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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Macieja Cieglaka

Magister Maciej Cieslak swojg prace doktorskg zatytutowana ,,Synteza i whagciwosci
peptydowych dendronéw i ich dimeréw o strukturze »bola™” wykonal w Instytucie Chemii
Organicznej PAN pod opieka prof. dr hab. Zofii Lipkowskie;j.

Tematyka badawcza podjeta w rozprawie dotyczy dendrondéw i dendrymerréw
peptydowych i ich préb zastosowania jako uktadéw dziatajacych na uktad nerwowy.
Dendrymery peptydowe zbudowane sg z aminokwaséw, co gwarantuje brak cytotoksycznosci
oraz biokompatybilno$¢ a jednoczesnie s trwate w fizjologicznym $rodowisku cztowieka i
nie ulegaja degradacji pod wplywem enzyméw. Dendrymery peptydowe sg strukturami
charakteryzujgcymi = sic rozgaleziong, tréjwymiarows budowa, gdyz zawieraja one
wiclofunkcyjny rdzefi, od ktérego promieniscie odchodza ramiona dendrymeréw (dendrony),
zawierajace réznorodne grupy funkcyjne, ktére mogg byé¢ zastosowane do dalszej
modyfikacji. Dendrymery moga by¢ stosowane jako nosniki réznorodnych zwigzkéw
chemicznych o zdefiniowanej aktywnosci farmakologicznej, tym samym mozna je
zakwalifikowaé do grupy transporteréw lekéw (DDS, Drug Delivery System). Co istotne
biologicznie aktywne zwigzki mogg by¢ umieszczane na powierzchni dendrymeru (poprzez
wykorzystanie grup funkcyjnych) albo we wnetrzu na drodze enkapsulacj. Ponadto
dendrymery tatwo przenikaja przez blony komérkowe, co dato poczatek ich wykorzystaniu
jako transporteréw DNA, RNA i siRNA. Poliwalentna budowa dendrymeréw pozwala na ich
zastosowanie jako systeméw do otrzymywania szczepionek nowej generacji. Dendrymery
same w sobie moga mie¢ dziatanie lecznicze, co jest zwigzane z ich zdolnoscia do
oddzialywania z biatkami. Obecnie dendrymery sa intensywnie badanie pod katem ich
zastosowania w leczeniu infekcji, chordb neurodegeneracyjnych i wielu innych.
Przedstawione fakty bezsprzecznie wskazuja na aktualno$é kierunku badawczego podjetego
przez Doktoranta.

Praca posiada wielopoziomowa strukturg, konsekwentnie dostosowana do osiggniecia

nadrzednego celu badan realizowanych w grupie badawczej profesor Zofii Lipkowskiej.
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Opracowanie metody syntezy peptydowych dendronéw i dendrymeréw o strukturze
»bola” oraz zbadanie ich wiasciwosci fizykochemicznych i oddziatywania ze zdrowymi i
chorobowo zmienionymi komdérkami ukfadu nerwowego wymagato realizacji badan
wielopoziomowych, dlatego tez gtéwny cel pracy mogl by¢ osiagniety poprzez realizacje
wielu celéw szczegblowych obejmujgcych: 1) optymalizacje metody otrzymywania
zwigzkéw o strukturze ,,bola” z wykorzystaniem metod na fazie statej i w roztworze, dobranie
sposobu ich oczyszczania i metod charakteryzowania; 2) zaprojektowanie i otrzymanie
tacznikéw trwatych chemicznie (ulegajacych trudno degradacji) jak tez zwigzkéw ktére tatwo
ulegajg degradacji na mniejsze fragmenty w obnizonym pH (charakterystycznym dla komérek
nowotworowych) czy tez pod dziataniem glutationu (warunki redoks); 3) zbadanie
cytotoksycznodei uzyskanych zwigzkéw wobec linii komérkowych glejaka i komérek
niezmienionych chorobowo neurondw, a takze zbadanie potencjatu peptydowych dendronéw
i ich dimeréw o strukturze »bola” jako zwiazkéw transporterowych; 5) sprawdzenie wplywu
uzyskanych zwiazkéw na procesy utleniania/redukcii z wykorzystaniem testéw FRAP i
CUPRAC) oraz ABTS i DPPH; 6) sprawdzenie zdolnosci oddziatywania wybranych
dendronéw z modelowymi polipeptydami stosowanymi w badaniach nad samoagregacig
polipeptydéw/biatek do struktur amyloidowych.

Recenzowana praca liczy 143 strony, Uktad pracy jest klasyczny i obejmuje wykaz
skrétow i oznaczeti, streszczenie, wstep literaturowy, hipoteze naukowsg, cel i zakres pracy,
badania wiasne, podsumowanie i wnioski, czegdé eksperymentalna, literature cytowana.
Pierwsza czesé pracy stanowi suplement, w ktérym przedstawiony jest dorobek naukowy
Doktoranta.

Rozdzial pierwszy | Streszczenie” przedstawia w  zwigzly spos6b  zakres
zrealizowanych prac badawczych. Rozdziat trzeci »Wstep  literaturowy” obejmuje
podrozdziaty dotyczace: struktury, metod otrzymywania i wiasciwosci dendrymeréw i
dendrymeréw peptydowych, zastosowaniu dendrymeréw jako nanono$nikéw, wykorzystaniu
dendrymeréw w leczeniu choréb ukladu nerwowego, zwigzkéw o wlasciwosciach
antyoksydacyjnych i ich koniugatéw z dendrymerami oraz ich roli w procesie nowotworzenia
i leczeniu chordb nowotworowych. Rozdzial ten liczy 36 stron i zawiera 24 odnosniki
literaturowe. Pomimo duzego zréznicowania tematéw poszczegdlnych fragmentéw przegladu
literaturowego,  utrzymane jest  podporzadkowanie wszystkich czesei  skladowych
nadrzgdnemu celowi pracy. Generalnie, pozwala wiec to na wystawienie wysokie] oceny tej
czgéci rozprawy. Doktorantowi niestety nie udalo si¢ unikngé bledéw jezykowych,

edytorskich oraz zargonu. Przyktadowo: sztuczne biatko, skuteczne zabijanie bakterii,
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membrana drobnoustrojéw (powinno by¢ precyzyijnie przedstawione czy jest to Sciana, czy
blona komdrkowa), fluorowegle, brak objasnien (np. na rysunku 9 brak informacji, czym jest
Y), zréznicowane zapisywanie autoréw cytowanych prac (podawane jest imie i nazwisko lub
inicjaty i nazwisko). W moim przekonaniu schemat syntezy peptyddw na nosniku statym
(rysunek 8) jest zbedny. Metoda ta jest powszechnie znana i stosowana z powodzeniem od
wielu lat.

Ostatni akapit rozdziatu 5 ,,Zwigzki o wiasciwosdciach antyoksydacyjnych, w tym
koniugaty dendrymer — antyoksydant oraz ich rola w procesie nowotworzenia i leczenia
nowotwor6w” raczej nie jest stanem wiedzy literaturowej, ale zapowiedzig planowanych w
ramach doktoratu badan.

Lektura tej czedci pracy nasuneta mi kilka pytan, na ktére chciatabym uzyskaé
odpowiedz w trakcie publicznej obrony.

1) Czy dendrymery peptydowe zawierajace reszty lizyny lub argininy mozna z
punktu widzenia zdolnosci oddziatywania z btonami komérkowymi i zdolnosci ich
przenikania przez blony komérkowe, poréwnaé/odniesé do powszechnie
stosowanych peptydéw penetrujgcych blony komérkowe (CPP). Ktéra grupa
dodatnio natadowanych peptyd6w jest bardziej uzyteczna jako transporter/nosnik
rdznego rodzaju zwigzkéw do komdrki?

2) Doktorant pisze, ze ,dendrymery o matych rozmiarach moga wnikac glebiej i
uzyska¢ bardziej rozlegly dystrybucjc niz nanoczastki o konwencjonalnej
wielkosci)”, proszg o przedstawienie poréwnania wielkogci czgstek w zaleznosci
wiasciwosci dotyczacych dystrybucji tkankowej i efektywnosci docierania do
okreslnego miejsca w organizmie.

3) Intrygujace jest réwniez stwierdzenie ze dendrymery peptydowe otrzymywane sg
na drodze dobrze poznanych wysokowydajnych i stereoselektywnych metod
syntezy peptyddéw. C6z znaczg te stereoselektywne metody?

Drugi rozdziat gléwny to ,Hipoteza Naukowa, Cel i Zakres Pracy”, rozdzial ten
napisany jest w sposéb klarowny. Na pochwale zastuguje réwniez krétki opis planowanych
do zastosowania metodyk badawczych.

Kolejny rozdziat to ,Badania Wiasne” liczacy 41 stron. Pierwszy etap pracy
badawczej dotyczyt syntezy dendronéw peptydowych (na bazie lizyny lub ornityny) oraz
dendronéw  sfunkcjonalizowanych pochodnymi kwasu cynamonowego i pochodnymi
imidazolu. Reakcje przeprowadzano zaréwno metoda syntezy w roztworze jak 1 na nosniku

statym, co pozwolifo na opracowanie optymalnych warunkéw syntezy dendronéw
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peptydowych. Kolejny etap badan dotyczyt opracowania syntezy peptydowych dendrymeréw
typu ,bola” zawierajacych trwate i degradowalne 1aczniki organiczne. Zoptymalizowana
metoda syntetyczna obejmuje: 1) otrzymanie zabezpieczonego dendronu, 2) jego reakcje z
odpowiednim tgcznikiem organicznym, co prowadzi do wytworzenia rdzenia dendrymeru
typu ,,bola”, 3) konicowy funkcjonalizacje. Dla wybranych 56a, 58a, 55a i 57a wykonano
badania wlasciwosci antyoksydacyjnych. Doktorant stwierdzit ze, dendrymery ,bola”
zawierajgce histydyne charakteryzujg sie wysoka zdolno$cig do redukcji, zas zawierajace
proling sa efektywniejszymi wygaszaczami wolnych rodnikéw. Przeprowadzone zostaly
réwniez badania nad zdolInoscig kompleksowania lekéw stosowanych w terapii onkologicznej
przez uzyskane dendrymery typu ,.bola”. Dendrymer zawierajacy reszty proliny (zwigzek
55a) kompleksuje wszystkie testowane leki (cytarabina, temozolomid, chlorambucil),
natomiast dendrymer modyfikowany resztami histydyny (zwigzek 58a) kompleksuje
chlorambucil. Wstepne badania wskazujg, ze dendrymery ,,bola” w stezeniu 50 pM wykazuja
silniejszy efekt biologiczny niz temozolomid.

Aktywnosé przeciwnowotworowa zwigzkow 23, 43, 55a, 57a, 56aa i 58a badana byta
na modelu komdrek glejaka U87 i T98G. Uzyskane wyniki badan biologicznych wskazuja, ze
dimeryzacja dendronu zwigksza jego aktywno$é, zas tadunek i budowa modulujg aktywnosé
biologiczng. Dla zwigzkéw 57a i 58a roznigcych si¢ obecnodcia reszt prolinowych i
histydynowych,  stwierdzono, ze reszty  histydynowe  wzmacniajg  aktywnogé
antyproliferacyjna zwiazku 58a w modelu T98G, zas zwiazek 57a zawierajacy reszty proliny
wykazuje podobng aktywnosé proapoptotyczng co zwigzek 58a. Co istotne zwiazek 58a
charakteryzuje si¢ wyzsza aktywnoscig biologiczng wzgledem bardziej opornego modelu
glejaka T98G. Zgodnie z oczekiwaniami, stwierdzono, ze lepsza przenikalnogé przez blony
komérkowe zwigzkéw dendrymerycznych, przektada si¢ na ich wyzsza aktywnodé
przeciwnowotworowg. Natomiast zdolnogé penetracji btony komdrkowej zalezy od tadunku
dendrymeréw, charakteru amfifilowego i cigzaru czgsteczkowego.

Réwniez w tym rozdziale Doktorantowi nie udato si¢ unikng¢ bledéw i okreglen
zargonowych, np. charakterystyka $mierci komérek (strona 87), odno$nik do publikacji 123
na stronie 85. Przedstawione powyzej uwagi krytyczne w zaden sposdb nie obnizajg mojej
wysokiej oceny recenzowanej pracy.

Lektura tej czesci pracy nasuncta mi jeszcze jedno pytanie/uwage, ktdre chciatabym aby
Doktorant przedyskutowat w trakcie publicznej obrony pracy:
1} Czym moze by¢ spowodowane tak ogromne zréznicowanie wydajnosci syntez

dendrondéw i dendrymeréw?



Rozdziat czwarty »Podsumowanie i wnioski” Przygotowany zostal klarownie i nie
budzi zastrzezen.

Rozdziat pigty »Cze$¢  eksperymentalna” opisany jest poprawnie. Procedury i
protokoty przedstawione zostaly w sposéh umozliwiajacy ich odtworzenie. Jedynie czego mi
zabraklo, to warunkéw analiz HPLC docelowych Zwigzkéw przedstawionych w pracy na
stronach (134-136).

Zbidr cytowanych odnoénikéw literaturowych obejmuje 127 pozycji. W tym miejscu
musz¢ niestety stwierdzié, ze opis odnodnikéw literaturowych jest wyjatkowo niestaranny
(brak jednakowego sposobu zapisu).

Podsumowujac, wysoko oceniam wybér ambitnego tematu badafi, w peini zgodnego
ze wspllczesnymi  kierunkam; prac o charakterze podstawowym jak i potencjale
aplikacyjnym. Wysoce Pozytywnie oceniam zastosowanije zréznicowanych i nowoczesnych
metod badawczych, oraz trudny i interdyscyplinarny charakter wykonanych prac
eksperymentalnych. Na szczegdlne uznanie zastuguje  biegtosé wykorzystywania
réznorodnych metod syntetycznych, ktére Doktorant potrafit zaimplementowaé w badaniach.
Umiejetnosci te wystawiajg najlepsze $wiadectwo gruntownej wiedzy oraz dojrzatosci
navkowej Doktoranta,

Na dorobek publikacyjny mgr Macieja Cieslaka skiada sig dwie publikaciji z listy JCR,
dwie publikacje o zasiegu krajowym, zgloszenie patentowe. Pan Maciej Cieglak Jjest réwniez
wspélautorem 16 komunikatéw prezentowanych na konferencjach migdzynarodowych.
Doktorant brat udziat w realizacji projektu Opus 10, pt. ,,Projektowanie i synteza pH-lub
redox-czutych dimerycznych dendronéw jako nanonarzedzia do transportu siRNA lub lekéw
do komérek glejaka”

Podsumowujac, pozytywnie oceniam rozprawg doktorskg mgr Macieja Cieslaka.
Wyniki badan sg wartodciowe j wnosza znaczacy wkiad w rozwéj nauki, Uwazam, ze
przedstawiona rozprawa spetnia wymagania stawiane zwyczajowo pracom doktorskim oraz
obowigzujace wymagania ustawowe, W zwigzku z tym wnioskuje o dopuszczenie mgr

Macieja Cieélaka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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