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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Magdaleny Szuster, pt.: ..Wplyw dendrymeréw
PAMAM oraz ich biokoniugatéw z biotyny i pirydoksalem na wsciwosci biologiczne

roznych typow komorek in vitro™

Praca doktorska zostala wykonana na Wydziale Chemicznym Politechniki Rzeszowskiej pod
kierunkiem Pani prof. dr hab. Elzbiety Watajtys-Rode, a promotorem pomocniczym by} Pan

dr Lukasz Uram.

Ocena formalna pracy:

Praca liczy 143 strony, ma typowa i odpowiednig strukture dla tego typu prac
doktorskich. Mocno rozbudowany wstgp wprowadzajacy w zagadnienia dotyczace wlasnosci
dendrymer6w oraz potencjalnych ich zastosowan liczy 48 stron. Cel badan jest sformutowany
Jjasno, prosto, wyraznie i zajmuje fragment jednej strony.

Rozdzial Materialy i Metody to 11 stron maszynopisu. Moim zdaniem, opis
materialow, metod oraz stosowanej aparatury i procedur eksperymentalnych zostal
potraktowany zbyt skrétowo. Taki opis, szczegdlnie w przypadku stosowanych procedur, w
wielu przypadkach utrudnia lub uniemozliwia pelne odtworzenie eksperymentu (np. brak
podanych zrodel przynajmniej czgsci odezynnikow, mediow hodowlanych stosowanych do
hodowli komorkowych i suplementow).

Dla przyktadu:

W Rozdzialach 3.2-3.4, Doktorantka opisuje metody syntezy zmodyfikowanych
dendrymerow PAMAM podajac enigmatycznie wydajnosci sprzegania na poziomie 92,9%
(G3"®) oraz 93% (G3”P'%"L) nie demonstrujac wynikow analizy i nie podajac odnos$nikow do
zrodet z tymi danymi. Ponadto, na podstawie podanych mas molowych uzyskanych
koniugatéw trudno jest oszacowa¢ ile czasteczek biotyny i pirydoksalu (fosforanu
pirydoksalu? nie jest jednoznaczne jaki koniugat uzyskano wychodzac z chlorowodorku
pirydoksalu) jest zwigzanych z dendrymerem PAMAM. Trudno tez oceni¢ w jaki sposob

zmienit si¢ ladunek (rozklad ladunku) tak uzyskanych koniugatéw w stosunku do
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wyjsciowego dendrymeru PAMAM, a jak sama Doktorantka zaznacza we Wstepie, tadunek
dendrymeru jest istotnym czynnikiem wplywajacym na parametry nosnika. Nie znalazlem tez
informacji, czy biotyna (lub pirydoksal) sprzezony z dendrymerem jest uwalniany w
komorkach z nosnika i czy wykazuje aktywnosé biologiczna. Bardzo prosze Doktorantke o
wyjasnienie moich watpliwosci. Podobnie jedynie ,na stowo™ musze wierzyé Autorce, ze
znakowanie izotiocyjanianem fluoresceiny dalo taki a nie inny efekt. W moim przekonaniu
w/w dane sa kluczowe dla interpretacji wynikow i oceny pracy doktorskiej i jako takie
powinny znalez¢ si¢ w rozprawie doktorskiej jako analiza lub odnosnik do opublikowanych
danych.

W Rozdziale 3.6, na temat prowadzenia hodowli komérek HaCaT, Doktorantka napisata:
~Hodowle prowadzono zgodnie z protokotami dostawcow™ Zgodnie z jakimi protokotami?
Jaki jest sklad medium? Powinien tu by¢ zamieszczony szczegolowy opis i odnosnik
literaturowy lub do protokotu. Zastanawia mnie takze wybor niestandardowej metody oceny
poziomu indukeji apoptozy w komorkach traktowanych dendrymerami (Rozdziat 3.8),
poprzez oceng intensywnosci sygnatu ze zwiazanych przeciwcial (w stosunku do sygnatu z
barwienia z DAPI) a nie poprzez liczenie komorek pozytywnych wzgledem negatywnych w
barwieniu na produkty apoptozy. Apoptoza jest procesem zerojedynkowym, wigc pomiar
~poziomu apoptozy” w konkretnej komorce tylko jednym wyznacznikiem etapu
zaawansowania tego procesu nie da nam zadnych dodatkowych informacji ponad to, ze
zostala wyindukowana w przedziale czasowym eksperymentu. Ponadto, taki sposob oceny
apotozy nie pozwala na analiz¢ poréwnawcza z danymi literaturowymi z hodowli
komorkowych uzyskanych standardowymi metodami. Jak na przyklad odnies¢ wartosci np. z
Wykresu z Ryc.24 do typowych wartosci apoptozy w normalnych™ hodowlach fibroblastow
BJ na poziomie 0,5% do 2%. W eksperymencie przydataby sie takze kontrola pozytywna -
np. typowy induktor apoptozy (np. staurosporyna). Ciekawi mnie czy liczono wartos¢
sygnatu z kazdego ..kanatu™ dla kazdego jadra komorkowego czy catkowity sygnat dla pola
widzenia? Nie znalazlem tej informacji w opisie. Prosze Autorke o komentarz. W opisie
analiz obrazu technik mikroskopowych (Rozdzial 3.1 1) brakuje informacji o

»~pinhole™/grubosci skrawka w osi Z. o liczbie komérek poddanych analizie w kazdym
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eksperymencie oraz informacji dlaczego wybrano opcj¢ ..pomiaru powierzchni” zamiast
catkowitej intensywnosci fluorescencji obszaru.

Rozdzial Wyniki (27 stron) zawiera krotko i konkretnie przedstawione rezultaty
eksperymentow nad cytotoksycznoscia zsyntetyzowanych dendrymeréw oraz ocene ich
wplywu na poziom cytokin IlI-la i TNF-a. Kolejny rozdzial Dyskusja miesci si¢ na 13
stronach. Kolejne czgsci pracy to: Podsumowanie (2 strony) . Whnioski (1 strona),
Bibliografia (28 stron, 479 pozycji literaturowych), Streszczenie, dwustronicowy Abstract
oraz Dorobek naukowy. skiadajacy si¢ z 5 pozycji literaturowych w znacznym stopniu
pokrywajacy si¢ z tematyka pracy doktorskiej, jednakze Pani mgr Magdalena Szuster w
zadnej z tych prac nie jest pierwszym autorem.

Na szczeg6lne podkreslenie i uznanie zastuguje edytorska strona pracy. Jest ona praktycznie
pozbawiona bledow edytorskich, zargonu laboratoryjnego oraz laboratoryjnych skrétow

myslowych.

Ocena merytoryczna pracy

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska dotyczy bardzo istotnego aspektu
wspolczesne] nauki, a mianowicie nanobiotechnologii w aspekcie praktycznym w
biotechnologii i medycynie.
W ostatnich latach ta dziedzina wiedzy rozwija si¢ intensywnie i jest zwiazana m.in. z bardzo
wysokim potencjalem aplikacyjnym wynikéw badan w nanomedycynie i spersonalizowanej
medycynie opartej o terapi¢ celowana, czyli ukierunkowana na konkretng grupe komorek,
tkanek czy narzad. Kluczowym elementem dla jej skutecznosci (farmakoterapii lub terapii
genowej) jest opracowanie efektywnego. wydajnego, swoistego oraz nietoksycznego nosnika
lekow. Aktualnie dendrymery testuje si¢ do tego celu, a ocena ich potencjalnej toksycznosci
w modelu komorkowym wpisuje si¢ we wspolczesne trendy rozwoju nanobiotechnologii.
Praca doktorska Pani mgr Magdaleny Szuster wpasowuje si¢ wigc bardzo dobrze we
wspodlczesny nurt badawczy i niesie ze soba potencjat aplikacyjny.

W mojej ocenie tytul pracy nie odzwierciedla w pelni ani jej celu ani zawartosci
merytorycznej. jest zbyt szeroki w stosunku do podjetego zakresu prac. Autorka analizowala

bowiem tylko nieliczne, wybrane wiasciwosci biologiczne i to tylko w jednym wymiarze
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czasowym (cytotoksycznosé, przenikalno$é/retencja oraz lokalizacja dedrymeréw, modulacja
syntezy wybranych cytokin prozapalnych).

Wstep:

Daje bardzo dobra ogdlna ilustracje¢ aktualnego stanu wiedzy o nosnikach i drogach ich
przenikania oraz na temat dendrymerdw, strategii projektowania, syntezy i aktualnych
trendow rozwojowych. Jako taki bardzo dobrze nadaje si¢ jako ewentualny element pracy
przegladowej w tej tematyce. Natomiast pozostawia pewien niedosyt w kwestii pokazania
konkretnych wlasnosci dendrymerow, szczegdlnie z grupy PAMAM, majacych istotny wplyw
na konkretne parametry analizowane w eksperymentalnej cz¢sci pracy, w modelach in vitro

zblizonych do stosowanych przez Autorke.

Wyniki:

Autorka przedstawionej mi do oceny pracy, sformulowatla nastepujace cele badawcze (str.
54): -,zbadanie wplywu dendrymerow PAMAM G3 na szereg wlasciwosci biologicznych
trzech linii komérkowych: fibroblastow BJ, linii unie$miertelnionych keratynocytow (HaCaT)
oraz linii komérkowej raka plaskonablonkowego (SCC-15)”. Poniewaz w rozprawie nie
znalazlem zbyt wielu argumentéw uzasadniajacych wybér takich a nie innych linii
komorkowych do realizacji celu pracy, prosz¢ Doktorantke o uzasadnienie wyboru w ramach
dyskusji na publicznej obronie pracy doktorskiej.

Dla realizacji projektu, Autorka okreslila swoje czgsciowe cele, takie jak: cytotoksycznosé,
.mobilnos¢™, internalizacja dendrymeréw oraz zdolno$¢ indukcji wybranych cytokin
prozapalnych. Zaplanowany zestaw prac eksperymentalnych i technik badawczych
zastosowanych przez Doktorantke jest odpowiedni. Autorka wykazala sie biegloscia w ich
stosowaniu i interpretacji wynikow. Interpretacja wynikéw jest odpowiednia, nie znalaztem
istotnych nadinterpretacji wynikow, a konkluzje z uzyskanych danych sa formulowane
prawidlowo.

Dla realizacji zamierzonego celu, badania zaplanowano na trzech w/w liniach komérkowych,
0 bardzo zroznicowanych wiasciwosciach i zdecydowanie rozniacych si¢ zdolnoscia i
szybkoscig proliferacji: od 1-go dnia (keratynocyty) do ponad 5-ciu dni (komérki

nowotworowe). Ze wzgledu na prowadzenie eksperymentdow na hodowlach bez
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synchronizacji, wyniki niektorych testow zwigzanych z internalizacjg i lokalizacjg jadrowa
moga sprawia¢ problemy interpretacyjne ze wzgledu na wplyw cyklu komérkowego w liniach
szybko proliferujacych (wyzszy procent komorek mitotycznych/ postmitotycznych).

Mam pewne watpliwosci co do zastosowanych stgzen dendrymerow w testach
cytotoksycznosci (Ryc. 23AB). Dotyczy to szczegdlnie zakresu wyzszych stezen
dendrymerow. gdzie wigksze zaggszczenie punktéw pomiarowych pozwolitoby na bardziej
precyzyjna oceng. Ponadto, pomimo, ze eksperyment przeprowadzany byl w krotkiej skali
czasowej (24h), dla wszechstronnej oceny wynikoéw przydataby si¢ ocena catkowitej ilosci
komorek (lub ekwiwalentnie analiza pétilosciowa np. z sulforodaming B). Analiza wynikow z
Ryc. 25A wskazuje na mozliwos¢ obnizenia ilosci komorek przyklejonych do podloza w
stosunku do wyjsciowej liczby komorek przynajmniej w eksperymentach z fibroblastami BJ
w wysokich stezeniach dendrymerow.

Autorka wykazala, ze koniugaty BC sa mniej toksyczne od wyjsciowego dendrymeru
PAMAM. Podobnie nizszy byl poziom indukcji apoptozy we wszystkich liniach
komorkowych dla biokoniugatow w warunkach testu (Ryc. 24-27).

Analiza wptywu dendrymeréw na migracje komorek metoda ..testu zarastania rysy” wykazata
brak roznic przy niskich stezeniach dendrymeréw (Ryc. 28-29) z wyjatkiem komorek SCC-15
(0,1 uM). Natomiast istotne statystycznie roznice w wysokich stezeniach pomiedzy
dendrymerami mozna interpretowac takze jako efekt wyzszej cytotoksycznosci dendrymeru
PAMAM w stosunku do biokoniugatu, co uwidoczniono w testach cytotoksycznosci oraz
odklejaniu si¢ komorek (Ryc. 25A). Jako$¢ przedstawionej dokumentacji eksperymentu nie
pozwala mi na jednoznaczng interpretacj¢ w tym wzgledzie, w oparciu o przedstawione dane
w pracy doktorskiej.

W eksperymentach nad ocena zdolnosci przenikania do wnetrza komorki oraz kolokalizacji
nosnikow ze strukturami subkomoérkowymi, Autorka powinna przedstawi¢ przykladowe
zdjecia w wysokiej rozdzielczosci, precyzyjnie dokumentujace przykladowe lokalizacje i
dystrybucje¢ dendrymeréw. Zamieszczone wydruki nie pozwalaja na rzetelna analize takich
danych. Dotyczy to szczegdlnie analiz kolokalizacji dendrymeréw z mitochondriami. Dla

analiz jadrowych mozna bylo, moim zdaniem, zamieni¢ kolory na lepiej uwidaczniajace
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kolokalizacje dendrymerow w jadrze komorkowym, np. ,.kanal” DAPI jako czerwony, przy
pozostawieniu kanatu FITC jako zielonego.

Mam watpliwosci co do ukladu eksperymentalnego stuzacego do oceny poziomu IL-la.
Zmiana medium na 2%FBS powoduje zmiang¢ aktywnosci sygnalizacji wewnatrzkomorkowe;j
1 .wymusza” adaptacj¢ komorek do nowego medium z obnizonym poziomem stymulatorow.
Ryc. 35 wskazuje na wysoki poziom Il-la po 12 godzinach i spadek po 24 godzinach, co
moze by¢ wynikiem adaptacji do nowych warunkéw hodowli. W fibroblastach zmiana
medium na 2% FBS powoduje szereg zmian w sygnalizacji, w tym poprzez kinaz¢ biatkowa
C. W keratynocytach moze by¢ podobnie.

Uzyskane dane wykazaly, ze dendrymery PAMAM w stezeniu 1uM powoduja obnizenie
poziomu Il-1a w poréwnaniu do biokoniugatow w komérkach keratynocytéw oraz, ze efekt
ten wystepuje niezaleznie od czynnika indukujacego Il-la zastosowanego w tescie (estry
forbolu, LPS czy GroL).

W zwigzku z tym nasuwa si¢ pytanie do Doktorantki: czy wlasnosci dendrymeréow PAMAM i
biokoniugatow réznig si¢ ze wzgledu na aktywnos¢ biologiczna biotyny i pirydoksalu czy ze

wzgledu na zmiang powierzchni biokoniugatow oraz zmiane tadunku?

Podsumowanie:

Stwierdzam, ze Doktorantka wykonata ciekawa i istotng prace badawcza. Zamierzenia

badawcze przedstawione w Celu pracy zostaly osiagnigte. Wyniki badan i wysnute wnioski
przedstawione w rozprawie maja istotne znaczenie naukowe i sa potencjalnie aplikacyjne.
Rozprawa doktorska zostala napisana przejrzyscie, klarownie i bardzo uwaznie pod wzgledem
edytorskim. Zauwazone bledy. pominigcia, szczegdlnie w opisie Materialéw i Metod oraz
moja krytyka tej czesci, nie umniejszaja wartosci poznawczej rozprawy.
W moim przekonaniu, przedstawiona mi do oceny praca spelnia wymagania ustawowe
stawiane rozprawom doktorskim, dlatego przedstawiam Wysokiej Radzie Wydziatlu
Biologiczno-Rolniczego Uniwersytetu Rzeszowskiego wniosek o dopuszczenie mgr
Magdaleny Szuster do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Stwierdzam, Ze recenzowana rozprawa doktorska w pelni odpowiada wymogom

stawianym dysertacjom na stopien doktora, okreslonym w Art. 13, Ust. 1 Ustawy z dnia 14



FACULTY OF BIOTECHNOLOGY

LABORATORY OF NUCLEAR PROTEINS
ul. F. Joliot-Curie 14a
50-383 Wroctaw | Poland

Uniwersytet
Wroctawski

tel. +48 71 375 63 08 | +48 71 375 63 32

www.biotech.uni.wroc.pl

®)

marca 2003r oraz z p6zniejszymi zmianami (Dz. Ustaw z 2016r., poz. 882) o stopniach

naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki.

Ryszard Rzepecki
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