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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr. Pawla Nalepy
pt. ,, Wybrane nanotechnologie dla syntezy nowych terapeutykéw o znaczeniu
przeciwnowotworowym”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr. Pawla Nalepy poswigcona jest
projektowaniu i syntezie nanoczgstek o potencjalnym = zastosowaniu W  terapiach
przeciwnowotworowych. Praca doktorska wykonana zostala na Wydziale Nauk Scistych i
Technicznych Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach pod kierunkiem prof. dr. hab. inz. Jarostawa
Polanskiego (promotor) oraz dr. inz. Macieja Serdy (promotor pomocniczy). Warto w tym miejscu
podkresli¢, ze liczne osiggniecia naukowe zespotu profesora Polanskiego w zakresie projektowania
nowych zwigzkéw chemicznych sa wysoko cenione w kraju i za granica. Czg¢$¢ wynikow badan
przedstawionych w pracy uzyskano w ramach projektu badawczego ,.Nowe glikofullereny dla terapii
przeciwnowotworowych” finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki w ramach grantu

SONATA (UMO-2016/23/D/NZ7/00912), w ktorym Doktorant petnit rolg wykonawcy.
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Rozprawa ma forme klasyczng; liczy 198 stron, zawiera 147 rysunkow, 12 tabel oraz odwotuje
sie do 123 pozycji literaturowych. Podaje te wartosci, zeby zobrazowa¢ ogrom pracy, ktorg mgr

Nalepa wlozy¢ musial w przygotowanie rozprawy.

Po stronie tytutowej, zwyczajowych podziekowaniach, spisie tresci oraz (bardzo przydatnym
podczas lektury) wykazie skr6tow nastepuje prezentacja zatozen i celu pracy stanowiaca rozdzial
pierwszy. Gléwnym celem pracy bylo — jak pisze Autor — ,jopracowanie syntezy stabilnych
nanoczastek sprzezonych z lekami przeciwnowotworowymi w celu poprawy farmakologicznych
parametréw ich dzialania”. Jako modelowy chemioterapeutyk wybrana zostata gemcytabina (GEM).
Badania dotyczyty nanoczgstek zlota oraz modyfikowanych fulerenéw. Tak sformutowany cel pracy
wpisuje si¢ w czotdwke $wiatowych badan, w ramach ktorych podejmowane sg proby wykorzystania
nanoczastek jako nosnikow lekéw przeciwnowotworowych. Dzigki temu rozwigzaniu, w wyniku
precyzyjnego dostarczenia leku do guza, znacznie ogranicza si¢ problem wystgpowania u pacjentow
ubocznych skutkéw chemioterapii. Natomiast samo zadanie odpowiedniego zaprojektowania
nanono$nikéw nie jest trywialne, poniewaz nanoczastki wykorzystywane w tym celu powinny
charakteryzowa¢ si¢ szeregiem wlasciwosci, m. in. dobrg rozpuszczalnoscig w srodowisku wodnym
oraz brakiem dzialania toksycznego dla zaktadanych dawek. W tym sensie wyzwanie podjete przez

autora rozprawy ma duze znaczenie i wartos¢ naukowa.

Rozdziat drugi — zatytutlowany .,Cze$¢ literaturowa” — stanowi obszerna prezentacj¢ aktualnego
stanu wiedzy w zakresie tematu pracy. W tej czesci Autor omawia wykorzystanie nanotechnologii w
terapiach przeciwnowotworowych oraz opisuje biologiczne dziatanie lekow wykorzystujacych
nanoczastki. Nastepnie przedstawia przyktady grup nanoczastek uzywanych w tym celu. Wsrod nich
znalazly si¢: nanoczastki metali szlachetnych (zlota i srebra), nanoczastki magnetyczne (m. in.

nanoczastki tlenku zelaza), nanorurki weglowe i tlenek grafenu, pochodne fulerendéw oraz kropki
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kwantowe. Lektura tej czesci upewnia czytelnika, ze Autor zdobyt ponadprzecigtng wiedze na temat
nanomedycyny. Informacje sg aktualne, przedstawiane w sposdb logiczny i uporzadkowany, a co
najwazniejsze — bardzo ciekawy. Sugeruj¢ rozwazenie opublikowania tej czesci jako skrypt dla
studentow. Z obowiazku recenzenta jednak chciatbym podzieli¢ si¢ drobnymi uwagami dotyczacymi

tego rozdziatu oraz poprosi¢ o przedyskutowanie nastepujacych kwestii podczas publicznej obrony:

e Tytul sekcji 2.1. powinien brzmie¢ ., Terapie przeciwnowotworowe™.

e Przedstawiajac definicje nanoczastki (str. 15, pierwszy akapit) sugeruj¢ Doktorantowi
odniesienie si¢ do pracy [Miernicki et al. (2019) Nat. Nanotechnol. 14, 208-216], w ktore;
autor precyzyjnie przedstawia roznice wystgpujace w poszczegdlnych aktach prawnych
regulujacych kwestie wykorzystania nanomateriatbw w medycynie, kosmetologii,
produkcji biocydow, zywnosci itd.

e W sekcji 2.2. Autor przywoluje zjawisko okreslane w literaturze akronimem EPR. Skrét ten
zostal niepoprawnie wyjasniony przez niego (na stronie 15). Powinno by¢: ,, Enhanced
Permeability and Retention”.

e Czy znane sg Doktorantowi rowniez i inne — podobne — reguly wykorzystywane przy
projektowaniu nanonosnikow lekow przeciwnowotworowych, np. .kaskada CAPIR” czy
reguta ,,2R2SP” [Pelaz et al. (2017) ACS Nano 11, 2313-2381]?

e Nastr. 27 Autor wspomina o stabilizacji koloidow nanoczastek przy wykorzystaniu glikolu
polietylenowego (PEG). Jakie inne metody stabilizacji moga by¢ wykorzystywane?

e W sekcji 2.3.1. Doktorant opisuje wykorzystanie nanoczastek zlota i srebra w
nanomedycynie. Na stronie 22, w kontekscie przedstawionych wczesniej informacji o
nanoczastkach zlota Autor pisze: ..Podobnie z duzym zainteresowaniem $wiat nauki sledzi

doniesienia dotyczace wykorzystania nanoczastek srebra.” Dalej (na str. 24) pisze o silnym
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dzialaniu antybakteryjnym i antywirusowym nanoczastek srebra, w zwiazku z dziataniem
opierajacym sie na rozrywaniu blon komérkowych, denaturacji biata, wytwarzaniu
reaktywnych form tlenu, zakldcaniu procesow replikacji DNA oraz ekspresji bialek
tancucha oddechowego. W tym kontekscie powstaje pytanie, na ile specyficzny jest to
mechanizm w odniesieniu do komorek bakterii? Czy wlasnie nie ze wzgledu na duza
cytotoksycznosé obserwowang na wielu liniach komoérkowych srebro przestato byc
postrzegane jako tak obiecujacy nanomaterial jak np. zloto? Prosz¢ Doktoranta o
przygotowanie si¢ do dyskusji na ten temat.

e Na str. 28. Doktorant pisze: ,Nanoczgstki zlota i srebra cechujg si¢ bowiem takimi
wlhasciwosciami fizycznymi i chemicznymi, ktére nie moga by¢ zastapione przez zaden
inny material”. Prosze o wyjasnienie, o jakie wlasciwosdci chodzi? Przy okazji ciekaw
jestem, czy Autor wie, jakie wlasciwosci fizykochemiczne sa decydujg o wykorzystaniu
danego materiatu jako kontrast w obrazowaniu metodami tomografii komputerowej, a jakie
magnetycznego rezonansu jadrowego?

e Na str. 60. Doktorant stusznie zauwaza, ze ,,nie prowadzi si¢ w tej chwili badan klinicznych
dotyczacych nanoczastek opartych o szkielet fulerenowy czy nanorurki”. Jaka — zdaniem
Autora rozprawy — jest najbardziej prawdopodobna przyczyna takiego stanu rzeczy biorac
pod uwage fakt, ze Zardwno fulereny, jak 1 nanorurki weglowe sa typowymi
nanomateriatami uzywanymi np. w elektronice? Czy w odniesieniu do nanorurek mogtaby
to by¢ ich toksycznos$¢ zwigzana z duzymi wartosciami wspolczynnika ksztattu (ang. aspect
ratio) [Jagiello et al. (2021) Small 17, 2003465]?

e I[stotnym zjawiskiem — nie wspomnianym w pracy — mogacym mie¢ duzy wplyw na
dzialanie nanoczastek jako no$nikow lekow — jest tworzenie tzw. koron biatkowych [Ke et

al. (2017) ACS Nano 11, 11773—11776]. Prosze o przedyskutowanie podczas obrony, jaki
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wplyw na efektywno$¢ dostarczania chemioterapeutykow przez nanoczastki
zaprojektowane i otrzymane przez autora rozprawy mogloby mie¢ to zjawisko? Jakie
jeszcze inne formy biotransformacji moglyby mie¢ tu znaczenie [Milosevic et al. (2020)

Small 16, 190765012

W rozdziale trzecim Autor rozprawy charakteryzuje zakres badan wlasnych. Po pierwsze,
wykorzystujac mechanizm reakcji Bingla-Hirscha Doktorant uzyskal szereg nowych pochodnych
fulerenu Ceo, z ktorych do dalszych badan wybral dwa zwiazki oznaczone symbolami: PN107 i
PN109. Pierwszy z tych zwigzkoéw zawieral w swojej strukturze dwie przylaczone czasteczki GEM.
struktura drugiego natomiast umozliwiata tatwe ich przylaczenie. Zwigzki te zostaly dokladnie
scharakteryzowane fizykochemicznie oraz przebadane na poziomie in vitro pod katem — jak pisze
Autor — potencjalnego dziatania przeciwnowotworowego. Dodatkowo w pracy umieszczone zostaty
wyniki dotyczgce wpltywu zwigzku PN109 na przebieg fotosyntezy u wybranych rolin. Jak wyjasnia
Doktorant, rezultaty te nie sa zgodne z tytulem pracy. Powstaje zatem pytanie, czy nie bylaby
mozliwa modyfikacja tytutu w ten sposob, zeby lepiej odpowiadat tresciom zawartym w pracy? Na

przykiad: ,.Synteza biologicznie aktywnych pochodnych nanoczastek fulerenu Ceo i ztota™.

Po drugie, mgr Pawel Nalepa w serii pieciu eksperymentéw zoptymalizowat przebieg reakcji
syntezy nanoczastek zlota oraz scharakteryzowat otrzymane produkty wykorzystujac miedzy innymi
obrazowanie za pomoca skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM), transmisyjnego
mikroskopu elektronowego (TEM) w polaczeniu ze spektroskopia dyspersji promieniowania
rentgenowskiego (EDX), a takze analizg technika dynamicznego rozpraszania swiatta (DLS). W
komentarzu Autora do zakresu pracy (przypis 23) Doktorant pisze: ,,Procz tego, we wspolpracy z
innymi os$rodkami, przeprowadzono badania biologiczne, sprawdzajac cytotoksycznos$¢ tych

nanoczastek i ich koniugatow. Wyniki powyzszych badan nie zostaty do tej pory opublikowane w
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literaturze naukowej i glownie z tego powodu nie zostaly zamieszczone w niniejszej pracy”. Zdaniem
recenzenta fakt. ze wyniki nie zostaly opublikowane w literaturze nie stanowi przeszkody formalnej

do umieszczenia w rozprawie. Poprosze o stowo komentarza.

W kolejnym (czwartym) rozdziale Doktorant doktadnie opisuje metodyke przeprowadzonych
eksperymentow. Ta czes¢ napisana jest bardzo dobrze. Warto to podkresli¢, gdyz w przypadku wielu
prac publikowanych w czasopismach naukowych czgsto brakuje szczegélow pozwalajacych innym
zespolom odtworzy¢ warunki eksperymentu. Zastanawia mnie jedynie lakoniczny opis ,.herbaty z
Maroka™ oraz herbaty ,marki Lipton” wykorzystywanych jako odczynniki w eksperymencie
oznaczonym jako ,,Au-4”. O ile mozemy sobie wyobrazi¢, ze duza firma, jakg jest Unilever
(wlasciciel marki .,Lipton™). prowadzi kontrolg jakosci herbaty na linii produkcyjnej zapewniajgc w
ten sposob powtarzalno$¢ sktadu produktu (przynajmniej w jakims zakresie i czasie), to opis ,,herbata

z Maroka” wydaje si¢ by¢ zdecydowanie niewystarczajacy.

W rozdziale pigtym Doktorant prezentuje uzyskane przez siebie wyniki. Do najwazniejszych

osiggni¢¢ mgr. Nalepy zaliczytbym:

e Uzyskanie stabilnego, monodyspersyjnego ukladu nanoczgstek PN107, ktérego
elementem sg agregaty o Srednicy 120 nm.

e Zweryfikowanie fotoreaktywnosci i fototoksycznosci nanczastek PN107.

* Wykazanie zwigkszonej cytotoksycznosci PN107 wobec dwéch z czterech badanych
linii komorek nowotworowych: ludzkiego raka piersi (MCF-7) oraz mysiego
gruczolaka trzustki (PANO02). Wartosci uzyskanych dawek IC50 byly przy tym
wielokrotnie wyzsze niz dla niesprz¢zonej gemcytabiny, co uzasadnia wykorzystanie

nanoczastek jako nosnikéw dla tego cytostatyku. Dodatkowo, wrazliwosé komorek
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normalnych na zwigzek PM107 byta bardzo niska, co daje nadzieje na specyficzne
dziatanie badanego koniugatu i — w konsekwencji — mniejsze efekty uboczne
ewentualnej terapii.

e Synteza i charakteryzacja zwigzku PM109.

e Zweryfikowanie wplywu zwigzku PM109 na fotosyntezg¢ jako wstgp do badan nad
wykorzystaniem pochodnych fulerenu w .agrochemii.

e Proba optymalizacji warunkow syntezy nanoczastek ztota z wykorzystaniem glicerolu
oraz materialu biologicznego jako reduktorow. Cho¢ w obu przypadkach nie udalo sig
uzyska¢ zadowalajacych rozmiaréw, jednorodnych nanoczastek, ktére mozna byloby
zastosowaé w medycynie, to jednak tego rodzaju rezultat prowadzi rowniez do waznych
wnioskdw, a jego przeprowadzenie sprawia, ze kolejne zespoly wybierac beda zapewne
w przyszioéci inne drogi syntezy. Ciekawym watkiem w tej czgsci bylo rowniez
potwierdzenie, Zze synteza nanoczgstek zlota moze by¢ prowadzona réwniez z

wykorzystaniem ekstraktow roslinnych w roli reduktora.

Czes$¢ rozprawy, ktorej Autor prezentuje uzyskane wyniki oceniam bardzo wysoko. Uzyskanie
wynikow wymagalo od doktoranta duzego nakladu pracy, sprawnosci laboratoryjnej, a takze
wykazania si¢ znajomoscia najnowoczesniejszych technik charakteryzacji wykorzystywanych we
wspotczesnej nanotechnologii. Zastosowane metody statystycznej analizy danych nie budza moich
zastrzezen. Podoba mi si¢ rdwniez sposoéb, w jaki Autor stawia pytania badawcze oraz dobiera

metodyke w celu poszukiwania na nie odpowiedzi.

Szésty rozdziat rozprawy zatytulowany jest ,,Wnioski”, cho¢ moim zdaniem powinien nosi¢

i tytut ,,.Dyskusja wnioskow™, poniewaz w rzeczywistosci zawiera bardzo ciekawa, wnikliwg i
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krytyczna dyskusje wynikow prezentowanych w poprzednim rozdziale. Autor odnosi si¢ do

literatury, pokazujac uzyskane wyniki rowniez w szerszym kontekscie.

W tej czesci zainteresowala mnie proba wyjasnienia przez autora réznic w cytotoksycznosci
PN107 oraz GEM w stosunku do komorek nowotworowych oraz komorek zdrowych. Niska
toksycznos¢ w stosunku do komorek zdrowych charakteryzujaca PN107 w poréwnaniu z GEM
wyjasnia nieefektywnym transportem koniugatu do jadra komérkowego. Dlaczego wigc PN107 —
pomimo tego — jest toksyczna w odniesieniu do komorek nowotworowych? Czy tutaj ten transport

nie nastepuje?

W tym kontekécie mozna byloby rowniez zastanowi¢ si¢, jaka role w terapii
przeciwnowotworowej zwigzkiem PN107 mogltby odegrac¢ efekt EPR, a w szczegdlnosci transport
pomiedzy kolejnymi warstwami komorek guza? Czy Autor mogtby pokusi¢ sie o zaproponowanie
kolejnych eksperymentéw na poziomie in vitro przy wykorzystaniu dostgpnej metodologii tego typu

badan?

W siédmym rozdziale Doktorant przedstawia podsumowanie, w ktérym syntetycznie jeszcze
raz prezentuje najwazniejsze wnioski z przeprowadzonych badan. Z tej czgéci dowiedziatem sig, ze
wyniki uzyskane w pracy byly podstawg do przygotowania krajowego patentu oraz trzech publikacji
naukowych w czasopismach o zasiegu miedczynarodowym. W dwoch z nich, opublikowanych
kolejno w: Cancer Nanotechnology oraz Czech-Slovak Pharmacy Doktorant jest pierwszym autorem.

W trzeciej publikacji w Acta Biochimica Polonica jest jednym ze wspotautorow.

Ostatnig cze$¢é pracy stanowi wykaz literatury, w ktorym znalazly si¢ aktualne pozycje,

zaczerpnigte z wiodacych czasopism naukowych.
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Obowiazkiem recenzenta jest rOwniez ocena formalnej strony dysertacji. Rozprawa jest
napisana bardzo przejrzyscie, przy uzyciu poprawnego jezyka. Tekst jest sformatowany poprawnie,
co czyni prace bardzo czytelna. Natomiast — cho¢ to oczywiscie rzecz dyskusyjna — nie jestem
zwolennikiem uzywania formy bezosobowej (np. ..wykonano™, a nie ,wykonatem™) przy
redagowaniu prac doktorskich, poniewaz wprowadza¢ moze to pewng niejasnos¢ dotyczgcg tego,

ktére badania wykonane zostaty przez doktorantéw osobiscie, a ktore zlecono.

7 dotaczonego do rozprawy curriculum vitae dowiadujemy si¢ ponadto, ze Doktorant jest
wspoltautorem lacznie szesciu recenzowanych publikacji naukowych, jednego (wspomnianego w
recenzji) patentu oraz jednego zgloszenia patentowego. Ponadto uczestniczyl w jedenastu

konferencjach naukowych, uzyskujac wyrdznienia za przedstawiane tam prezentacje.

W mojej ocenie rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie bardzo istotnych problemow
naukowych oraz potwierdza ogdlna wiedze teoretyczna Kandydata w dyscyplinie. Potwierdza
réwniez umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Drobne potknigcia, ktore
wymienitlem w niniejszej recenzji nie wplywaja na wysoka oceng merytoryczng przeprowadzonych
badan. Dlatego z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze rozprawa mgr. Pawla Nalepy spelnia
wymagania zwyczajowe 1 formalne stawiane rozprawom doktorskim. Wnioskuj¢ zatem o

dopuszczenie Kandydata do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

KIEROWNIK
Pracownia Chemoinformatyki Srodowiska
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