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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

mgr Konrada Wrébla pt. ,,Zmodyfikowane dendrymery PAMAM jako skuteczne systemy
transportu lekow przeciwnowotworowych” wykonanej w Collegium Medicum Uniwersytetu
Rzeszowskiego pod kierunkiem Prof. dr hab. inz. Stanistawa Wolowca

Dysertacja przedstawiona do recenzji podejmuje istotng problematyke zastosowania nanoczastek
polimerowych jako nosnikéw lekéw przeciwnowotworowych. Tematyka pracy wpisuje si¢ w jeden
z priorytetowych kierunkdw wspdtczesnej onkologii eksperymentalnej, jakim jest opracowanie skutecznych
i selektywnych systemow dostarczania lekow (ang. DDS — drug delivery systems). W pracy oceniono
zdolno$¢ modyfikowanych dendrymeréw PAMAM do przenoszenia lekéw przeciwnowotworowych do
komorek docelowych.

Ocena struktury dysertacji

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska sklada si¢ z czgsci opisowej bedacej podsumowaniem
zalgczonych w dalszej czesci publikacji. Zbiér obejmuje pigé prac oryginalnych opublikowanych
w renomowanych czasopismach miedzynarodowych: Polymers, Cancers, Molecules, Biomaterials
Advances oraz Journal of Drug Delivery Science and Technology. Laczny Impact Factor zawartych w
dysertacji publikacji wynosi 24,8, a liczba punktéw MEIN osigga wartos¢ 490 punktéw. Wszystkie
publikacje znajdujg si¢ na liScie Journal Citation Reports. O$wiadczenia wspotautoréw potwierdzajg
znaczaca role Doktoranta w realizacji badan, szczegdlnie w zakresie prac zwigzanych z syntezg oraz
charakterystyka strukturalng otrzymanych zwigzkdw.

W rozdziale wprowadzajgcym zatytutowanym jako ,,Wstgp teoretyczny” Doktorant
w sposOb zwiezly przedstawia szereg informacji dotyczacych biologicznych podstaw rozwoju nowotwordéw
ztosliwych. Szczegdlng uwage poswigca patogenezie nowotworow, prezentujgc mechanizmy transformacji
nowotworowej, role onkogendw i gendéw supresorowych, znaczenie zaburzen apoptozy oraz proces
powstawania przerzutéw. Nastepnie koncentruje sie na obecnym stanie wiedzy dotyczacym farmakoterapii
wybranych nowotworéw ztosliwych, omawiajgc strategie leczenia glejaka wielopostaciowego, raka
kolczystokomorkowego, raka piersi, ostrej i przewlektej biataczki szpikowej oraz niedrobnokomérkowego
raka ptuca. W tym kontekscie przedstawia kluczowe mechanizmy opornosci na leki przeciwnowotworowe,
omawiajgc zjawiska takie jak aktywne usuwanie lekow z komorki przez biatka z rodziny ABC, ograniczony
transport komérkowy, rozktad enzymatyczny lekow oraz rolg mikro$rodowiska guza.

Fragment dysertacji poswiecony dendrymerom PAMAM zastuguje na szczeg6lne wyrdznienie.
Doktorant przedstawia nie tylko podstawowe informacje dotyczace struktury tych nanoczastek, ale takze
szczegdlowo omawia znaczenie i strategie ich funkcjonalizacji, mechanizmy poprawy biodostgpnosci
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lekéw oraz koncepcje ich pasywnego i aktywnego celowania z wykorzystaniem efektu EPR oraz czgsteczek
adresujacych. Prezentacja ta pokazuje glebokie zrozumienie przez Doktoranta podjetej problematyki.

W czeg$ci opisowej dysertacji Doktorant przedstawia i uzasadnia hipotezg badawczg, zgodnie z ktdrg
dendrymery PAMAM generacji 2-4 zmodyfikowane poprzez przytaczenie czasteczek takich jak R-glicydol,
biotyna oraz D-glukoheptono-1,4-lakton mogg stanowi¢ skuteczne nosniki dla  lekow
przeciwnowotworowych  oraz  kombinacji  wielolekowych, skutkujac ~ wzrostem  aktywnosci
przeciwnowotworowej otrzymanych koniugatow.

Ocena wkladu Doktoranta w realizacj¢ badan

Zastugujacym na szczegblne podkreslenie wkiadem mgr Konrada Wrébla w realizacje
przedstawionej dysertacji jest catosciowe opracowanie strategii syntezy chemicznej wszystkich badanych
koniugatéw dendrymerowych. Ta czg$¢ pracy ma fundamentalne znaczenie dla calego projektu
badawczego. Nalezy podkresli¢, ze Doktorant jest pierwszym autorem dwdch sposréd pigciu publikacji na
ktérych bazuje rozprawa doktorska, co potwierdza jego istotng rolg w realizacji prezentowanych badan.

W pierwszej pracy, opublikowanej w czasopi§mie Polymers, Doktorant byl odpowiedzialny za
funkcjonalizacje powierzchniowych grup aminowych dendrymeréw PAMAM generacji 2 i 3 poprzez
addycje R- i S- glicydolu. Przeprowadzit kompleksowa syntez¢ zaréwno pochodnych zawierajacych
R-glicydol, jak i S-glicydol, a nast¢pnie dokonat ich pelnej charakterystyki strukturalnej przy uzyciu
zaawansowanych technik spektroskopii jadrowego rezonansu magnetycznego, obejmujacych eksperymenty
jednowymiarowe oraz dwuwymiarowe. Na podstawie analizy widm NMR zdefiniowat doktadny skiad
czasteczkowy otrzymanych koniugatow.

W drugiej pracy, opublikowanej w czasopi$mie Cancers, w ktorej Doktorant wystepuje jako
pierwszy autor, przeprowadzit synteze biotynylowanych dendrymeréw PAMAM generacji 3, ktdre
nastepnie wykorzystat do przytaczenia lekow (celekoksybu oraz symwastatyny), zaréwno jako koniugatow
jednolekowych, jak i kombinacji dwulekowej. Opracowano strategie aktywacji lekéw, z wykorzystaniem
konwersji celekoksybu do pochodnej bursztynianowej poprzez reakcj¢ z bezwodnikiem kwasu
bursztynowego, natomiast w przypadku symwastatyny zastosowano aktywacj¢ z wykorzystaniem
karbonylodiimidazolu. Przeprowadzono takze blokowanie pozostatych wolnych grup aminowych poprzez
przytaczenie R-glicydolu, ktérego wybor jako modyfikatora powierzchniowego zostat podyktowany
wynikami uzyskanymi w pierwszej publikacji.

Trzecia praca, opublikowana w czasopi§mie Molecules, przedstawia syntez¢ koniugatow
dendrymeru PAMAM generacji 4 z lekami stosowanymi w terapii raka piersi. Doktorant opracowat metode
kowalencyjnego przytaczenia hydrofobowych lekéw przeciwnowotworowych takich jak paklitaksel,
lapatinib oraz fulwestrant, zaréwno jako koniugatéw jednolekowych, jak i koniugatu zawierajacego
kombinacje wszystkich trzech lekow. Zastosowanie dendrymeru wyzszej generacji pozwolilo na
przylaczenie wigkszej liczby hydrofobowych czasteczek. Wszystkie otrzymane koniugaty zostaly
R-glicydylowane w celu poprawy ich rozpuszczalnosci w wodzie.

W czwartej publikacji, ktora ukazata sie w czasopismie Biomaterials Advances, Doktorant
zastosowal alternatywng strategie funkcjonalizacji dendrymeréw, wykorzystujac a-D-glukoheptono-1,4-
lakton jako modyfikator powierzchniowy. Przeprowadzit synteze koniugatow zawierajacych lapatinib i/lub
fulwestrant, ktdre nastepnie byly testowane pod katem ich aktywnosci wzglgdem komorek raka piersi
o réznym statusie receptorowym.
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Pigta praca, opublikowana w czasopismie Journal of Drug Delivery Science and Technology, w ktorej
Doktorant petnit funkcje pierwszego autora, przedstawia opracowanie metody syntezy koniugatow
z wykorzystaniem wigzania fosforamidowego wrazliwego na zmiany pH. Doktorant przeprowadzit
szczegOtowe badania walidacyjne, a nastepnie wykorzystat je do przytaczenia fosforanéw obecnych w
lekach przeciwbiataczkowych — cytarabiny, fludarabiny oraz deksametazonu — do dendrymeréw PAMAM
generacji 3. Ta cze$¢ pracy zastuguje na szczegdlne wyrdznienie, gdyz Doktorant nie tylko opracowat nowa
metode syntezy, ale takze przeprowadzil eksperymenty potwierdzajgce wrazliwo$¢ wigzania
fosforamidowego na niskie pH. Dodatkowo wykazat stabilno$¢ tych koniugatéw w srodowisku wodnym
o odczynie obojetnym, co potwierdza potencjal zaproponowanej strategii do opracowania systemow
o kontrolowanym uwalnianiu lekéw w odpowiedzi na warunki mikrosrodowiska guza nowotworowego.

Charakterystyka fizykochemiczna wszystkich otrzymanych koniugatéw obejmowala szczegbtowa
analize strukturalng metodami spektroskopii NMR i IR, a takze oznaczenie Srednicy hydrodynamicznej,
indeksu polidyspersji oraz potencjatu zeta.

Ocena wynikéw badan biologicznych

Do realizacji celow badawczych zespoty wspdtpracujacych osrodkdw zastosowaly szeroka game
zaawansowanych metod, ktére w peini pozwolity na oceng potencjatu terapeutycznego otrzymanych
koniugatow.

Koniugaty przebadano na szerokim panelu linii komdrkowych reprezentujacych rozne typy
nowotwordw ztosliwych (glejak wielopostaciowy, rak kolczystokomorkowy, rak piersi, ostre i przewlekle
biataczki, niedrobnokomoérkowy rak ptluca) oraz na liniach komorek prawidlowych (keratynocyty,
fibroblasty), co pozwolito na ocene selektywnos$ci dziatania zwiazkdw. Wykorzystano kompleksowy zestaw
metod badawczych obejmujacy rdzne testy cytotoksycznosci, analiz¢ wychwytu koniugatow
z przytaczonymi znacznikami fluorescencyjnymi, ocene wplywu na apoptoze i cykl komorkowy.
Wykazano, ze modyfikacja dendrymeréw PAMAM poprzez addycj¢ R-glicydolu zwieksza selektywnos¢
ich wychwytu przez komérki nowotworowe w poréwnaniu do komdrek prawidiowych, co moze mieé¢
istotne znaczenie dla opracowywania selektywnych strategii terapeutycznych.

Przytaczenie lekow (celekoksybu i symwastatyny) do dendrymeréw PAMAM G3 prowadzito do
istotnego wzrostu aktywnosci przeciwnowotworowej. Najbardziej spektakularny efekt zaobserwowano dla
koniugatu zawierajacego kombinacje obu lekdw.

Badania koniugatbw PAMAM G4 z hydrofobowymi lekami (fulwestrant, lapatinib, paklitaksel)
wykazaly tendencje do tworzenia asocjatdéw, ktorej nasilenie zalezato od stopnia podstawienia dendrymeru
hydrofobowymi czasteczkami lekow. Pomimo asocjacji koniugaty zachowatly zdolnos¢ do internalizacji
przez komorki in vitro, cho¢ zjawisko to moze stanowi¢ istotne ograniczenie biodostepnosci w warunkach
in vivo i wymaga dalszej optymalizacji stechiometrii. Koniugat zawierajacy lapatinib wykazywat
kilkukrotnie wyzsza toksycznosé niz sam lek. Szczegdlnie istotne byto odkrycie wiasciwosci senolitycznych
koniugatu z lapatinibem, ktory indukowat apoptoze w komoérkach poddanych senescencji indukowanej
przez doksorubicyneg.

Znaczenie naukowe i potencjal aplikacyjny

Przedstawiona rozprawa wnosi istotny wktad w rozwdj chemii bioorganicznej, nanotechnologii,
oraz farmakologii do$wiadczalnej. Opracowane przez Doktoranta strategie syntezy oraz kompleksowa
charakterystyka strukturalna otrzymanych koniugatow dendrymerowych stanowia cenny materiat
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metodyczny dla innych badaczy. Wykazanie, ze funkcjonalizacja dendrymeréw poliolami pozwala na
skuteczne rozpuszczanie hydrofobowych lekow w Srodowisku wodnym, ma istotne znaczenie praktyczne
z perspektywy projektowania systeméw dostarczania lekéw. Opracowanie metody syntezy
z wykorzystaniem wigzania fosforamidowego wrazliwego na zmiany pH oraz wykazanie, ze wigzanie to
zapewnia kontrolowane uwalnianie lekow w odpowiedzi na niskie pH przy jednoczesnej stabilnosci
w srodowisku obojetnym, stanowi oryginalny wktad w rozwj inteligentnych systeméw dostarczania lekdw
reagujacych na specyficzne warunki $rodowiska lizosomoéw, a w szczeg6lnosci mikrosrodowiska guza.
Istotne znaczenie ma odkrycie whasciwosci senolitycznych badanych koniugatow.

Wyniki przedstawione w dysertacji moga znalez¢ praktyczne zastosowanie w opracowaniu nowych
terapeutykow o zwiekszonej skutecznosdci i selektywnosci dziatania. Szczegolnie obiecujace wydaja si¢
mozliwosci zastosowania opracowanych systeméw w leczeniu potrdjnie ujemnego raka piersi, glejaka
wielopostaciowego oraz biafaczek. Dodatkowo wykazana w pracy przydatnos¢ wykorzystania
opracowanych koniugatéw w leczeniu parazytoz wywotanych przez nicienie otwiera interesujgcg
perspektywe repozycjonowania tych systemow do innych zastosowan terapeutycznych poza onkologig.

Uwagi i pytania do dyskusji

Przedstawiona rozprawa doktorska charakteryzuje si¢ wysokim poziomem merytorycznym
i metodologicznym. Niemniej jednak, w celu petniejszego obrazu osiagnig¢ Doktoranta oraz lepszego
zrozumienia niektorych aspektéw przeprowadzonych badan, proszg o ustosunkowanie si¢ do nastgpujacych
kwestii:

- W publikacji dotyczacej koniugatow dendrymeréw PAMAM generacji 4 z hydrofobowymi lekami
zaobserwowano, ze koniugat zawierajacy paklitaksel wykazywat nizszg toksycznosé wobec komérek
nowotworowych niz sam lek, podczas gdy koniugat zawierajacy lapatinib byt znaczaco bardziej toksyczny.
Jakie moga by¢ przyczyny tych odmiennych efektow? Czy zaobserwowane roznice moga wynikaé
z odmiennej kinetyki uwalniania lekéw z dendrymeréw?

- W kontekscie wykazanych wilasciwosci senolitycznych badanych koniugatéw, czy przeprowadzono
badania majace na celu identyfikacje molekularnych mechanizméw odpowiedzialnych za ten efekt?

- Jakie dalsze kroki badawcze bylyby zdaniem Doktoranta najbardziej sensowne w kontekscie translacji
uzyskanych wynikéw do badan przedklinicznych? Czy planowane sa badania in vivo na modelach
zwierzecych, ktore pozwolityby na oceng farmakokinetyki, biodystrybucji oraz terapeutycznej skutecznosci
opracowanych koniugatow?

- Czy przeprowadzono lub planowane sg badania dotyczace interakcji z biatkami surowicy? Jaka droga
podania koniugatéw mogtaby by¢ zaproponowana w ramach potencjalnego zastosowania terapeutycznego?

- Czy rozwazano mozliwos¢ dalszej optymalizacji systemu poprzez wprowadzenie dodatkowych elementow
funkcyjnych?

Podsumowanie

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Konrada Wrébla stanowi rzetelne, warto$ciowe
i oryginalne opracowanie naukowe o charakterze interdyscyplinarnym, faczace elementy chemii
organicznej oraz biologii komoérki. Doktorant podjat sie niezwykle ambitnego zadania, prawidiowo
zaplanowal prace, uzasadnil podstawe merytoryczng prowadzonych badaf, wiasciwie sformutowat
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i zrealizowat cele badawcze, a z uzyskanych wynikow wyciagnat szereg interesujacych i wartosciowych
wnioskéw. Dysertacja jest doskonatym przykiadem podejscia koncepcyjnego do wybranego problemu
naukowego, w ktérym jasno zdefiniowana hipoteza badawcza zostata systematycznie weryfikowana
poprzez realizacje kolejnych, logicznie powigzanych ze soba etapéw badawczych. Praca wnosi istotny
wktad w dotychczasowa wiedze w zakresie projektowania i syntezy systeméw dostarczania lekéw, ich
charakterystyki fizykochemicznej oraz oceny aktywnosci biologicznej.

Doktorant wykazat sie wysokimi kompetencjami w zakresie syntezy organicznej, postugiwania si¢
zaawansowanymi technikami spektroskopowymi, krytycznej analizy i interpretacji wynikéw oraz
zdolnoscig do prowadzenia badan interdyscyplinarnych na styku chemii i biologii. Szczegélnie istotny jest
jego autorski wklad w opracowaniu innowacyjnej metody syntezy z kompleksowg charakterystyka
strukturalng wszystkich otrzymanych koniugatow, ktora stanowila podstawe do oceny ich wiasciwosci
biologicznych. Umiejetno$é samodzielnego projektowania i realizacji ztozonych syntez wieloetapowych,
optymalizacji warunkéw reakcji oraz interpretacji uzyskanych wynikéw $wiadczy o dojrzatosci naukowej
Doktoranta oraz jego gotowosci do samodzielnego prowadzenia badan naukowych.

Biorgce pod uwage wysoki poziom merytoryczny rozprawy, oryginalno$¢ przedstawionych
wynikéw, ich potencjalne znaczenie aplikacyjne oraz spetnienie wszystkich wymogéw formalnych
okreslonych w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2023
poz. 742), wnosze do wlasciwej Rady Dyscypliny Uniwersytetu Rzeszowskiego o dopuszczenie mgr
Konrada Wrébla do publicznej obrony rozprawy doktorskiej.

Jednoczes$nie, majac na uwadze wysoka warto$¢ dysertacji, innowacyjny charakter opracowanej
metody syntezy z wykorzystaniem wigzania fosforamidowego wrazliwego na zmiany pH, zastosowanie
zaawansowanych metod spektroskopowych do peinej charakterystyki strukturalnej otrzymanych
koniugatéw oraz znaczacy wkiad pracy w rozwdj biomedycyny, zwracam si¢ do Wysokiej Komisji
0 rozwazenie wyrdznienia niniejszej rozprawy doktorskie;j.
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