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Opinia o pracy doktorskiej mgr Pawta Nalepy

pt. ,Wybrane nanotechnologie dla syntezy nowych terapeutykéw o znaczeniu przeciwnowotworowym”.

Praca ta zostata wykonana w Instytucie Chemii Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach, w grupie prof.
Jarostawa Polanskiego. Dysertacja ma standardowy ukfad i sktada sie z nastepujacych czesci: zatozenia i cel
pracy, czesc literaturowa, badania wtasne, wyniki badan, wnioski, podsumowanie i cytowana literatura.

Tematyke badan stanowig dwa osobne zagadnienia, oba wazne z punktu widzenia ewentualnych
przysztych zastosowan. Pierwsza cze$¢ dotyczy syntezy i badan wtasciwosci koniugatu fulerenu C60 z
gemcytabing, natomiast w czesci drugiej autor skupit sie na opracowaniu metody syntezy nanoczastek ztota.

Czgs$¢ pracy dotyczaca pochodnych fulerenu byta finansowana w ramach projektu NCN Sonata, w
ktorym Kandydat byt wykonawca. Plan badawczy zostat sformutowany w rozpoczynajacym prace rozdziale
zatytutowanym ,Zafozenia i cel pracy”, w ktérym autor wyjasnia wybér gemcytabiny jako leku modelowego
w skojarzonej terapii antynowotworowej oraz zastosowanie nanoczastek fulerenu C60 jako nosnika tego
zwigzku.

Znane od ponad trzydziestu lat fulereny stanowig nadal przedmiot licznych badan ze wzgledu na
swoje wiasciwosci fizyczne a takze na mozliwos¢ wykorzystania ich jako nosnikéw réznych czgstek: peptydow,
oligonukleotydéw, a takze lekéw. Najlepiej opisanym przedstawicielem tej grupy alotropéw wegla jest
fuleren C60 (FC60), jednak ze wzgledu na jego praktyczng nierozpuszczalno$é w wiekszosci rozpuszczalnikéw
organicznych, aby jego czasteczki mogly by¢ wykorzystane jako noéniki muszg byé sfunkcjonalizowane.
Wtasnie funkcjonalizacja fulerenu C60, umozliwiajgca kowalencyjne przytaczenie czasteczki leku, w tym
wypadku gemcytabiny, stanowi przedmiot badan Kandydata opisanych w pierwszej czeéci dysertacji.

Fuleren C60 stanowi unikalng strukture polienu, sktadajacego sie z 20 pierscieni heksagonalnych
skondensowanych z 12 pierécieniami piecioweglowymi, przy czym wigzania podwdjne znajdujg sie wewnatrz
pierscieni szesciowgglowych. Wigzania podwdjne rdznig sie dtugoscia w zaleznosci od miejsca potozenia,

krétsze (138 pm) w potaczeniach 6,6 pomiedzy sasiednimi pierscieniami szescioweglowymi i dtuzsze (145 pm)
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w potaczeniach 5,6, pentagon/heksagon. Wystepujgce zaktdcenie planarnosci wigzari podwdjnych
powoduje, ze reaktywnos¢ FC60 jest podobna do elektrono-deficytowych olefin. FC60 fatwo reaguje z
czynnikami nukleofilowymi i uczestniczy jako reagent dwuelektronowy w reakcjach cykloaddycji np.
[4+2] i cykloaddycji 1,3-dipolarnej. Reakcje te, zachodzace z udziatem wigzania podwdjnego 6,6,
pozwalaja wprowadzi¢ modyfikacje w postaci pierscieni 3-, 4-, 5- i 6-cio cztonowych. Obecno$¢ w FC60
30 réwnorzednych wigzan typu 6,6 powoduje, ze nawet w przypadku zastosowania réwnomolowej
ilosci reagenta nukleofilowego, zazwyczaj oprécz produktu mono przytaczenia powstajg produkty
uboczne wielopodstawione. Stanowi to podstawowy problem syntetyczny, zwtaszcza w sytuacji, gdy
potrzebny jest produkt o Scisle zdefiniowanej budowie nanoczgstek.

Drugi obiekt badan Kandydata to nanoczastki ztota (GDPs), wzbudzajgce duze zainteresowanie
ze wzgledu na ich wielostronne zastosowanie w nauce i technologii. Wspotczesne badania wskazujg na
mozliwos¢ zastosowania GNPs w optoelektronice jako sensory chemiczne, w nanomedycynie do
transportu lekéw, itp. Duze nadzieje wigze sie z mozliwoscig zastosowania izotopow ztota (**2Au i °Au)
jako sktadowych radiofarmaceutykéow. Zwtaszcza izotop *®Au wykazuje odpowiednie wtasciwosci: czas
potowicznego zaniku réwny 2,7 dnia i emisja czastek B~ penetrujacych tkanki miekkie do 3,8 mm.
Stezenie produktow rozpadu tego izotopu jest nizsze od toksycznos$ci chemicznej. Zatem oba kierunki
badan podjete przez Kandydata s3 aktualne i wpisuja sie w gtéwny nurt zagadnien wspdtczesnej chemii
i nanomedycyny.

CzescC literaturowg otwiera rozdziat o terapiach nowotworowych. Rozdziat ten jest napisany
dosc¢ chaotycznie. Zawiera co prawda definicje nowotworu, ale dalej, ze wzgledu na ztozono$¢ tematu,
Autor zagtebia sie¢ w niepotrzebne szczegoty, ktdre nie przyblizajg problemu choréb nowotworowych i
stosowanych terapii. Najbardziej trafny wydaje sie podziat oparty na dwdch kryteriach: typie
zaatakowanej tkanki (typie nowotworu) i jego wielkosci. Na tej podstawie, uwzgledniajac specyficzne
wiasciwosci  poszczegdinych typdw nowotwordw mozna przejs¢ do poszczegdinych terapii:
chemioterapii, hormonalnej, immunoterapii, radiacji, terapii opartych na komérkach macierzystych,
chirurgii onkologicznej czy terapii celowanej. Kazda z tych terapii ma swoje podstawy wynikajace z
biologii molekularnej i kieruje sie swoimi zasadami, ktére juz niekoniecznie muszg by¢ dyskutowane w
tej dysertacji. Drugim waznym zagadnieniem jest okienko terapeutyczne, w przypadku chemoterapii
umozliwiajgce stosowanie takich stezen leku, ktére dajg efekt terapeutyczny przy maksymalnym
bezpieczenstwie stosowania.

Kolejny rozdziat to ,Biologiczne dziatanie lekow opartych na nanoczgstkach”. Jest to
niezmiernie wazne zagadnienie, gdyz wyjasnia celowo$¢ poszukiwania nowych nanoczastek i ich
koniugatow z substancjg czynna, zwigzang z powierzchnig nosnika lub zamknigtej w jego wnetrzu. W
rozdziale tym autor szczegéfowo zagtebia sie w zjawisko przenikania i retencji, ktére wykorzystano do

wyttumaczenia preferencyjnego gromadzenia sie nanoczastek wewngtrz komérek guza, ta koncepcja
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w przypadku organizmu ludzkiego nadal budzi kontrowersje. Zabrakto natomiast opisu podstawowych
typow transportu przez btony komérkowe, pozwalajgcego na zrozumienie mechanizmu dostarczania
nanoczastek do wnetrza komérki. Zagadnienie to jest poruszone jakby mimochodem przy omawianiu
zwigzku pomiedzy wielkoscig nanoczastki a jej biodostepnoscia (str. 26-27). W dalszej kolejnosci Autor
opisuje mozliwosci wykorzystania nanoczgstek ztota w medycynie. Ten rozdziat napisany jest zwiezle
chociaz niezrozumiate jest dos¢ czeste nawigzywanie do nanoczgstek srebra (podrozdziat 2.3.1. i strona
24), ktore nie byly stosowane w pracy. Zabrakto, w mojej opinii, zwieztego omdéwienia dwdch
podstawowych probleméw zwigzanych z preparatyka nanoczastek: stabilizacji rozmiaru i sposobéw
zapobiegania samoagregacji, mimo iz autor w swoich badaniach stosuje zabiegi pozwalajace
kontrolowac oba te parametry. Kolejny rozdziat poswiecony jest omoéwieniu innych nanoczastek takich
jak nanorurki weglowe, grafen, kropki kwantowe i fulereny. Autor szczegétowo opisuje wtaéciwosci
fulerenu C60, metody jego funkcjonalizacji w celu polepszenia witasciwoséci hydrofilowych i
umozliwienia wprowadzenia grup dokujacych, koniecznych do koniugacji z innymi czasteczkami. Ta
cze$¢ dysertacji jest napisana w sposob umozliwiajgcy zrozumienie przez czytelnika chemicznych
wtasciwosci tego alotropu wegla i stosowanych aktualnie metod funkcjonalizacji jego struktury.

W kolejnym rozdziale mgr Nalepa omoéwit zastosowanie nanoczgstek w medycynie, w ktérym
autor przedstawit dopuszczone do obrotu formulacje utatwiajace transport do biologicznego celu i
kontrolowane uwalnianie leku. Wiekszos¢ tych form dostarczania lekéw bazuje na liposomach.
Rozdziat ten mozna byto bez szkody dla spéjnosci wywodu potgczy¢ z rozdziatem nastepnym pt.
»Prowadzone badania kliniczne pod katem wykorzystania nanoczgstek w terapii”. Jak wynika z tabeli 2
wigkszo$¢ z aktualnie badanych preparatéw dotyczy liposoméw i miceli (odpowiednio 21 i 11).
Podobng przewage preparatéw opartych na liposomach mozna zaobserwowaé wéréd stosowanych
obecnie preparatéw (19 liposomowych na 32 w tabeli 1).

Duzy objetosciowo rozdziat stanowia badania wtasne, w ktérym Kandydat opisuje wykonane
prace eksperymentalne. Funkcjonalizacje FC60 dokonat stosujac reakcje cyklopropanacji z
zastosowaniem pochodnej bromomalonianu. W wyniku kilkuetapowej syntezy otrzymat dwa zwigzki
finalne, réznigce sie rodzajem grup zwiekszajacych hydrofilowosé¢ (malonoamid glicyny lub 2-amino-
1,3-propandiolu). Jedna z pochodnych zostata sprzegnieta z dwoma czasteczkami gemcytabiny
wigzaniem amidowym. Ten fragment jest napisany rozwlekle, dwa razy opisano synteze malonamidu
glicyny, w obu przypadkach otrzymuje sie zwigzek PN103, ktory dopiero w dalszych etapach jest roznie
funkcjonalizowany. Wydajnosci poszczegdlnych etapoéw syntezy mozna uznaé za zadawalajace,
niestety catkowita wydajnosc¢ syntezy koniugatu nie przekracza 3%. Szkoda, ze Autor nie podijat préb
optymalizacji pierwszego etapu, syntezy malonianu diglicyny, ktéry otrzymano zaledwie z wydajnoscig
20%, co znaczgco wptyneto na wydajnos¢ catkowitg PN107. Strukture otrzymanych pochodnych FC60

potwierdzono metodami spektroskopowymi, zamieszczono takze odpowiednie widma. W kolejnym
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etapie badan Kandydat w szeregu eksperymentéw otrzymat nanoczastki ztota. Zastosowat klasyczny
wariant syntezy polegajgcy na redukcji kwasu chloroztotowego w obecnosci gliceryny lub tanin
zawartych w naparach roslinnych i poliwinylopirolidonu (PVP) jako stabilizatora nanoczastek.
Doktorant zoptymalizowat warunki prowadzenia eksperymentu badajagc wptyw stezenia prekursora
(HAuCly), stabilizatora, stezenia zasady, kolejnosci dodawania reagentdw i czasu reakcji na wielko$¢ i
jednorodnos$¢ otrzymanych nanoczastek. Przeprowadzit takze trzy eksperymenty z wykorzystaniem
naparow roslinnych stosujac rézne ilosci suszu i objetosci wody uzytej do ich sporzadzenia. Niestety
nie podano nawet orientacyjnej zawartosci obecnych w nich tanin, trudno zatem odnie$¢ sie do
otrzymanych wynikdéw, mozna wyciggnac jedynie wnioski jakosciowe. Bardziej miarodajne obserwacje
mozna bytoby uzyska¢ stosujagc komercyjnie dostepne kwasy taninowe. Przeprowadzone
eksperymenty zilustrowano rysunkami, ktére sa mato informacyjne ze wzgledu na zastosowanie przez
Autora roznych jednostek stezenia i objetosci oraz dodatkowe warianty eksperymentu. Zdaniem
recenzenta wystarczajace bytoby zastosowanie jednego rysunku poglagdowego oddajgcy idee syntezy.
Te same rysunki ponownie zamieszczono w czesci eksperymentalnej. Na str. 73 pojawity sie dwa
schematy nazwane Au-3 rdznigce sie czasem dodania reduktora. Niestety i tu zastosowano rdzne
jednostki stezenia i objetosci. W tej czedci Autor nie ustrzegt sie od powtdrzen. W kazdym
eksperymencie powtarza sie opis przygotowania roztworu kwasu chloroztotowego, a zapewne
stosowano ten sam przygotowany na poczatku roztwor podstawowy. Pomiary fizykochemiczne
wskazujg na wptyw warunkdw syntezy GNPs na ich polidyspersyjnosé, potwierdzity to zaréwno wyniki
pomiaru potencjatu Zeta jak i obrazy uzyskane z SEM. Z przeprowadzonej analizy z uzyciem SEM
wynika, ze otrzymane GNPs rdznig sie ksztattem i wielkoScig, wykazujg takze duzg sktonnos$é do
tworzenia agregatow. Interesujgce wyniki otrzymano dla nanoczgstek preparowanych w naparach
rodlinnych, co potwierdza dobre wtasciwosci tanin jako zwigzkéw optaszczajacych (stabilizujgcych)
nanoczastki. Zastosowanie naparu z geranium umozliwito otrzymanie nanoczastek o $rednicach

ponizej 25 nm.

Kolejny, duzy fragment pracy dotyczy przeprowadzonych badan biologicznych. Dla
pochodnych FC60 wykonano typowe testy wstepnie filtrujgce zwigzki aktywne od nieaktywnych.
Koniugat z gemcytabing wykazuje stabe wtasciwosci antynowotworowe w odniesieniu do panelu pieciu
linii komoérek nowotworowych, natomiast jego staba toksyczno$¢ dla linii komoérek zdrowych
fibroblastéw skdéry (NHDF) z ICso >375 [uM] jest wynikiem pozytywnym. Wrazliwe na zwigzek PN107
okazaty sie tylko komérki nowotworu piersi MCF-7 (ICso = 2,07+ 0,64 uM) jednakze i w tym wypadku
wynik ten jest nizszy niz dla gemcytabiny (ICso = 0,044 + 0,008 uM) stosowanej jako zwigzek
odniesienia. Badanie cyklu komdrkowego wskazuje na stabsze hamowanie przez PN107 przejscia

komorek do fazy S niz gemcytabina, ktora jest cytostatykiem swoistym dla fazy G1/S. Wyniki testu z



aneksyna V wskazujg na indukcje apoptozy, jednakze w stopniu mniejszym niz zwigzku referencyjnego.
Dla pochodnej PN109 (nie zawierajgcej gemcytabiny) wykonano testy zwigzane z wptywem tego
zwigzku na stan fizjologiczny komorek zielenic. Nie stwierdzono istotnego wptywu tego zwigzku na
parametry fizjologiczne tych komorek.

Z obowigzku recenzenta jestem zobowigzany do zwrdcenia uwagi na pewne niescistosci, ktore
wkradty sie w tekst rozprawy.

Omawiajgc cycklopropanacije Bingla na str. 38 Autor pisze: , Przytgczana do fulerenu czgsteczka
musi zawiera¢ dwa bardzo kwasne wodory przy tym samym atomie wegla. Czy wodory grupy
metylenowej w malonianie dietylu (pKa = 13) sg bardzo kwasne? Podobnie na str.39 Kandydat pisze o
NaH jako silnej zasadzie i DBU jako o jeszcze silniejszej, czy tak jest rzeczywiscie? Prositbym o
komentarz w tej kwestii.

Brakuje temperatur topnienia dla zwigzkéw PN101 i PN102.

Osobny problem to stosowana numeracja, ktéra rozpoczyna sie od numeru 101, jakie zwigzki miaty
numery od 1 do 100?

Czytajac fragment pracy dotyczacy preparatyki zwigzku PN102, nasuwa sie pytanie, dlaczego Autor nie
zastosowat glicynianu metylu, zamiast wolnej glicyny, co skrécitoby synteze o jeden etap (estryfikacji
PN101). Nukleofilowos¢ (zasadowos¢) wolnej grupy 2-amino aminokwasu jest zblizona do alifatycznej
aminy pierwszorzedowej (pKa =9.60 dla glicyny).

Autor zastosowat dos¢é nietypowy sposdb rozszczepienia estru etylowego we fragmencie glicynowym
PN105, PN108 (NaH + MeOH), czy mozna wyjasni¢ przebieg tej reakcji? Estry sg bardzo trwate w
warunkach hydrogenolizy. Rozszczepienie wigzania estrowego wymaga obecnosci katalizatora np.
Ru(acac)s i ci$nienia, zazwyczaj prowadzi do zredukowania grupy karbonylowej do hydroksylowej. Czy
byty préby rozszczepienia w warunkach kwasowych?

Dlaczego nie zastosowano wyzszego stopnia ,zatadowania” gemcytabiny na czasteczke fulerenu.

Otrzymany koniugat zawiera ok. 20% substancji czynnej.
Podsumowanie

Recenzowana praca doktorska mgr P. Nalepy stanowi interesujgcy przyktad badan
interdyscyplinarnych. Kandydat opracowat synteze pochodnych fulerenu C60, zdolnych do dokowania
substancji bioaktywnej. Otrzymat taki koniugat z gemcytabing. Zoptymalizowat warunki syntezy
nanoczastek ztota, wykorzystujgc jako reduktor gliceryne. Stosujgc rézne techniki pomiarowe
udowodnit zwigzek pomigdzy warunkami syntezy nanoczastek ztota a ich wielkoscig i polidys-
persyjnoscia. Wykazat sie bardzo dobrg znajomoscig réinych technik spektroskopowych, a
sformutowane na podstawie otrzymanych danych eksperymentalnych wnioski sg poprawne.

Doskonale wykorzystat dostepne techniki oczyszczania otrzymanych pochodnych fulerenu C60. Druga



czes¢ badan to bardzo rozlegte eksperymenty biologiczne. Kandydat wykazat sie duzg pomystowosciag
poszukujgc mozliwych zastosowan dla zsyntezowanych pochodnych. Nie ograniczyt sie do komérek
modelowych nowotwordw, ale prébowat takie bada¢ wptyw pochodnych FC60 na cykl zyciowy
jednokomérkowych zielenic. Swiadczy to o niewatpliwie szerokiej wiedzy i zainteresowaniach Pana
Pawta Nalepy. Wyniki przeprowadzonych eksperymentoéw, zaréwno syntezy nanoczgstek jak i
doswiadczen na komérkach nowotworowych sg bogato udokumentowane adekwatnymi zdjeciami lub
wykresami. Rezultaty dotychczasowych badan zostaty opublikowane w trzech pracach naukowych.
Na podstawie rozprawy doktorskiej, opublikowanych prac naukowych moge z petnym
przekonaniem stwierdzi¢, ze Kandydat spetnia wymogi stawiane kandydatom do stopnia doktora
przewidziane ustawa z dn. 14 marca 2003 r. (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pézn. zm.) i skladam wniosek do
Rady Instytutu Chemii Uniwersytetu Slaskiego o dopuszczenie mgr Pawta Nalepy do dalszych etapow

postepowania o nadanie stopnia doktora nauk chemicznych.
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