C

WYDZIAL BIOLOGIHI

i OCHRONY

SRODOWISKA
prof. dr hab. Barbara Klajnert-Maculewicz t6dz, dn. 10 maja 2018 r.
Katedra Biofizyki Ogoélnej
Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytet Lodzki
ul. Pomorska 141/143
90-236 Lodz

Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Magdaleny Szuster
pt. ,Wplyw dendrymeréw PAMAM oraz ich biokoniugatéw z biotynq i pirydoksalem
na wtasciwosci biologiczne réznych typéw komdrek in vitro”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Elzbiety Watajtys-Rode
i dr Ltukasza Urama
na Wydziale Chemicznym Politechniki Rzeszowskiej

Rozprawa doktorska Pani mgr Magdaleny Szuster dotyczy poréwnania wptywu
niemodyfikowanych dendrymeréw poliamidoaminowych (PAMAM) generacji trzeciej
oraz dendrymeréw PAMAM o powierzchni zmodyfikowanej biotyng i pirydoksalem
na trzy rodzaje linii komérkowych ludzkiej skory: prawidtowych fibroblastow (BJ),
unie$miertelnionych keratynocytéw (HaCaT) oraz komoérek raka ptaskonabtonkowego
(SCC-15).

Praca ma typowy dla dysertacji doktorskich uktad. Sktada sie z wykazu najczesciej
stosowanych skrotow, wstepu teoretycznego, opisu celu badan i zastosowanych
materiatow i metod, przedstawienia wynikow, dyskusji, podsumowania, wnioskéw,
streszczenia pracy w jezyku polskim i angielskim oraz wykazu dorobku naukowego.

Wstep teoretyczny zajmuje prawie potowe pracy (gdy nie uwzglednia sie spisu
literatury), co sprawia, ze jest on, moim zdaniem, zbyt obszerny. Wstep obejmuje
zagadnienia zwigzane z dendrymerami, witaminami z grupy B, budowg i funkcjg skory
oraz wpltywem nanomaterialbw na uktad immunologiczny. W moim odczuciu



najciekawiej napisany fragment cze$ci teoretycznej pracy dotyczy mechanizmu
wnikania dendrymeréw do komérek.

W opisie celu badan pojawia sie zaréwno stwierdzenie, ze ,celem pracy byto zbadanie
wplywu przytqczenia witamin z grupy B (...) na szereg wtasciwosci biologicznych trzech
linii komérkowych ludzkiej skéry”, jak i bardziej ogélny powdd badan, tj. ze wyniki
uzyskane w pracy ,mogq pozwoli¢ na skonstruowanie bezpiecznych, wielofunkcyjnych
nosnikéw do pielegnacji i terapii choréb skéry”. Czy zatem celem Doktorantki byto uzycie
dendrymeréw PAMAM jako no$nikéw witamin z grupy B i jakie przestanki stoja

za poszukiwaniem takich noénikéw?

W czesci zatytutowanej Materialy i metody Doktorantka napisata, ze korzystata
w swojej pracy z dendrymeru PAMAM generacji trzeciej i jego biokoniugatu -
syntezowanych przez dwa zespoly chemikéw: Pana prof. dr hab. inz. Stanistawa
Wotowca z Uniwersytetu Rzeszowskiego i Pani dr Aleksandry Filipowicz z Wyzszej
Szkoty Informatyki i Zarzadzania w Rzeszowie. Jeéli Doktorantka nie brata udziatu
w syntezie tych zwigzkow, zamieszczanie w pracy doktorskiej procedury uzyskiwania
dendrymeréw wydaje si¢ zbedne (Rozdziaty 3.1-3.3). Natomiast bez watpienia
pomocnym byto pokazanie budowy chemicznej biokoniugatu (na ryc. 22). Z opisu metod
trudno wywnioskowac, czy znakowanie dendrymeréw izotiocyjanianem fluoresceiny
(FITC) zostato wykonane przez Doktorantke, czy réwniez w zespole chemikéw. W pracy
znajduje si¢ informacja, ze kazda czasteczka dendrymeru byta wyznakowana jedna
czasteczky izotiocyjanianu fluoresceiny, nie zostato jednak wyjasnione, w jaki sposéb to
weryfikowano oraz w jaki sposéb sprawdzono, czy uzyskany produkt nie zawierat
wolnego, niezwigzanego z dendrymerem FITC.

Opis biologicznej czeSci doSwiadczen jest bardzo poprawny i na tyle szczeg6towy,
ze pozwala odtworzy¢ wykonane doswiadczenia. Zastanawiajgce jest dlaczego
przeprowadzajgc test z czerwienig obojetng dodawano rézne objetoéci czerwieni
obojetnej i stosowano rézne czasy inkubacji dla réznych linii komérkowych i dlaczego
zastosowano roézne czasy inkubacji komérek poszczegélnych linii komérkowych z XTT.

W pracy zastosowano metode oceny migracji komorek testem gojenia ran. Obserwacji
mikroskopowych obszaréw rys dokonywano po réznych czasach inkubacji
z dendrymerami w zalezno$ci od badanej linii komérkowej (od 7 godzin dla komérek
linii B] do 24 godzin dla komdrek SCC-15) - z czego wynikaty te réznice?

Wyniki uzyskane przez Doktorantke obejmujg ocene cytotoksycznosci dendrymeréw
(dwoma testami: z czerwienig obojetng i z solami tetrazolowymi XTT), ocene indukcji
apoptozy, oceng szybkosci migracji komorek testem gojenia ran, oznaczenie akumulacji
dendrymeréw w komorkach i ich lokalizacji w jadrach komérkowych i mitochondriach.
Powyzsze metody zostaty zastosowane dla trzech badanych linii komérkowych. Niejako
osobng czeScig pracy byla ocena wptywu dendrymeru PAMAM i jego koniugatu
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z witaminami z grupy B na produkcje cytokin prozapalnych: interleukiny-1a (IL-1ca)
i TNF-a w komoérkach keratynocytéw po stymulacji lipopolisacharydem (LPS), estrami
forbolu (PMA) i biatkiem bakteryjnym GroEL.

Dobér linii komérkowych w pierwszej czesci badan, aczkolwiek interesujgcy z punktu
widzenia celu postawionego w rozprawie, moze nastrecza¢ trudno$ci w interpretacji
wynikéw ze wzgledu na znaczaco rézny czas podwojenia komérek (dla linii BJ, SCC-15
i HaCaT wynosi on odpowiednio: 1,9 doby, 5,5 doby oraz 1 dobe). Czy zdaniem
Doktorantki fakt ten mogt mie¢ wplyw na obserwowane réznice w profilach
cytotoksycznosci dla poszczegélnych linii komérkowych?

W Dyskusji Doktorantka konfrontuje uzyskane przez siebie wyniki z danymi
literaturowymi. Ta cze$¢ pracy jest dla Doktorantki okazjg do wykazania sie znajomoscia
bardzo szerokiej literatury.

Trudno jest zgodzi¢ si¢ ze stwierdzeniem w pierwszym akapicie dyskusji,
ze dendrymery PAMAM charakteryzuja si¢ niska toksycznoécig, tym bardziej,
iz w dalszej czeSci dyskusji Doktorantka sama przytacza wiele badan $wiadczacych
0 potrzebie modyfikowania powierzchni dendrymeréw PAMAM w celu obnizenia ich
toksycznoSci.

Doktorantka  dyskutujac  spadek toksycznoéci dendrymeréw PAMAM po
zmodyfikowaniu ich powierzchni biotyng i pirydoksalem stwierdza, ze moze to by¢
spowodowane dostarczeniem do komoérek czynnikéw troficznych w postaci witamin.
Takie stwierdzenie zaktada rozpad biokoniugatu w komoérce. Czy Doktorantka
dysponuje wiedza na temat stabilno$ci biokoniugatu, ktéra uprawdopodobniataby te
hipoteze?

Prace wienczy imponujaca bibliografia liczaca 479 pozycji, w wiekszos$ci z ostatnich
dziesieciu lat.

Ocena strony edytorskiej rozprawy

Praca napisana jest poprawnym jezykiem. Doktorantce nie udato sie jednak unikna¢
dos¢ licznych btedow literowych oraz kilku niezrecznych sformutowan typu ,ekspozycja
jednosciennych nanorurek weglowych na skére”. Niezbyt zrecznym sformutowaniem jest
tez ,normalne fibroblasty” - lepszym okre$leniem bytoby ,fibroblasty prawidtowe”.
Niejednokrotnie Doktorantka umieszcza zbyteczne apostrofy przy odmianie obcych
nazwisk. Nalezy jednak podkresli¢, ze mimo tych niedociggnie¢ edytorskich praca
od strony graficznej jest estetyczna i zawiera wiele starannie wykonanych rysunkéw.

Uwagi szczegotowe:

W Tabeli 1 brak jest konsekwencji w podawaniu generacji dendrymeru tworzacego
koniugat z lekiem.



W opisie ryc. 36 brak jest odniesienia do stosowanych na rysunku opiséw kolumn (a-b)
i rzedow (A-C).

Podsumowanie recenzji

Aby zrealizowa¢ postawiony cel, Doktorantka musiata zgtebi¢ wiele zagadnien
teoretycznych oraz zapozna¢ sie z licznymi technikami eksperymentalnymi. Moim
zdaniem najwarto$ciowsza cze$¢ pracy dotyczy zbadania wnikania dendrymeréw do
komoérek oraz ich lokalizacji wewngtrzkomérkowej. Z ta czeécig pracy wiaze sie tez
najciekawsza obserwacja, ze obecno$¢ biotyny na powierzchni dendrymeréw nie
zwigksza akumulacji dendrymeru w komérkach raka ptaskonabtonkowego SCC-15.

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze Doktorantka moze poszczycié sie sporym dorobkiem
naukowym. Sposrdd pieciu prac (w ktérych w wiekszosci jest drugim autorem), cztery
prace s3 bezpo$rednio zwigzane z tematyka doktoratu i zawierajg cze$¢ wynikéw
opisanych w recenzowanej rozprawie. Prace te zostaty opublikowane w czasopismach
z listy JCR i posiadaja wspétczynnik oddziatywania od 2,9 do 4,3.

Uwazam, ze praca Pani mgr Magdaleny Szuster pt. ,Wptyw dendrymeréw PAMAM oraz
ich biokoniugatéw z biotyng i pirydoksalem na wita$ciwosci biologiczne réznych typéw
komorek in vitro” stanowi oryginalne rozwigzanie problemu badawczego i spetnia
wymogi ustawowe stawiane rozprawom doktorskim. Prace doktorska Pani
mgr Magdaleny Szuster oceniam pozytywnie i wnosze do Rady Wydziatlu
Biologiczno-Rolniczego Uniwersytetu Rzeszowskiego o dopuszczenie Pani
mgr Magdaleny Szuster do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



