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Poznan, dnia 12 marca 2023 roku

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Malgorzaty Malinowskiej pt. ,,Badania oddzialywan
dendrymeru PPI G4 z wybranymi lekami i aminokwasami w §rodowisku wodnym”,
wykonanej pod kierunkiem promotora prof. dr. hab. Bartlomieja Palecza i dr. hab. Adama
Buczkowskiego, w Katedrze Chemii Fizycznej w Zakladzie Chemii Biofizycznej

Uniwersytetu L.odzkiego

Podstawq sporzqdzenia recenzji jest pismo prof. dr hab. Stawomiry Skrzypek, Dziekana Wydziatu
Chemii Uniwersytetu £odzkiego z dnia 22.02.2023 roku

Celem pracy doktorskiej pod tytulem ,,Badania oddziatywan dendrymeru PPI G4 z wybranymi
lekami i aminokwasami w s$rodowisku wodnym” byto zbadanie oddzialywan w $rodowisku
wodnym dendrymeru PPI G4 z wybranymi ligandami: lekami onkologicznymi: 5-fluorouracylem,
5-jodouracylem, tegafurem, monofosoranem fludarabiny i azydotymidyna oraz dwoma
aminokwasami: L-o-tyrozyng oraz L-a-tryptofanem. Tematyka pracy doktorskiej jest aktualna i
perspektywiczna zarowno w aspekcie poznawczym, jak i aplikacyjnym. Udoskonalenie lekéw w
taki sposob, aby eliminowaty komorki rakowe przy jednoczesnym jak najmniejszym uszkodzeniu
zdrowych komorek gospodarza, to jedno z wyzwan wspodlczesnej farmacji i medycyny. W tym
celu bada si¢ réznorodne no$niki lekéw takie jak dendrymery, ktore stanowig pewnego rodzaju
opakowanie dla zwigzkow bioaktywnych bardzo czesto niestabilnych w warunkach in vivo.
Dzigki czasteczkom gospodarza lek zostaje odizolowany od §rodowiska zewnetrznego, chroniony
jest przed inaktywacja oraz spowolniony jest proces jego uwalniania, przez co zmniejsza si¢ jego
toksycznos¢ z rownoczesnym wydluzeniem czasu dziatania.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostala wykonana pod opieka naukowsa prof. dr.
hab. Bartlomieja Patecza oraz dr. hab. Adama Buczkowskiego, na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Lodzkiego. Praca doktorska mgr Matgorzaty Malinowskiej zostala przedstawiona w formie
zawierajacej wszystkie niezbedne elementy wymagane w dysertacjach naukowych. Praca zostala

napisana w jezyku polskim w tradycyjnej formie. Rozprawa jest napisana poprawnym jezykiem
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naukowym w sposob przejrzysty, jednoznaczny i z zachowaniem spdjnosci wypowiedzi, liczy
237 stron maszynopisu i jest podzielona na klasyczne rozdziaty: wstep i cele pracy, Czgs$¢
teoretyczng (59 stron), cze$¢ eksperymentalng (19 stron), wyniki pomiardw i ich interpretacja (64
strony), podsumowanie, streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz bibliografie. Przeglad
literaturowy oraz dyskusja wynikow zostala przygotowana w oparciu o 219 pozycji
literaturowych, obejmujacych najwazniejsze doniesienia naukowe dotyczace tematyki rozprawy
doktorskiej. Calos¢ pracy zakonczona jest zalacznikiem zawierajacym: dodatkowe dane
eksperymentalne oraz obliczenia, kopie dwoch publikacji powstatych w oparciu o badania opisane
w pracy doktorskiej opublikowane w Journal of Molecular Liquids w latach 2020 i 2021 oraz
dorobek naukowy mgr Matgorzaty Malinowskiej obejmujacy 4 publikacje naukowe, rozdziat w
monografii oraz 24 doniesienia na konferencjach naukowych.

Autorka pracy doktorskiej w czgsci teoretycznej skupita si¢ na trzech tematach: strukturze cieklej
wody, dendrymerach oraz na badanych ligandach - lekach i aminokwasach- L-tyrozynie i L-
tryptofanie. Doktorantka swoje badania prowadzi w $rodowisku wodnym. Rozdziat ,,Struktura
cieklej wody” wprowadza czytelnika w problematyke bardzo szeroko badang i dyskutowang przez
naukowcow w ostatnich latach. Znajomos$¢ budowy ciektej wody, jej struktury klastrowej i
wynikajace z niej unikalne wiasciwosci rozpuszczalnika powinna rozpoczyna¢ kazde badania
mechanizmoéw reakcji w srodowisku wodnym. Zwiazki chemiczne nazywane dendrymerami to
dzisiaj bardzo duza grupa polimeréw o zlozonej budowie i specyficznych wilasciwosciach. W
drugim rozdziale czesci teoretycznej mgr M. Malinowska przedstawita w oparciu o literaturg
naukowa budowg, metody otrzymywania 1 wilasciwosci fizykochemiczne dendrymerow
polipropylenoiminowych  (PPI). To opracowanie jest przygotowane bardzo starannie i
uwzglednia moim zdaniem calg istotng literature z tego zakresu, co wskazuje na bardzo dobre
przygotowanie teoretyczne Doktorantki do prowadzenia wiasnych badan eksperymentalnych. W
trzecim rozdziale czeSci teoretycznej zostaly przedstawione podstawowe informacje
fizykochemiczne o badanych zwigzkach chemicznych: lekach i aminokwasach. Charakterystyke
dendrymer PPI G4 przedstawita w rozdziale poprzednim omawiajac polimery dendrymerowe.
Przedstawione informacje dotyczace budowy, wlasciwosci i medycznego zastosowania
wybranych zwigzkow chemicznych maja uzasadnia¢ czytelnikowi celowosé podjetych badan nad

oddziatywaniem ich z dendrymerem PPl G4 w $rodowisku wodnym.

W rozdziale Cze¢s$¢ eksperymentalna mgr Malgorzata Malinowska omowita podstawy teoretyczne
oraz procedury wyznaczania parametrow fizykochemicznych tworzenia kompleksow receptor
molekularny-ligand/czasteczka go$cia za pomoca technik: spektroskopowych, dializy

robwnowagowej, potencjatu Zeta oraz kalorymetrii izotermicznej. Opis metodologii badan jest



bardzo precyzyjny, co gwarantuje poprawno$¢ i wiarygodnos¢ wynikow eksperymentalnych

uzyskanych przez mgr M. Malinowska.

W rozdziale Wyniki pomiaréw i ich interpretacja autorka dysertacji doktorskiej przedstawita
wyniki uzyskane w badaniach reakcji tworzenia kompleksow PPI G4 z lekami i aminokwasami w
srodowisku wodnym w kolejnosci stosowanych metod analitycznych. Na podstawie pomiarow
pH-metrycznych wodnych roztworéw dendrymeru PPI G4 mgr M. Malinowska okreslita stopien
protonowania powierzchniowych pierwszorzgdowych grup aminowych makroczasteczki PPI G4.
Na podstawie pomiaréw spektroskowych UV-Vis wyznaczyta rozpuszczalnosé: 5-fluorouracylu,
5-jodouracylu, tegafuru, azydotymidyny, monofosoranu fludarabiny, L-a-tryptofanu oraz L-o-
tyrozyny w wodnych roztworach dendrymeru PPI G4 o wzrastajagcym stezeniu oraz obliczyta na
tej podstawie liczbe miejsc aktywnych w makroczasteczce dendrymeru PPl G4 wigzacych
czasteczki liganda w $rodowisku wodnym. Wyniki badan rozpuszczalnosci wskazuja, ze
makroczasteczka PPI G4 przylacza wigcej czasteczek tegafuru i 5-jodouracylu o silniejszych
wilasciwosciach hydrofobowych niz 5-fluorouracylu. Stosuja metode dializy réwnowagowej
Doktorantka wyznaczyta rownowagowy rozklad liganda (5-fluorouracylu, 5-jodouracylu,
tegafuru, azydotymidyny, monofosforanu fludarabiny, L-a-tryptofanu) pomigdzy faze wodng i
faz¢ z dendrymerem PPI G4. Wykorzystujac rownanie Scatcharda-Klotza dla jednego rodzaju
miejsc aktywnych obliczyta liczb¢ miejsc aktywnych w makroczasteczce dendrymeru PPl G4
wigzacych czasteczki liganda oraz stala wigzania ligand-miejsce aktywne w makroczasteczce dla
badanych lekow oraz L-a-tryptofanu. Wyniki dializy réwnowagowej wskazuja, ze
makroczasteczka dendrymeru PPI G4 przylacza najwigcej czasteczek monofosforanu fludarabiny
sposrod badanych czasteczek gos$cia. Liczba przylaczonych czasteczek (n) lekow oraz L-a-
tryptofanu do makroczasteczki dendrymeru PPI G4 wynosi od okoto 10 do 30 czasteczek liganda.
Podczas gdy stale wigzania ligand-receptor dla uktadu dendrymer PPl G4-lek oraz dendrymer
PPl G4-L-tryptofan mieszcza si¢ w zakresie od okoto 300 do 1000. Obliczone parametry
fizykochemiczne wigzania 5-fluorouracylu z dwoma rodzajami miejsc aktywnych w
makroczasteczce dendrymeru PPI G4 potwierdzaja opisane w literaturze wysokie powinowactwo
tego leku do makroczasteczki PPl G4. Metoda miareczkowania kalorymetrycznego autorka pracy
wyznaczyta parametry fizykochemiczne oddziatywan dendrymeru PPI G4 z 5-fluorouracylem, 5-
jodouracylem, tegafurem, azydotymidyna, monofosoranem fludarabiny oraz z L-a-tryptofanem.
Wyznaczyta liczb¢ miejsc aktywnych w makroczasteczce dendrymeru PPI G4 wigzacych
czasteczki liganda, stala wigzania ligand-miejsce aktywne w makroczasteczce dendrymeru PPI
G4, wartosci standardowej entalpii, entropii oraz entalpii swobodnej. Badania kalorymetryczne
ITC wskazatly, ze makroczasteczka PPI G4 wigze okoto 40 czasteczek monofosforanu fludarabiny
z powinowactwem wyzszym niz pozostate badane ligandy. Najbardziej egzotermiczny efekt
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oddzialywan liganda z miejscem aktywnym makroczasteczki PPI G4 obserwuje si¢ dla
monofosforanu fludarabiny, natomiast najmniej egzotermiczny efekt obserwuje si¢ dla L-a-
tryptofanu. Wyznaczone standardowe entalpie swobodne oddziatywan wszystkich ligandow z
miejscami aktywnymi makroczgsteczki PPI G4 wskazujg, ze proces tworzenia kompleksu jest
termodynamicznie samorzutny. Na podstawie badan *H NMR mieszanin dendrymeru PPl G4 o
wzrastajagcym stezeniu S-fluorouracylu, 5-jodouracylu, tegafuru, azydotymidyny, monofosforanu
fludarabiny, L-o-tryptofanu i L-a-tyrozyny w wodzie ciezkiej D,O wskazano grupy funkcyjne
dendrymeru PPI G4 zaangazowane w wigzanie czgsteczek: lekéw oraz L-a-tryptofanu i L-o-
tyrozyny. Dokonano pomiaru potencjatu Zeta dendrymeru PPl G4 w wodnym roztworze 5-
flurouracylu o wzrastajacym st¢zeniu wyznaczajac na jego podstawie liczbe miejsc aktywnych w
czasteczce dendrymeru PPI G4 wigzacych czasteczki 5-fluorouracylu. Uzyskane wyniki
pomiaréw za pomocg wielu metod analitycznych pozwolily mgr Malgorzacie Malinowskiej na
przedstawienie, dobrze udokumentowanego eksperymentalnie, mechanizmu wigzania przez
dendrymer PPI G4 wybranych lekéw antynowotworowych oraz wybranych aminokwaséw w
wodzie.  Rezultaty badan, bardzo istotne dla celow medycznych, otwieraja mozliwo$¢
rozpoczecia studiow nad zastosowaniem badanych uktadow w terapii antynowotworowej, jako

lekéw o przedtuzonym dziataniu.

Analiza uzyskanych wynikow nasuwa kilka pytan, ktore planuj¢ przedyskutowa¢ z Doktorantka w
trakcie publicznej obrony, dotycza one przede wszystkim zastosowania badanych uktadow w
farmacji i medycynie. Mieszanina kompleksu dendrymer-lek oraz wolnego leku to literaturowy
model leku o przedtuzonym dziataniu, w ktorym w zywych organizmach w pierwszym okresie
dziatanie biologiczne spoczywa na wolnym leku, a w dluzszym okresie czasu na leku
uwolnionym z kompleksu. Aby zastosowa¢ badane uktady jak leki o przedluzonym dziataniu

nasuwajg si¢ pytania:

1. Czy i w jakich warunkach mozna wyizolowa¢ kompleks PPI G4-lek z roztworu? Jaka jest
stechiometria PPI G4/lek w wyizolowanym kompleksie?

2. Jak przedstawia si¢ konkurencyjno$¢ tworzenia kompleksow PPI G4 z lekami w stosunku
do innych kwasow obecnych w roztworze wodnym?

3. Jakie czynniki fizykochemiczne moga powodowaé rozktad kompleksu PPIG4-lek i

uwolnienie leku?

W trakcie realizacji pracy doktorskiej mgr Matgorzata Malinowska podjeta si¢ przeprowadzié
bardzo czasochtonne i1 precyzyjne badania rozpuszczalnosci oraz oddziatywania badanych lekow
w wodzie w obecnosci dendrymeru PPI G4 uzyskujac wyniki, ktore sa konieczne do dalszych
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badan nad zastosowaniem tego typu uktadow, jako lekow antynowotworowych o przedluzonym
dziataniu. Cele przedstawione we wstepie rozprawy doktorskiej zostaty w pelni osiagnigte a czgs¢

wynikow zostata opublikowana w specjalistycznych czasopismach o obiegu swiatowym.

Reasumujac, zgodnie z art. 187 ustawy ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” przedstawiona
rozprawa doktorska prezentuje ogdlng wiedze teoretyczng mgr Malgorzaty Malinowskiej w
dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych, dyscyplinie nauki chemiczne oraz potwierdza
umieje¢tnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Przedstawione rezultaty w rozprawie
doktorskiej stanowia oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Do najwazniejszych
osiaggnie¢ naukowych w obszarze chemii fizycznej, supramolekularnej oraz medycznej zaliczam:
przeprowadzenie kompleksowych badan kilkoma technikami analitycznymi oddzialywan
dendrymeru PPl G4 z wybranymi lekami oraz aminokwasami w celu wyznaczenia liczby
aktywnych miejsc w makroczasteczce dendrymeru PPl G4 zdolnych do wigzania czgsteczek
liganda, jak rowniez wyznaczenie statych rownowagi wigzania ligand-makroczasteczka receptora
oraz wartosci standardowych funkcji termodynamicznych: entalpi AH, entropi AS oraz entalpi

swobodej AG wigzania badanych ligandow z makroczgsteczkg receptora.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa doktorska mgr Matgorzaty Malinowskiej
pt. ,,Badanie oddzialywan dendrymeru PPI G4 z wybranymi lekami i aminokwasami w
srodowisku wodnym”, zawiera pelng dokumentacje¢ przeprowadzonych badan i speinia kryteria
stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art. 17 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku - Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 201 r. poz. 166) oraz w paragrafie 5.2 rozporzadzenia
Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018 r. w sprawie szczegdtowego
trybu i warunkow przeprowadzania czynno$ci w przewodzie doktorskim, w postepowaniu
habilitacyjnym oraz w postgpowaniu o nadanie tytutu profesora. W zwiazku z tym, wnosze do
Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu L.odzkiego 0 dopuszczenie mgr
Malgorzaty Malinowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego i nadanie Jej stopnia

doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie chemia.
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