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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Pali zatytulowanej ,,Nanoczgstki
superparamagnetyczne — synteza, charakterystyka i funkcjonalizacja z uzyciem
makroczasteczek biologicznych”

Praca doktorska Pani mgr Katarzyny Pali zostata wykonana w Zakladzie Inzynierii
Biatka Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego pod kierunkiem prof. dr hab.
Jacka Otlewskiego. W Zaktadzie tym od wielu lat prowadzi si¢ z powodzeniem badania nad
inzynierig i chemia bialek oraz w pokrewnych obszarach badawczych, czego najlepszym
dowodem jest niniejsza dysertacja.

Przedstawiona do recenzji praca to 92 strony maszynopisu podzielone na 6 rozdziatow.
Praca nie jest obszerna, jednak zawiera wszystkie istotne dla dysertacji doktorskich elementy,
1 jest napisana w sposob przystepny, co znacznie ulatwia zrozumienie czytajagcemu. Tematyka
pracy jest spdjna pomimo tego, ze Doktorantka poruszata problematyke z obszaréw:
nanotechnologii, chemii, biochemii i farmakologii. Wsp6lnym mianownikiem badan jest
wykorzystanie nanoczgstek superparamagnetycznych jako nowoczesnych nos$nikéw dla lekow
w terapii celowanej oraz hipertermii magnetycznej. Podjeta tematyka wpisuje si¢ w trendy
najnowszych badan z zakresu wykorzystania nanotechnologii w medycynie, a dowodem
na istotnos¢ podjetych przez Pania mgr Katarzyne Pale badan jest opublikowanie wynikow
pracy w trzech czasopismach ze wspotczynnikiem oddziatywania IF wigkszym od trzech.

Praca zaczyna si¢ streszczeniem (w jezyku polskim i angielskim), ktore wprowadza
czytelnika w problematyke podjetego tematu w sposéb, ktéry utatwia analize otrzymanych
w trakeie realizacji pracy doktorskiej wynikéw. Taki sposéb prezentacji badan naukowych jest
coraz czgsciej wykorzystywany podczas pisania dysertacji przez mtodych naukowcow.

W pierwszym rozdziale Pani mgr Katarzyna Pala umiejetnie wprowadza czytelnika
w problematyk¢ naukowa pracy, opisujac rodzaje nanoczastek, w tym nanoczgstki
superparamagnetyczne, zlote, polimerowe i liposomowe, opisujac ich wlasciwosci
1 zastosowanie. Nastepnie przedstawia czynniki optaszczajgce nanoczastki wraz z uzywanymi
do tego celu polimerami oraz linkerami, ktére moga hydrolizowaé w spos6b programowany,
w wyniku zmiany warunkéw $rodowiska. Wyjasnia réwniez potrzebe uzywania nanoczastek
jako platform nosnych w onkologicznej terapii celowanej. Ten fragment wzbogaca tabela 1,
w ktorej przedstawione sg koniugaty nanoczastek znajdujacych sie w réznych fazach badan
klinicznych, co najlepiej $wiadczy o tym, ze prowadzone przez Doktorantke badania sg
aktualne i wartosciowe. W dalszej czgéci pracy Autorka wyjasnia zastosowanie nanoczastek



w leczeniu termoterapig (hipertermia magnetyczng), tlumaczac samo zjawisko oraz
podkreslajac role nanoczastek wielofunkcyjnych w tym obszarze badan. Takie nanoczastki
moga posiada¢ na swojej powierzchni molekuly kierujace nanosfery, czyli receptory
powierzchniowe — specyficzne do okreslonych typéw komérek np. nowotworowych, obnizajac
W ten sposob cytotoksycznos¢ skoniugowanego z nognikiem terapeutyku w stosunku do
pozostatych komérek organizmu. Przyktadem tego typu biomolekut moga by¢ opisane
aptamery. Na koniec rozdziatu zostal opisany sposéb dystrybucji i metabolizowania
nanoczastek. Wszystkie poruszane aspekty w tym rozdziale swiadczg o znajomosci tematyki
1 swobodnym poruszaniu si¢ Pani mgr Katarzyny Pali w realizowanym obszarze badan, czego
dowodem jest umiejetne wykorzystanie literatury zrédlowej, na ktérg sklada sie az 149 pozycji
literaturowych.

Rozdziat 2 to ,,Cel pracy”, w ktorym Doktorantka sprecyzowala dokladnie kierunki
badan bedgcych przedmiotem niniejszej dysertacji.

W dalszej czgsei rozprawy doktorskiej Autorka opisata procedury syntez nanosfer oraz
zastosowang metodologi¢ badawcza. Zdaniem Recenzenta w tej czesci pracy brakuje
precyzyjnych informacji dotyczacych np. ilogei uzywanych w reakcjach reagentdw, co stwarza
wrazenie, ze protokoly eksperymentalne sa przedstawione zbyt ogoélnie. Dla przyktadu
w syntezie nanoczastek funkcjonalizowanych aptamerem (str 36) brakuje opisu, ktéry jest
przedstawiony w publikacji “Tumor-specific hyperthermia with aptamer-tagged super-
paramagnetic nanoparticles”, dodatkowo nie jest jasne dla czytajacego dlaczego redukowano
grupy sulthydrylowe w biatku za pomocg 0.5 mM tris-2-karboksyetylofosfiny (TCEP), jesli do
nanoczgsteczki byl przylaczany aptamer. Dodatkowo w tabelach 2,3,4 powinno by¢ wpisane
natezenie pradu, a nie pole magnetyczne.

W ramach realizacji zalozen pracy Pani Katarzyna Pala przeprowadzila synteze
nanoczastek magnetycznych optaszczonych dekstranem, zawierajacych wolne grupy
karboksylowe i karbonylowe. Otrzymane nanosfery byty scharakteryzowane za pomocg
pomiaru dynamicznego rozpraszania §wiatta DLS, ktéry wykazat monodyspersyjnosé czastek
o hydrodynamicznym promieniu jonowym okoto 70 nm. Pomiary z zastosowaniem
mikroskopii elektronowej wykazaly, ze $rednica rdzenia tlenku zelaza wynosila 10 nm,
a badania krystalograficzne pozwolity potwierdzi¢, ze tlenek Zelaza ma postaé y—Fe,Os.
W tym miejscu powstaje pytanie, czy ten sam wynik uzyskano wzgledem nanoczastek
NP@Dex=0 i NP@Dex-COOH? Nastgpny etap pracy obejmuje opis wynikow syntezy
nanoczastek Fe;O3@Au, ktore ze wzgledu na obecnosé rozpuszezalnikéw organicznych nie
mogty by¢ wykorzystane w testach prowadzonych na komorkach. Zamiana rozpuszczalnikow
na roztwor wodny, z jednoczesnym wykorzystaniem kwasu 11-merkaptoundekanowego, ktory
moze stuzy¢ jako bisfunkcyjny linker, spowodowata agregacje zsyntezowanych nanoczastek,
co uniemozliwilo dalsze badania. Pomimo tego, ta cze$¢ badan zawiera element nowosci -
opracowanie nowej metody wyznaczania zawartosci zelaza i zlota w prébce za pomocy
spektroskopii LIBS. Otrzymane wyniki okazaty si¢ by¢ zgodne z uzyskanymi przy dotychczas
wykorzystywanej metodzie ICP, jednak nowa metoda posiada te przewage, ze pozwala
na pomiary zawarto$ci pierwiastkow w fazie stalej. Nastepnie Pani mgr Katarzyna Pala
wykonala testy cytotoksycznosci nanoczastek na liniach komérkowych, wykazujac ich
nietoksyczny charakter, a tym samym duza uzyteczno$¢ w dalszym projektowaniu nanosfer
wielofunkcyjnych. W tym miejscu nalezato by zaznaczy¢, ze o ile w rozdziale drugim byta
opisana synteza nanoczastek NP@PEG to w rozdziale zawierajacym wyniki eksperymentéw



ta czes¢ zostata pominigta. Wyjasnienia wymaga réwniez fakt wigczenia do testow aktywnosci
NP@Dex-NH, (w opinii recenzenta byt to bardzo trafny wybor, wazny dla testow
poréwnawczych), ktérych synteza jednak nie zostata wezesniej opisana. Do pelnego
zobrazowania cytotoksycznosci zsyntezowanych koniugatéw zabrakto (narysunku 10) réwniez
eksperymentow z nanosferami zawierajacymi aptamer anty-Her2 (specyficzny wzgledem linii
komérkowej ludzkiego raka piersi SK-BR3, ktére nadprodukujg na swojej powierzchni
receptor HER?2), chociaz ich synteza i oddzialywanie z komérkami nowotworowymi zostaty
opisane w nastgpnym podrozdziale oraz zaprezentowane na rysunku 12. W wyniku
przeprowadzonych badafi Pani mgr Pala wykazata wysoka selektywno$¢ oddziatywania
nanoczgstek zawierajgcych aptamer w stosunku do linii komérkowych raka piersi. Do badan
zostaly wlaczone rowniez nanosfery zawierajace skoniugowang herceptyne, struktury te nie
byly jednak opisane wezesniej, ale wnosze ze te nanoczasteczki postuzyly jako referencyjne w
przeprowadzonych badaniach. Nastgpnie Autorka pracy wyznaczyla liczbe czasteczek
aptameru przypadajacych na jedng nanoczastke, jednak ten fragment wymaga doprecyzowania,
poniewaz Doktorantka przyjmuje rézne wielkosci nonczastek - raz jest to10 nm (str43) cytujac
rysunek 6 a za drugim razem 5 nm (str 50), cytujac réwniez ten sam rysunek. W tym miejscu
pojawia si¢ moja pro$ba o wyjasnienie takiego stanu rzeczy. W dalszej czgsci Pani mgr
Katarzyna Pala opisata w jaki sposob zostata potwierdzona obecnogé molekuly kierujgcej —
affibody anty-Her2 w zsyntezowanej nanosferze. Niewatpliwie przeprowadzenie
eksperymentéw w ktérych nanosfery moga by¢ wykorzystane w procesach termoterapii dodaje
pracy dodatkowego wymiaru interdyscyplinarnosci przeprowadzonych badas. Eksperyment
wymagal dobrania odpowiedniego nat¢zenia pradu w celu otrzymania odpowiedniego pola
magnetycznego indukowanego przez cewke przy stalym stezeniu nanoczastek. Nastepny etap
badaf wykazal, ze wzrost temperatury przy staltym natezeniu przytozonego pola
magnetycznego jest proporcjonalny do wzrostu stezenia nanoczastek. Doktorantka
przeprowadzila takze eksperymenty na liniach komérek nowotworowych wykazujac, ze
zywotnos¢ komérek SK-BR3 oraz U 87-MG (linia komérkowa glejaka ludzkiego) jest duzo
nizsza (ok 60%) w odniesieniu do wiasciwych préb kontrolnych (rys. 17). W dalszym
postepowaniu Pani mgr Pala badata nanoczastki zawierajace aptamer, wykorzystujac te same
linie komorkowe. Z przeprowadzonego eksperymentu wynika ze zmniejszyla sie zywotnosé
komoérek jedynie w przypadku celowanej linii komoérek raka piersi. Kolejna czesé pracy
obejmuje opis koniugatéw zawierajacych cytostatyki: monometylo-aurystatyne E (MMEA),
doksorubicyng (Dox) i epirubicyne (EPI). Wykonane eksperymenty na liniach komérkowych
z zastosowaniem nanoczgstek NP@MMEA wykazaly, ze $miertelno$é komoérek jest wieksza
w porownaniu do zastosowania niezwigzanego terapeutyku. Podobne rezultaty zostaty
otrzymane dla NP@Dox i NP@EPI, gdzie koniugaty nanoczgsteczek wykazaly wicksza
cytotoksycznos¢ niz wolne cytostatyki. Przedostatnim przeprowadzonym eksperymentem byly
badania nad hipertermig prowadzone na liniach komérkowych przy uzyciu nanoczastek
zawierajgcych MMEA. W tym celu wykonano test ApoToX po 7, 24, 48 i 72 godzinach po
zaistnieniu hipertermii. Ciekawym zjawiskiem, ktore opisata Doktorantka, zaobserwowanym
dla koniugatéw nanoczastek, byt oprocz zwigkszonej aktywnoscei tych struktur w drugiej dobie
eksperymentu, brak aktywnosci proliferacyjnej komorek, co miato miejsce w przypadku
pozostatych prob referencyjnych. Niestety wplyw pola magnetycznego na zjawisko
zywotnosci, cytotoksycznosci oraz apoptozy komoérek SK-BR3 byl niemal niezauwazalny.
Ostatnim omawianym eksperymentem byla synteza nanoczasteczek wielofunkcyjnych
zawierajgcych nie tylko przytaczony cytostatyk, lecz rowniez czasteczke kierujgcg - affibody.
Kompleksy te wykazaly selektywne dziatanie wzgledem linii komoérkowych raka piersi
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nadprodukujacych receptor Her2. Dalsze dwa rozdzialy przedstawionej mi do oceny pracy to
»Dyskusja” rozdziat 5, w ktérym Doktorantka omawia swoje wyniki w odniesieniu do
obecnego stanu wiedzy i ,,Podsumowanie” rozdziat 6.

Reasumujac, wszystkie cele rozprawy doktorskiej zostaty w niniejszej pracy
zrealizowane. Do najwazniejszych osiggnig¢ pracy doktorskiej zaliczam: synteze
wielofunkcyjnych nanoczastek zawieraj acych skoniugowany cytostatyk i czgsteczke kierujgcy,
zbadanie cytotoksycznosci zsyntezowanych nanosfer oraz wplywu pola magnetycznego na
komérki nowotworowe poddane dziataniu nanoczgstek. Dodatkowym osiggnieciem jest
opracowanie i zoptymalizowanie nowej metody okreslania zawartosci ztota i zelaza w probcee
za pomocg spektroskopii LIBS. Uzyskane w trakcie realizacji doktoratu wyniki stanowig
warto$ciowe zrédto informacji i podstawe do prowadzenia dalszych badan w tym zakresie.

Jak juz wspomniatem praca jest napisana zwigzle i zrozumiale, a zarazem w sposéb,
ktéry pozwala dostrzec duzy naklad pracy laboratoryjne;j i intelektualnej doktorantki, co z kolei
przyczynilo si¢ do uzyskania zaprezentowanych w dysertacji wynikow.

Rola recenzenta jest takze wskazanie pewnych niedociggnieé, ktérych trudno sie ustrzec
przy pisaniu rozprawy doktorskiej. I tak niedosyt budzi brak schematéw syntez nanoczastek
oraz rysunkow, ktére w znaczny sposob wzbogacityby prace. Doktorantka takze nie unikneta
drobnych bledow jezykowych, ktére nie zostaly wymienione w niniejszej recenzji i ktére nie
wplywaja na warto$¢ naukowg pracy.

Reasumujgc  stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
Pani mgr Katarzyny Pali spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim okreslone w ustawie
z dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z 18 kwietnia 2003 z pdzniejszymi zmianami
i uzupelnieniami) ,,O0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule
w zakresie sztuki” i wnioskuje do Rady Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroclawskiego
o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.




