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OCENA PRACY DOKTORSKIEJ

PT.: “Zastosowanie dendrymeréw w technologii wytwarzania pochodnych kwasu
iminodioctowego jako substancji diagnostycznych w tomografii magnetycznego
rezonansu jadrowego” wykonanej przez mgr Magdalen¢ Markowicz-Piaseckg w
Zakladzie Chemii Farmaceutycznej i Analizy Lekéw Wydzialu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi

Przedstawiona mi do recenzji praca stanowi kontynuacj¢ badan zespolu naukowego
Zakladu Chemii Farmaceutycznej i Analizy Lekow UM w Lodzi nad doskonaleniem
farmaceutykéw do celow diagnostycznych i terapeutycznych. Rozprawa doktorska
koncentruje si¢ na ocenie mozliwosci zastosowania dendrymeréw jako nos$nikéw
komplekséw gadolinu z pochodnymi kwasu imino-dioctowego, stanowigcych potencjalne
srodki kontrastowe. Zagadnienie to jest szczegélnie wazne ze wzgledu na zapotrzebowanie na
nieinwazyjne metody diagnostyki obrazowej tkanek i narzadéw, miedzy innymi technika
magnetycznego rezonansu jadrowego. Poszukiwanie substancji kontrastowych o
optymalnych wlasciwosciach kontrastujacych i farmakokinetycznych stanowi przedmiot
zainteresowan badawczych Doktorantki.

Wieloletnie doswiadczenia badawcze zespolu naukowego Zakladu Chemii
Farmaceutycznej i Analizy Lekéw pozwolily okresli¢ ogélne wymagania strukturalne $rodka
kontrastujgcego do celow diagnostyki narzadéw metoda rezonansu magnetycznego. Okazaty
si¢ nimi kompleksy pierwiastkow ziem rzadkich, np. Gadolin z pochodnymi kwasu imino-
dioctowego. Skracajg one czas relaksacji T1 i T2 protonéw w polu magnetycznym, zjawiska
wymaganego do kontrastowego obrazowania tkanek. W celu polepszenia wiasciwosci
kontrastowych tych zwigzkéw Doktorantka postanowila skoniugowaé te zwigzki z
dendrymerami o réznej masie czasteczkowej. Wiadomo bowiem, ze wielkoczasteczkowe
zwiazki kontrastujagce wykazuja lepsze wilasciwosci kontrastowe poprzez skrécenie czasu
relaksacji.

Z tego wzgledu Autorka rozprawy doktorskiej przeprowadzila synteze¢ pochodnych
kwasu imino-dioctowego poprzez koniugacje tego kwasu z pochodnymi acetanilidu.



Acetanilid zostal modyfikowany obecnoscig 1, 2 lub 3 reszt metylowych w reszcie fenylowej
oraz atomem bromu w tri-metylowej pochodnej acetanilidu. Syntezg otrzymanych zwigzkoéw
przeprowadzono klasyczng metodologia chemii organicznej. Struktur¢ otrzymanych
zwigzkéw Doktorantka potwierdzila analiza elementarng oraz analiza widma 'H NMR oraz
IR. Otrzymane zwiazki przeprowadzono w sole litowe potwierdzajac ich struktur¢ analizg
elementarna i analiza widma IR, a nastepnie skompleksowano je z Gadolinem (Gd*>) tworzac
s6l sodows. Zwigzki te (4 produkty syntezy) po dokladnej analizie i potwierdzeniu tozsamosci
(analiza elementarna, IR) zostaly poddane koniugacji z dendrymerami G1-G4 PAMAM w
celu oceny wplywu tych dendrymeréw na ich rozpuszczalnosé oraz identyfikacj¢ sposobu
interakcji pomigdzy tymi zwigzkami. W celu oceny wplywu dendrymeréw na
rozpuszczalno$é badanych ligandow Doktorantka zastosowal spektrofotometryczng metode
rozpuszczalno$ci rownowagowej. Pozwolita ona wykazaé¢ korzystny wplyw dendrymer6w na
rozpuszczalno$¢ pochodnych kwasu imino-dioctowego, zalezny od stg¢zenia i masy
czasteczkowej dendrymeru, a takze stabilno$¢ otrzymanych komplekséw. Natomiast analiza
widma 'H NMR oraz 2D-NOESY wykazata elektrostatyczng interakcje pomiedzy grupami
aminowymi dendrymeru a karboksylowymi pochodnych kwasu imino-dioctowego. Do
dalszych badan Doktorantka zastosowala dendrymery G3 i G4 w celu utworzenia
kompleksow z gadolinowymi pochodnymi kwasu imino-dioctowego. Metodg analizy
spektrofotometrycznej Doktorantka wykazala zdolno$¢ wigzania przez jedng czgsteczke
dendrymeru PAMAM G4 az 68 czasteczek komplekséw gadolinu z badanymi pochodnymi
kwasu imino-dioctowego.

W toku dalszych badan Doktorantka ocenila toksycznos¢ powyzszych srodkow
kontrastowych poprzez oceng ich wplywu na komérki srédblonka naczyniowego, a takze na
krzepliwo$¢ krwi i fibrynolize w testach in vitro. Wszystkie badane dendrymery (PAMAM
G3 i G4) okazaly si¢ toksyczne w tescie oceny impedancji komoérek srédblonkowych.
Wykazywatly rowniez niekorzystny wplyw na krzepliwos¢ krwi i proces fibrynolizy, podobnie
jak pochodne kwasu imino-dioctowego. W obydwu przypadkach (cytotoksyczno$¢ i wplyw
na krzepliwo$¢) zagadnienie dzialan niepozadanych wymaga szerszej dyskusji w kontekscie
przewidywanych st¢zen badanych zwiazkéw (prawdopodobnie milimolowych) w osoczu i
tkankach w nastepstwie skutecznego ich zastosowania jako srodkéw kontrastowych. Jednakze
gadolinowe kompleksy dendrymeréw w stezeniu 10 mikromolowym nie wykazaly wplywu na
badany uklad hemostazy, sugerujac ich bezpieczenstwo. Rodzi si¢ pytanie o trwalos$¢
badanych komplekséw, ewentualnie toksycznosé produktow degradacji, sposéb i czas ich
eliminacji itp. Ponadto rozwazania nad bezpieczenstwem badanej grupy zwigzkéw wymagaja



innych modeli badawczych niz model komérkowy in vitro, wrazliwy na zmiany
osmotycznosci pod wplywem dendrymeréw. Wnioski dotyczace ich wplywu na hemostaze
réwniez powinny by¢ ostrozniejsze z uwagi na ocen¢ jedynie czgsci systemu krzepnigcia krwi
z pomini¢ciem waznego dzialania w tym procesie plytek krwi. Zagadnienia te nie podwazaja
uzyskanych wynikéw badan, stanowig jedynie wstgp do dyskusji nad skutecznoscig i
bezpieczenstwem badanej grupy srodkéw diagnostycznych.

Podjecie przez Doktorantke niniejszego tematu badawczego uwazam za uzasadnione i
niezwykle wazne z punktu widzenia poznawczego. Doktorantka wykorzystata do§wiadczenie
innych badaczy z zakresu wlasciwosci dendrymeréw w celu ich wykorzystania jako nosniki
substancji kontrastowych do obrazowania magnetycznym rezonansem jadrowym.
Zagadnienia te stanowia przedmiot intensywnych badan. Swiadczy o tym bogata literatura
dotyczaca tych zagadnien, zamieszczona w piSmiennictwie rozprawy doktorskiej. Na jej
podstawie Doktorantka opracowata syntetyczny wstep z ilustracjg graficzng omawianych
proceséw i struktur chemicznych. Wstgp zawiera bogata dokumentacje omawianych
zagadnien, ktére zostaly poparte aktualnym piSmiennictwem. Literatura omawianych
zagadnien zostala poprawnie dobrana tematycznie i w przewazajacej czgSci stanowi
osiagnigcia ostatnich pigciu-dziesigciu lat w tej dziedzinie.

Zaprojektowane zwigzki otrzymano standardowymi metodami syntezy chemiczne;j.
Struktur¢ tych zwiazkéw potwierdzono analiza elementarng, analiza widm NMR i IR.
Swiadczy to o profesjonalizmie warsztatowym doktorantki.

Na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorantka wysunela hipoteze, ze badane
dendrymery moga stanowi¢ nos$niki pochodnych kwasu imino-dioctowego, a uzyskane
kompleksy gadolinowe mozna uzna¢ za potencjalnie bezpieczne przy dalszych badaniach nad
projektowaniem i optymalizacja wiasciwosci tej grupy srodkéw kontrastowych.

Przedstawione przez Doktorantke badania pozwalajg nakresli¢ dalsze kierunki badan
nad doskonaleniem skutecznosci i bezpieczenistwa dendrymerowych komplekséw srodkow
kontrastowych.

Tres¢ pracy doktorskiej zostala przedstawiona w postaci 83 rycin, 36 tabel i 8
schematéw, ktore stanowia ilustracj¢ obszernego zakresu badan i ogromu pracy Doktorantki.
Na ich podstawie sformulowata 9 wnioskéw oraz dokonata podsumowania. Odzwierciedlaja
one najistotniejsze elementy poznawcze pracy.

Dyskusja zawiera konkluzje przedstawione w czgsci doswiadczalnej oraz interpretuje
uzyskane wyniki badan na podstawie bardzo obszernej literatury przedmiotu. Swiadczy to o
specjalistycznej wiedzy Autorki pracy i pozwala bardzo pozytywnie oceni¢ umiej¢tnosé



rozwigzywania probleméw badawczych, korzystania z literatury stanowigcej przedmiot pracy
oraz interpretacji wynikow.

Reasumujac, uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Magdaleny Markowicz-Piaseckiej
jest pracag wartoSciowa, poprawnie przygotowang warsztatowo i wnosi nowe elementy
poznawcze w zakresie wiedzy o zaletach i wadach dendrymeréw jako potencjalnych
nosnikéw srodkéw kontrastowych. Niektore z zaprojektowanych zwigzkéw moga stanowié
przedmiot dalszych badan z zakresu analizy strukturalnej, bioanalizy, toksykologii i
diagnostyki kliniczne;j.

Bardzo wysoko oceniam rozprawe doktorska mgr Magdaleny Markowicz-Piaseckiej i
sktadam wniosek do Wysokiej Rady Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi o jej wyr6znienie.

Gléwnym argumentem przemawiajacym za wyréznieniem niniejszej pracy jest jej
oryginalna konstrukcja, laczaca analizg strukturalng zwigzkéw z badaniami biologicznymi .,in
vitro”, bazujaca na obszernej wiedzy z zakresu syntezy chemicznej, analizy strukturalnej i
fizykochemicznej zwigzkéw, badan biologicznych i specyficznej wiedzy o nowych
kierunkach poszukiwan srodkéw diagnostycznych do obrazowania metoda magnetycznego
rezonansu jadrowego. Doskonata logistyka planu badawczego, lacznie z zastosowanymi
technikami syntezy, analiz spektroskopowych i testach biologicznych stanowia fundament
nowoczesnego warsztatu chemii lekéw. Uwazam ponadto, ze rozprawa doktorska mgr
Magdaleny Markowicz-Piaseckiej jest bardzo starannie przygotowana merytorycznie, stanowi
bardzo obszerny zakres badan i dokumentacj¢ wynikéw oraz wnosi cenne elementy
poznawcze do wiedzy o dendrymerach PAMAM jako potencjalnych no$nikach kompleksow
gadolinu z pochodnymi kwasu imino-dioctowego. Potwierdza to szereg prac autorstwa
" Doktorantki w wysokospecjalistycznych czasopismach o zasiegu $wiatowym.

Upowaznia mnie to do wystapienia z wnioskiem do Wysokiej Rady Wydzialu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszczenie mgr Magdaleny
Markowicz-Piaseckiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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