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RECENCIA
Rozprawy doktorskiej Pani Mgr. Agaty Krzak pt.:
»Modyfikowane cyklodekstryny jako nosniki lekéw i ich oddziatywania z DNA”

wykonanej w Pracowni Teorii i Zastosowan Elektrod na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego

pod kierunkiem prof. Dr hab. Renaty Bilewicz

Prezentowana rozprawa doktorska Pani mgr. Agaty Krzak wpisuje sie w nurt bardzo
nowoczesnych i aktualnych badarn dotyczacych opracowania nosnikéw lekéw umozliwiajgcych ich
precyzyjny transport do miejsc zaatakowanych chorobg z pominigciem zdrowych obszaréw.
Taka strategia zwieksza skutecznos¢ leczenia z jednoczesnym zmniejszeniem skutkéw ubocznych.

Autorka rozprawy zastosowata pochodne cyklodekstryn w roli potencjalnych nosnikdw lekéw.

Modyfikacje cyklodekstryn zostaty starannie zaplanowane w celu sprawdzenia wptywu wybranego
podstawnika na okre$lone parametry potencjalnego nosnika takie jak: zwiekszenie statych trwatosci
komplekséw z wybranymi lekami, zapewnienie powinowactwa do receptoréw wystepujgcych na
powierzchni bton komérek nowotworowych, wykreowanie zaleznosci statych trwatosci komplekséw
lek- cyklodekstryna od wartosci pH. Wymienione parametry majg decydujacy wptyw na skuteczne i
celowane dostarczenie leku.

Autorka wigczyta w swoja rozprawe badania dotyczace oddziatywania lekéw przeciw nowotworowych
antracyklin z dsDNA w obecnosci wybranych cyklodekstryn.

Rozprawe doktorskg rozpoczyna jej streszczenie. Autorka zdecydowata sie na skrotowy opis
poszczegblnych rozdziatéw. Uwazam, e syntetyczne podsumowanie uzyskanych wynikéw, z
podkresleniem najwazniejszych osiggnie¢, zdecydowanie podniostoby walory poznawcze streszczenia,
zachecajac do zapoznania sie z catg rozprawa. W opisie celu rozprawy, zbrakto podkreslenia nowosci
podejmowanych zadan badawczych w sSwietle badan juz przeprowadzonych przez inne osrodki
naukowe, wtgczajac Wydziat Chemii Uniwersytetu Warszawskiego.



Rozprawa Pani mgr. Agaty Krzak zwiera bogatg czes$¢ literaturowa, podzielong na cztery rozdziaty i
szereg podrozdziatéw. Autorka szczegdétowo opisuje cyklodekstryny, ich budowe oraz wtasciwosci
(rozdziat 1). Nastepnie przedstawia kwas deoksyrybonukleinowy, ze szczegélnym uwzglednieniem
oddziatywan ze zwigzkami chemicznymi spetniajagcymi role lekdw (rozdziat 2). Kolejne rozdziaty s
poswiecone opisowi leku temozolomidu (rozdziat 3) oraz pochodnych antrachinonu (rozdziat 4).

Czes¢ literaturowa jest odpowiednio nasycona licznymi (152 pozycje) i adekwatnymi odnosnikami
literaturowymi. Autorka przedstawia szereg metod otrzymywania komplekséw cyklodekstryn z
lekami. Chciatabym zapytaé, jaki procent leku wystepuje w postaci kompleksu z cyklodekstryng w
zaleznoéci od metody otrzymywania kompleksu? W rozdziale 1.5.5 (strona 32), autorka umiescita
informacje, ze (cytuje) ,..cyklodekstryny nie sg zdolne do szybkiego przenikania przez btony
biologiczne. Wolna posta¢ leku, niezwigzana z kompleksem i bedaca w réwnowadze z kompleksem lek-
CD, ma tendencje do penetracji bton lipofilowych [18]”. Chciatabym autorke zaprosi¢ do gtebszego
przedyskutowania tego problemu. Czego mozemy si¢ spodziewac stosujgc cyklodekstryny do
celowego transportu lekéw? Jak nalezy dobiera¢ typ kompleksu lek- cyklodekstryna w celu uzyskania
najlepszego efektu terapeutycznego? Jakie czynniki powodujg uwalnianie leku z kompleksu lek-
cyklodekstryna?

Autorka umieszcza informacje w rozdziale 4.4 (strona 66), ze, cytuje ,Cyklodekstryny sa w stanie
zmniejszacd ilo$¢ cholesterolu w btonach komdérkowych.” Jaki jest mechanizm tego istotnego procesu?

Rozdziat 4.4 jest ostatnim rozdziatem Czesci literaturowej. Koriczy sie nagle. Odczuwa sie brak
podsumowania tego rozdziatu, uzasadniajgcego celowos¢ podjetych badan.

Cze$¢ eksperymentalna jest przedstawiona bardzo starannie i klarownie. Swiadczy to, ze autorka
bardzo dobrze zna podstawy metod stosowanych do realizacji rozprawy.

Autorka dziekuje Panu dr Maciejowi Majdeckiemu za synteze modyfikowanych cyklodekstryn (strona
2 rozprawy). Uwazam jednak, ze nalezato umiesci¢ ta informacje réwniez w rozprawie, np. na stronie
85, za fragmentem opisujagcym nowo zsyntetyzowane pochodne beta- cyklodekstryny.

Nasuwa sie réwniez pytanie, czy autorka rozprawy brata udziat w planowaniu syntezy nowych
pochodnych cyklodekstryn?

W punkcie 6 Czesci eksperymentalnej autorka umieszcza informacje o aparaturze i odczynnikach.

Nastepnie, w punkcie 7 przedstawia wyniki dotyczace wyznaczania rozpuszczalnosci pochodnych
cyklodekstryn. Moim zdaniem, w tym miejscu nalezato rozpoczaé nowy rozdziat dotyczacy omawiania
uzyskanych przez autorke wynikow.

Do realizacji rozprawy autorka zastosowata natywna beta cyklodekstryne oraz cztery jej pochodne
réznigce sie podstawnikami. Ich wzory strukturalne zostaty przedstawione w Tabeli 2. Zastosowane
podstawniki miaty wptyw na rozpuszczalno$¢ cyklodekstryn. Wysoka rozpuszczalnoé¢ cyklodekstryn
jest zwtaszcza pozadana w pH 5,5 charakteryzujgcym miejsca zmienione nowotworowo.

Do badania kompleksow z pochodnymi cyklodekstryn autorka wybrata nastepujgce leki:
temozolomid, kwas antrachino-2-karboksylowy, sél sodowg kwasu antrachino-2- sulfonowego,
doksorubicyne oraz daunorubicyne.

Wykorzystujgc wtasciwosci elektrochemiczne temozolomidu, autorka wyznaczyta wartosci statych
trwatosci jego komplekséw z pochodnymi cyklodekstryn stosujagc woltamperometrie cykliczng i
woltamperometrie pulsowa réznicowgq, uzyskujac bardzo podobne wartosci (Tabela 5). Zdecydowanie
nizsze wartosci statych trwatosci komplekséw temozolomidu z beta-cyklodektrynami posiadajgcymi
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podstawnik triazolowy oraz galaktozamine zarejestrowane w pH 5,5 w poréwnaniu z pH 7,4 wskazujg
na potencjalng uzyteczno$¢ tych pochodnych do celowego transportu temozolomidu.

W przypadku kwasu antrachino-2-karboksylowego, do wyznaczania wartosci statych trwatosci jego
komplekséw z pochodnymi cyklodekstryn autorka zastosowata spektroskopie UV-Vis.
W przypadku tego zwigzku, do pomiaréw wartosci statych trwatosci zastosowano pH 7,4 oraz pH 3,0.
Dlaczego?

Dane przedstawione w Tabeli 6 wskazuja za zdecydowanie wyizsze wartosci statych trwatosci
zarejestrowane w roztworach o pH 3,0 w poréwnaniu z wartosciami uzyskanymi dla roztworéw o pH
7,4. Dlaczego?

Wykorzystujagc obecno$¢ elektro-aktywnej grupy chinonowej w strukturze kwasu antrachino-2-
karboksylowego oraz soli sodowej kwasu antrachino-2- sulfonowego, autorka wyznaczyta wartosci
statych trwatosci ich komplekséw z pochodnymi cyklodekstryn stosujac woltamperometrie cykliczna
(Tabela 7). Uzyskane wartosci sg zblizone do wartosci uzyskanych metodg UV-Vis. Zdecydowanie
wyzsze wartosci statych trwatosci zarejestrowano w roztworach o pH 3,0 w poréwnaniu z wartosciami
uzyskanymi dla roztwordw o pH 7,4.

Na stronie 124 autorka umieszcza informacje, ze doksorubicyna oraz daunorubicyne ulegajg
reakcjom utlenienia i redukcji z.udziatem dwdch elektronéw oraz dwéch protondw. Niestety, autorka
nie umiescita w rozprawie eksperymentalnego udowodnienia tego stwierdzenia.

Wartosci statych trwatosci komplekséw doksorubicyny oraz daunorubicyny z pochodnymi
cyklodekstryn zostaty wyznaczone metodg woltamperometrii fali prostokatnej. Uzyskane wyniki
zebrano w Tabeli 8. W jej podpisie jest brak metody wyznaczania. W przypadku tych komplekséw
zarejestrowano wyzsze wartosci statych trwatoéci w roztworach o pH 7,4 w poréwnaniu z wartosciami
uzyskanymi w roztworach o pH 5,5.

Autorka do rozprawy wilaczyta réwniez  wyniki dotyczace mozliwych oddziatywan pomiedzy
czasteczky doksorubicyny a beta — cyklodekstryng z tacznikiem triazolowy i kwasem liponowym oraz
beta — cyklodekstryng z facznikiem triazolowym i galaktozaming uzyskane poprzez przeprowadzenie
symulacji komputerowych. Symulacje zostaly wykonane przez dr Olge Swiech z Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Warszawskiego. Uzyskane wyniki zostaty opublikowane w renomowanych czasopismach
Nanoscale 8, 2016, 16733-16742 oraz Inter. J. of Pharm. 589, 2020, 119834-119847. Pani mgr. Agata
Krzak jest wspotautorkg obu artykutéw. Niestety, nie okreslita swojego udziatu. Na podstawie
uzyskanych obliczen stwierdzono, ze w pH 5,5 kompleks samoinkluzyjny miedzy pierscieniem 1,2 -
ditiolanu a wneka beta — cyklodekstryny z fgcznikiem triazolowym i kwasem liponowym jest
preferowang forma czasteczki. Natomiast w pH 7,4 zaobserwowano swobodne ruchy termiczne
fancucha bocznego cyklodekstryny, z niewielkim udziatem kompleksu samoinkluzyjnego. W obecnosci
doksorubicyny stwierdzono, ze w pH 7,4 wnika ona do wneki cyklodekstryny tworzgc kompleks
inkluzyjny. Natomiast w pH 5,5 dochodzi do powstawania kompleksu samoinkluzyjnego z kwasem
liponowym we wnece. Czasteczka doksorubicyny znajduje sige poza wneka, oddziatywujac z tacznikiem
triazolowym i kwasem liponowym obecnym w czasteczce beta — cyklodekstryny poprzez wigzania
wodorowe oraz oddziatywania protonowo-akceptorowe. Natomiast w przypadku beta -
cyklodekstryny z tacznikiem triazolowym i galaktozaming wykazano, ze najbardziej korzystne
energetycznie jest pofozenie fancucha bocznego zawierajgcego galaktozamine poza wneka
cyklodekstryny, a doksorubicyna znajduje sie wewnatrz wneki. Dodatkowo stwierdzono, ze pierscien
triazolowy wzmacnia kompleks poprzez oddziatywania protonowo- akceptorowe z pierscieniem
aromatycznym leku. Chciatabym poprosi¢ autorke o przedyskutowanie wnioskéw uzyskanych przy



pomocy symulacji komputerowych, a wynikami uzyskanymi przy pomocy metod elektrochemicznych
oraz spektroskopii UV-Vis.

Do zbadania cytotoksycznosci wybrano beta — cyklodekstryne z tacznikiem triazolowym i kwasem
liponowym oraz jej kompleks z doksorubicyng. Badania zostaty wykonane przez grupe prof. Marcina
Kruszewskiego w Centrum Radiobiologii i Dozymetrii Biologicznej Instytutu Chemii i Techniki Jadrowe;j.
Badania przeprowadzono na komérkach ludzkiego raka ptuc oraz raka szyjki macicy. Uzyskane wyniki
zostaty opublikowane w czasopismie Nanoscale 8, 2016, 16733-16742.

Natomiast do zbadania cytotoksycznosci w stosunku do komdrek ludzkiego raka watrobowo
komoérkowego wybrano beta — cyklodekstryne z tacznikiem triazolowym i galaktozaming oraz jej
kompleks z doksorubicyng. Badania zostaty przeprowadzone przez dr Alicje Trebiriska — Stryjewskg z
Centrum Inzynierii Biomedycznej Instytutu Optoelektroniki Wojskowej Akademii Technicznej oraz mgr
Macieja Wakute z Zaktadu Onkologii Molekularnej i Translacyjnej Narodowego Instytutu Onkologii im.
Marii Sktodowskiej-Curie. Wykazano, ze beta — cyklodekstryna z fgcznikiem triazolowym i
galaktozaming nie byta toksyczna dla komdrek, natomiast doksorubicyna oraz kompleks doksorubicyny
z beta — cyklodekstryng z fgcznikiem triazolowym i galaktozaming zmniejszaty aktywnos¢ metaboliczng
komorek w sposéb zalezny od stezenia i czasu w podobnym stopniu.

Uzyskane w wyniki zostaty opublikowane w czasopismie Inter. J. of Pharm. 589, 2020, 119834-
119847. | obu przypadkach, udziat Pani mgr. Agaty Krzak nie zostaf okreslony.

Przedmiotem badan Pani mgr. Agaty Krzak byt réwniez wptyw pochodnych cyklodekstryn na
oddziatywanie doksorubicyny oraz daunorubicyny z dsDNA. Badania przeprowadzono metodg UV-Vis.
Wartosci statych wigzania komplekséw zestawiono w Tabeli 9. W przypadku oddziatywan kompleksu
doksorubicyny oraz daunorubicyny z beta — cyklodekstryng z tacznikiem triazolowym i galaktozaming
otrzymano wyzszg warto$c¢ statej wigzania w pH 5, 5 w poréwnaniu z wartosciami otrzymanymi w pH
7, 4. Dla komplekséw z pozostatymi pochodnymi cyklodekstryny zaobserwowano zaleznos¢ odwrotna.
Dlaczego?

Pani mgr. Agata Krzak jest wspdtautorky 6 pozycji literaturowych. Ale tylko dwie z nich
(Nanoscale 8, 2016, 16733-16742; Inter. J. of Pharm. 589, 2020, 119834-119847) umiescita w
rozprawie doktorskiej. W dwoch artykutach opublikowanych w renomowanych czasopismach
(Electrochimica Acta, 247, 2017, 139-148 oraz Bioelektrochemistry, 136, 2020, 107587-107593) Pani
mgr. Agata Krzak jest pierwszg autorka. Wyniki opisane w tych artykutach moim zdaniem stanowig jej
kluczowe osiggniecia.

Podsumowujgc, stwierdzam, ze wyniki uzyskane przez Panig mgr. Agate Krzak stanowig istotny
wktad w poszukiwaniu zwigzkéw spetniajacych role nosnikow lekéw zwigkszajacych efektywnosé
leczenia, a jednoczesnie zmniejszajacych dziatania uboczne. Jednoczesnie, potwierdzajg wysoka
przydatno$¢ metod elektrochemicznych do realizacji tego typu badan.

Zatem, zwracam sie do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego o kontynuowanie
procedury zwigzanej z obrong rozprawy doktorskiej Pani mgr. Agaty Krzak.
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