trifosforanem fludarabiny wobec trzech linii
komorkowych biataczek. Stosujac odpowiedni inhibitor udowodniono niezalezna od
zwigzanego z blonowym nukleotransferaza hENT1 droge transportu komplekséw
do komorek biataczki. Na podstawie testow z zastosowaniem barwnikow
fluorescencyjnych udowodniono, ze mechanizm aktywnosci cytotoksycznej jest taki
sam jak dla obecnie stosowanej w lecznictwie formy fludarabiny i polegaja na
zahamowaniu procesu biosyntezy DNA/RNA, uaktywnieniu Caspase-3, ktora jest
wyznacznikiem zapoczatkowania procesu apoptozy oraz eksternalizacji
fosfatydyloseryny, ktorej pojawienie si¢ potwierdza zachodzenie procesu apoptozy.
Podsumowujac scharakteryzowano powstanie, i wlasciwosci kompleksu trifosforanu
fludarabiny z dendrymerem PPI-Mal, zmierzono jego cytotoksycznos¢ wobec trzech
linii biataczki, potwierdzono niezalezna od endogennego metode transfekgji i
niezalezny od nosnika mechanizm dziatania.




3. Gorzkiewicz M., Jatczak-Pawlik 1., Studzian M., Putaski ., Appelhans D.,
Voit B, Klajnert-Maculewicz B. (2018), Glycodendrimer nanocarriers for direct
delivery of fludarabine triphosphate to leukemic cells: improved
pharmacokinetics and pharmacodynamics of fludarabine, Biomacromolecules,
19(2):531-543. IF 5.738, MNiSW 45

W pracy tej potwierdzono niezalezng droge wnikania kompleksow aktywnych

form fludarabiny: mono- i trifosforanu z PPI-Mal do trzech typéw komorek
biataczki. Stwierdzono, ze posiadaja one podobng aktywnos¢ tylko gdy znajda si¢ juz
komorce. Jednakze czynnikiem warunkujacym aktywno$¢ trifosforanu fludarabiny
jest obecnos¢ dendrymerowego nosnika. Roznia sie takze mechanizmem
oddzialywania z RNA. Doktorant wykazal, ze klofarabina analog fludarabiny
podstawiony chlorem w miejsce fluoru jest silniejszym inhibitorem biosyntezy
DNA/RNA niz fludarabina to zastosowanie kombinacji fludarabiny
skompleksowanej z dendrymerowym nosnikiem pozwalitoby na jej praktyczne
zastosowanie.

4. Gorzkiewicz M., Deriu M.A., Studzian M., Janaszewska A., Grasso G., Pulaski
L., Appelhans D., Danani A., Klajnert-Maculewicz B. (2019), Fludarabine-
specific molecular interactions with maltose-modified poly(propyleneimine)
dendrimer enable effective cell entry of the active drug form: comparison with
clofarabine, Biomacromolecules, 20(3):1429-1442. IF 5.667, MNiSW 45

Badanie mechanizmu internalizacji oraz cytotoksyczno$ci na poziomie

komoérkowym réznych form fludarabiny w poréwnaniu do analogu posiadajacego w
czasteczce atom chloru — cytarabiny to cel osiggniety w pracy nr 4. Nowym
elementem jest opracowanie syntezy znaczonej trytem pochodnej trifosforanu
fludarabiny z trytylowanego nukleozydu za pomoca procedury ,one pot” i
sekwencyjnego wykorzystania odpowiednich kinaz. Co wigcej, ta seria
enzymatycznych reakcji wykazuje prawie ilosciowa wydajnosc i jest nowa droga
otrzymywania podobnych pochodnych. Wykorzystujac te pochodne stwierdzono, ze
proces internalizacji jest szybki i niezaburzony przez obecno$¢ PPI-Mal.
Zastosowano takze metode Surface Plasmon Resonance (SPR) do niezaleznego
potwierdzenia i scharakteryzowania réznic w procesie kompleksowania fludarabiny
i cytarabiny w postaci wolnej i trifosforanu z PPI i PPI-Mal. W pracy zastosowano
obliczenia dynamiki molekularnej do znalezienia r6znic w budowie i termodynamice
tworzenia odpowiednich komplekséw. Podstawowa konkluzja wynikajaca z tych
badan jest stwierdzenie, Ze etapem kluczowym na $ciezce metabolicznej jest
fosforylowanie fludarabiny przez kinazy do formy trifosforanu. Umozliwienie
dostarczenia aktywnej formy w sposob niezalezny od komorkowego systemu
transportu nukleozydéw i w odpowiednim stezeniu jest kluczem do jej wysokiej
cytotoksycznosci.

5. Gorzkiewicz M., Appelhans D., Boye S., Lederer A., Voit B., Klajnert-
Maculewicz B. (2019), Effect of the structure of therapeutic adenosine analogues
on stability and surface electrostatic potential of their complexes with




poly(propyleneimine) dendrimers, Macromolecular Rapid Communications,
40(15):1900181. IF 4.078, MNiSW 40

Ocena powstawania, stechiometrii i stabilnosci kompleksow trdjfosforanow

fludarabiny i klofarabiny z dendrymerami PPI i PPI-Mal, scharakteryzowana od
strony zjawisk powierzchniowych na granicy dendrymer/ligand to przedmiot pracy
nr 5. Eksperymentalna baza to pomiary potencjalu zeta w réznych warunkach
$rodowiskowych a takze zastosowanie dwoch technik chromatograficznych -
ultrafiltracji, i frakcjonowanie przeptywowe w asymetrycznym polu sit przeptywu
(ang. asymmetric flow field-flow fractionation, AF4). Obydwie metody separacyjne
pozwalaja na sledzenie powstajacych agregatéw molekularnych, i okreslenie ich
stechiometrii. Badania te przeprowadzono w réznym pH i dla roztworéw o réznej
sile jonowej. Daje to przyblizenie warunkow jakie kompleks nosnik/lek napotykaja w
komodrce - warunki obnizonego pH sa charakterystyczne dla komorek
nowotworowych a tzw. ,high salt conditions” zmieniaja dostgpnos¢ nie tylko
blonowych receptoréw ale takze potencjat na powierzchni kompleksu.
Najwazniejsze wnioski wynikajace z tej pracy to eksperymentalne potwierdzenie
wynikéw z obliczen dynamiki molekularnej, wskazujacych ze rdéznice w
cytotoksycznosci migdzy trifosforanami fludarabiny i klofarabiny (chlorowy analog
fludarabiny) polega na réznicy w ich oddzialywaniach elektrostatycznych z
powierzchnia dendrymeréw PPI i PPI-Mal. Wydaje si¢, ze te eksperymenty
dodatkowo potwierdzaja fakt ze chociaz teoretycznie mozliwa jest inkluzja
czasteczek leku do wnetrza dendrymeru to jednak wigkszos¢ zjawisk
determinujacych jego powstawanie i pozniejsze zachowanie wlasciwosci to jednak
procesy zachodzace na powierzchni dendrymeru.
Wyniki oznaczen SPR i modelowania komputerowego wykonanych dla kompleksow
dendrymer/lek (praca 4) zostaly uzupelione przez analize fluktuacji
powierzchniowego potencjatu elektrostatycznego z wykorzystaniem pomiarow
potencjalu zeta. Zastosowanie dwodch technik separacyjnych: ultrafiltracji i
frakcjonowania przeptywowego w asymetrycznym polu sit przeptywu (AF4)
pozwolito natomiast na scharakteryzowanie stabilnosci komplekséw w réznych
warunkach pH i sily jonowej.

Wymienione wyzej publikacje sa wieloautorskie i poza pierwsza, powstalty w
ramach wspdlpracy krajowej i miedzynarodowej. Finansowane byly gtownie z
grantu NCN Promotorki typu OPUS i cze$ciowo z programu COST Action
CA17140, ktérego jest Ona inicjatorka i osoba kierujaca. Przewodnik po
publikacjach zawiera o$wiadczenia wspoétautorow tych prac o dominujacej roli
doktoranta w ich planowaniu, fizycznej realizacji oraz opracowaniu w formie
publikacji. Zastanawia jednak w os$wiadczeniach wspotautoréw brak autora
glikozylowanej (maltoza) pochodnej PPI. Jezeli nawet na potrzeby projektu
wykonana byla jedynie resynteza i charakterystyka spektroskopowa to czas i
doswiadczenie potrzebne do uzyskania zwiazku o spektroskopowej czystosci
wymaga duzego doswiadczenia i jest co najmniej tak czasochfonne jak wykonanie
kilku testow z jego udzialem (ktére w korncu tez wykonuje si¢ wedlug przepisu




podanego przez producenta). Dodatkowo w kazdej z wymienionych prac brakuje
charakterystyki polidyspersyjnosci uzytego koniugatu PPi z maltoza (np. metoda
DLS). Skoniugowanie powierzchni dendrymeru PPl zawierajacego 64 grupy
aminowe z reszta maltozy jest statystyczne (30 %) i prowadzi do materialu, w
ktérym czasteczki moga sie¢ rézni¢ nie tylko wielkoscia ale tez innym rozlozeniem
reszt cukrowych na powierzchni. Co wigcej, zwiazki otrzymywane w réznych
sekwencjach niezaleznych reakgji tez moga si¢ rozni¢ polidyspersyjnoscia. Powstaje
pytanie czy wszystkie badania biochemiczne i biofizyczne przeprowadzono na
materiale otrzymanym w jednej syntezie i czy np. rdéznice w stechiometrii
tworzonych komplekséw nie wynikaja w czesci z polidyspersyjnosci probek.

Poza ta drobng uwagq bardzo wysoko oceniam poziom merytoryczny i
bogactwo wykonanych eksperymentow, duza dociekliwo$é¢ Doktoranta, ktora
pozwala Mu na spojrzenie na to samo zjawisko z réznych stron a takze faczenie
eksperymentu z metodami obliczeniowymi. W wyniku prowadzonych prac powstata
dogtebna i wszechstronna charakterystyka zachowania dendrymeréw PPI w
charakterze nosnikéw nukleotydéw i nukleozydow wobec takich zmiennych jak sita
jonowa, pH i chemiczna struktura kompleksowanych czasteczek. Prace 4 i 5 sa
dowodem na istotne zrozumienie specyfiki zastosowanych metod, ktére moga
faworyzowac inne warunki kinetyczne lub termodynamiczne i wptywa¢ na wyniki
pomiaru.

W zasadzie, wszystkie prace przeszly pomyslnie przez ,sito” recenzowania
podczas ich publikowania a ich wysoka warto$¢ naukowa i pogladowa jest dla mnie
niewatpliwa.

Podsumowanie i wnioski koncowe

Podsumowujac stwierdzam, ze Doktorant w pelni potwierdzit zatozenia pracy
doktorskiej. Temat pracy zostal doskonale przemyslany a wielowatkowy i
interdyscyplinarny plan badawczy zostat zrealizowany z ogromna konsekwencja i z
dbatloscig o szczegodly. Jest to cenne i oryginalne osiagniecie naukowe, ktore dotyka
waznego problemu lekoopornosci w terapii nowotworow. Mgr Gorzkiewicz
dowiodt, ze doskonale opanowat wiele technik z zakresu chemii fizycznej i biochemii
a ich potfaczenie ze znakomitg znajomoscig literatury pozwolito znacznie poszerzy¢
wiedze w zakresie zjawisk rozpoznania i transportu komodrkowego nukleozyddow i
nukleotydow o znaczeniu terapeutycznym.

W moim przekonaniu, rozprawa doktorska Pana mgr Michata Gorzkiewicza
p.t. , Dendrymery polipropylenoiminowe jako no$niki przeciwnowotworowych
nukleotydéw adenozynowych” speinia wymagania Ustawy o Stopniach i Tytutach
Naukowych z dnia 14 marca 2003, z pdzniejszymi zmianami.




W zwiazku z powyzszym wnioskuje do Komisji Uniwersytetu L.odzkiego do
Spraw Stopni Naukowych w Dyscyplinie Nauki Biologiczne o dopuszczenie do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Z uwagi na aktualnos¢ podjetej tematyki, interdyscyplinarne podejscie,
wysoka jakos¢ merytoryczng i fakt opublikowania tych prac w czasopismach o
wysokim czynniku oddziatywania wnioskuje o wyrdznienie tej pracy.

Warszawa, 06.02.2020
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