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Recenzja rozprawy doktorskiej magister Aleksandry Joanny Szwed
»Ocena wilasciwosci biologicznych dendrymerow hybrydowych-karbokrzemowo-wiologenowo-
fosforowych (SMT)”
wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Teresy Gabryelak
w Katedrze Biofizyki Ogo6lnej Instytutu Biofizyki
na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu E.6dzkiego

Recenzja ponizsza dotyczy poprawionej wersji rozprawy doktorskiej magister Aleksandry
Joanny Szwed.

Badania wtasciwosci biologicznych dendrymeréow stanowig wazny wklad do rozszerzenia
mozliwo$ci zastosowan tych zwiazkéw jako ewentualnych przeno$nikow czasteczek siRNA w
terapiach antynowotworowych. Przyktadem takich badan jest rozprawa doktorska mgr Aleksandry
J.Szwed, ktora badata dendrymery hybrydowe karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowe (SMT).

Celem badan byto:

a) okreslenie oddziatywania dwoch generacji dendrymeréw hybrydowych SMT z wybranymi
biatkami enzymatycznymi, tj. fosfataza alkaliczna, dehydrogenaza L-mleczanowa oraz
aminotransferazg asparaginianowa,

b) okreslenie wptywu dwoch generacji dendrymerdéw hybrydowych SMT na mysie linie
komodrek nerwowych na podstawie analizy wybranych parametrow odpowiedzi
komorkowej,

c) okreslenie czy hybrydowe dendrymery SMT moga by¢ potencjalnymi no$nikami dla
antyapoptotycznego siRNA.

Rozprawa zawiera 157 stron, w tym: wykaz skrotow, wstep, cel badan, hipotezy badawcze
materiaty 1 metody badawcze, opis wynikoéw badan, dyskusje, wnioski, streszczenie oraz spis
literatury zawierajacy 174 pozycji.

Dorobek naukowy Doktorantki zawiera 8 pozycji literaturowych o tgcznym IF=25,303, co
przektada si¢ na 270 punktéw MNiSW.



Doktorantka w czesci, ,,Wstep” opisuje: dendrymery oraz ich zastosowania, oddzialywanie
dendrymeréw z biatkami, dendrymery jako transportery lekow i materialu genetycznego oraz
toksyczno$¢ dendrymerow in vitro oraz in vivo.

W nastepnej czgsci: “Materialy i Metody” Doktorantka przedstawia materialy, ktorych
uzywata w swoich badaniach. Nastepnie opisuje metody, ktore stosowata, czyli pomiary: gaszenia
fluorescencji reszt tryptofanu (Trp) wybranych bialek, wyznaczania potencjatu zeta,
spektropolarymetrii dichroizmu kotowego, transmisyjnej mikroskopii elektronowej, elektroforeze
zelowa, formowanie dendryplekséw 1 ich transfekcje, hodowle komodrek, oznaczania wlasciwosci
cytotoksycznych dendrymeréw, oznaczania poziomu reaktywnych form tlenu przy uzyciu sondy
H,DCFDA, oznaczania zmian transblonowego potencjatu mitochondrialnego przy uzyciu sondy JC-
1, oceny morfologii komoérek, okreslania frakcji komodrek apoptotycznych i nekrotycznych, oceny
morfologii oraz wizualizacji wyznakowanych fluoresceing dendrypleksow w komorkach
zawiesinowych, oraz iloSciowej oceny stopnia wnikania dendrypleksow wyznakowanych
fluoresceing do komorek.

Metody te sa wiasciwie dobrane do wykonania zamierzonych badan.

W czgéci pracy pt. “Wyniki” Doktorantka przedstawia swoje oryginalne wyniki badan
dotyczacych::

- oddziatywania dendrymerow karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowych z wybranymi biatkami
enzymatycznymi,

- wplywu dendrymerow hybrydowych na mysie komorki linii N2a oraz mHippoE-18,

- zastosowania dendrymeréw karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowych jako ewentualnych
nanono$nikow dla czasteczek siRNA w terapiach genowych.

W oparciu o0 uzyskane wyniki badan autorka sformutowata nastepujace wnioski:
1l.dendrymery hybrydowe SMT dwoéch generacji oddziatywuja z wybranymi biatkami
enzymatycznymi (AST, LDH, AP),

2. dendrymery hybrydowe generacji drugiej (SMT2) wykazuja cytotoksyczno$¢ wobec mysich linii
komorek nerwowych mHippoE-18 oraz N2a. Dendrymery hybrydowe generacji pierwszej (SMT1)
wykazujg cytotoksycznos¢ jedynie wobec mysiej linii komérek nowotworowych N2a,

3. dendrymery hybrydowe SMT generacji pierwszej (SMT1) z duzym prawdopodobienstwem moga
by¢ nosnikami dla siRNA.

Na podstawie uzyskanych wynikéw pomiarow, Doktorantka: sformutowata wniosek koncowy,ze:
,dendrymery hybrydowe karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowe generacji pierwszej (SMT1)

posiadaja korzystniejsze wiasciwosci biologiczne 1 w zwigzku z tym prawdopodobienstwo



zastosowania ich w medycynie jest wigksze niz w przypadku dendrymerow generacji drugiej
(SMT2)”.

Opis poszczegdlnych sekcji ,,Wynikéw” jest prawidtowy, na przedstawionych wykresach
mierzonych zalezno$ci sg zamieszczone granice btedow pomiarowych. Doktorantka dokonuje
analizy ilo$ciowej otrzymanych wynikdw pomiarow

W czescei pt. “Dyskusja” autorka przedstawia analiz¢ porownawczg otrzymanych wynikow z
wynikami badan innych autorow, zawartych w kilkadziesigciu cytowanych artykutach. Grupa tych

artykutéw jest dobrana umiejetnie 1 stosownie do badan wtasnych doktorantki.

Mam do Doktorantki nast¢pujace pytania :
1. Jak mozna wyjasni¢ obserwacje, ze: ,,pomimo obserwowanej cytotoksycznos$ci in vitro, prawie
wszystkie dendrymery niskich lub $rednich generacji nie wykazujg toksycznosci in vivo‘? (cyt z
rozdzialu:”Toksyczno$¢ dendrymerow in vitro oraz in vivo)?
2. Sformutowane przez Doktorantke hipotezy badawcze :2 oraz 3, wydajg si¢ niespojne z punktu
widzenia medycznych zastosowan dendrymerow?
3. Jaki jest molekularny mechanizm oddziatywania dendrymer—biatko, w wyniku ktérego nastepuje
stopniowe gaszenie fluorescencji reszt tryptofanowych w badanych przez Doktorantke biatkach?
4. Dlaczego badania: gaszenia fluorescencji, potencjalu zeta oraz dichroizmu kotowego
Doktorantka przeprowadzata w 10 mM buforze fosforanowym a nie w roztworze np. PBS, ktorego
sita jonowa jest kompatybilna z sitg jonowa ptyndéw biologicznych?
5. Doktorantka uzywa heparyny, aby uwalnia¢ molekuty antyapoptotycznego siRNA z wnetrza
dendrypleksu. Zatem jaki mechanizm bedzie uwalniat czasteczki SiRNA z internalizowanych
dendrypleksow we wnetrza komorek docelowych?
6. Jak przygotowywano molekuty siRNA do procesu enkapsulacji przez dendrymery?
7. Proszg¢ wyjasni¢ dlaczego do formowania dendrypleksow wybrano stosunek molowy
dendrymer/siRNA rowny 10:1 a nie inny?
8. W oznaczeniach zmian btonowego potencjalu mitochondrialnego, Doktorantka korzysta z
matematycznego wyrazenia,w ktorym jest zawarty tzw. wspotczynnik fluorescencji. Co oznacza ten
wspotczynnik? Jaka jest zalezno$¢ matematyczna pomiedzy wspdiczynnikiem fluorescencji i
btonowym potencjatem mitochondrialnym?
9. Jak na podstawie pomiaru intensywnosci fluorescencji, pochodzacej od siRNA wyznakowanego
fluoresceing, Doktorantka wyznaczyta procent internalizacji dendrypleksow zamknigtych wewnatrz
badanych komorek? Prosze o podanie definicji procentu internalizacji, z ktérej Doktorantka

korzystala.



10. Doktorantka w Tabeli 2 podaje tzw.tadunek powierzchniowy dla badanych biatek? Obecnie ten
tadunek podany jest bez jednostki. Co zatem te liczby oznaczajg?

11. Doktorantka czasami opisuje i dyskutuje wyniki otrzymanych pomiardw uzywajgc wyrazen

typu: “pomiar nie wykazal istotnych réznic pomigdzy..”, ,,..znaczaco gasity fluorescencje”, ,,... byt
najmniejszy w stosunku..” , ,,...silne gaszenie fluorescencji”, ,,..istotnie wptywaja na..”, ,,...wicksze
zmiany struktury drugorzedowej..”, ,,..nieznacznie roéznig si¢ od..”, ,,... swoja morfologi a s3

zblizone do..”, ,,..w mniejszym stopniu niz.. Nalezy takich wyrazen unika¢. Natomiast wyniki badan

opisywac i dyskutowa¢ w sposob jednoznaczny, czyli ilo$ciowy.

12. Dehydrogenaza L-mleczanowa jest izozymem, a nie izoformg jak to jest napisane w trescCi
rozprawy (,,Dyskusja”).

13. Doktorantka przyjmuje arbitralnie za miar¢ gaszenia fluorescencji tryptofanu w badanych
biatkach, jej poziom réwny ok. 20% warto$ci poczatkowe].W zwiazku z tym wyznaczone stosunki
molowe dendrymer/biatko sg okreslone z duzym przyblizeniem.Jak na przyktad: zarbwno SMT1
jak 1 SMT2 ,,gasza” fluorescencje do poziomu ok 20%, dla tego samego stosunku molowego
SMT/AST czyli, rbwnego 5:1 a nie 10:1 jak to oszacowata Doktorantka.

14. Moim zdaniem liczba czasteczek dendrymerow zwigzanych z jedng czasteczka badanych biatek
zostata najdoktadniej wyznaczona dla dehydrogenazy mleczanowej LDH, poniewaz dla niej
wykresy zalezno$ci potencjalu zeta od stosunku molowego dendrymeréw SMT/LDH
charakteryzowaty si¢ wyraznym plateau.

15. Wizualizacje komplekséw dendrymeréw SMT z biatkami lub SiRNA w mikroskopie
elektronowym nie sg miarodajne, ze wzgledu na denaturujgcy charakter procedur przygotowywania
probek do pomiarow mikroskopowych. To potwierdza Rycina 26 przedstawiajgca zdjecia z
mikroskopu elektronowego otrzymana przez Doktorantk¢. Raczej nalezy wyhodowaé krysztal
biatka badz siRNA bez i w obecnosci dendrymeréw i sporzadzi¢ przestrzenny obraz —struktury
krystalicznej kompleksow.

16. Doktorantka takze podwaza stosowno$¢ wykonywania wizualizacji mikroskopowej, ale
ostatecznie konkluduje: “Jednakze, z calg pewno$cig mozna stwierdzi¢, iz doszto do utworzenia
komplekséw pomiedzy dendrymerami karbokrzemowo-wiologenowo-fosforowymi, a wybranymi
enzymami”. Zatem skad ta pewno§¢?

17. Doktorantka zauwaza na Rycinach 31J oraz 32J wzrost rozmiaru komorek mHippoE oraz N2a
pod wplywem dendrymeru SMT2. Jak wyjasnia t¢ obserwacj¢?

18. Jaki, najbardziej prawdopodobny, mechanizm internalizacji komorek przez dendrymery lub
dendrypleksy moze Doktorantka zaproponowac¢ na podstawie wynikow przeprowadzonych przez

siebie badan?



19. Doktorantka okresla frakcje komorek: zywych, apoptotycznych oraz nekrotycznych po
inkubacji komorek: mHippoE-18 oraz N2a z dendrymerami:SMT1 oraz SMT2 (Tabele 6 i 7).
Stosuje metode ,,mikroskopowg” oraz metode przy uzyciu cytometru przeptywowego. Obie metody
wykazaty wysoki odsetek komorek apoptotycznych (48% oraz 78%) w wyniku ich oddziatywania z
dendrymerami SMT2. Natomiast w przypadku SMT1 proces apoptozy przeszto odpowiednio mniej
(4% oraz 17%) komdrek. Zatem same dendrymery sa zdolne do indukowania, w réznym stopniu,
apoptozy badanych komérek. Czy moze Doktorantka zaproponowa¢ mechanizm tej apoptozy?

20. W przypadku gdy Doktorantka korzysta w rozprawie z wynikOw pomiardéw, przez nig wczesniej
opublikowanych z innymi wspdtautorami, powinna zamie$ci¢ odpowiednie cytowania literaturowe i
napisa¢ kto wykonat cytowane pomiary.

21. ,,Szczelnos¢” dendrypleksoéw jest problematyczna, poniewaz po inkubacji z RNazg zostala
niewielka ilo§¢ siRNA w ich wnetrzu, w porownaniu do kontroli bez RNazy co jest pokazane na
Ryc.43. Co jest tutaj kontrolg?

22. Obecnie dendrypleksy sa internalizowane do wybranych przez Doktorantke komorek. Jak zatem
dendrypleksy badane przez Doktorantke b¢da kierowane do komorek nowotworowych, do ktorych
maja byc internalizowane in vivo?

23. Wiekszo$¢ badan Doktorantka przeprowadzata w temperaturze pokojowej (0k.20°C), natomiast
in vivo mamy temperature ok 37°C. Zatem czy wyniki tych badan mozna aproksymowaé do
sytuacji in vivo?

24. W badaniach Doktorantka stosowala siRNA oznakowane sonda fluorescencyjng. Czy ta

modyfikacja chemiczna moze wptywac na zdolnos¢ do wyciszania genu przez te molekule?

Reasumujac wyrazam opini¢, ze przedtozona przez mgr Aleksandr¢ J. Szwed rozprawa
doktorska w pelni odpowiada warunkom Ustawy o stopniach i tytule naukowym, a dorobek
naukowy kandydatki uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora nauk S$cistych i przyrodniczych
w dyscyplinie nauk biologicznych. Zwracam si¢ do Komisji Uniwersytetu Lodzkiego do spraw
stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne z wnioskiem o przyjecie rozprawy i

dopuszczenie mgr Aleksandry J. Szwed do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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