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Recenzja
pracy doktorskiej mgr Karoliny Werengowskiej-Cieéwierz pt. ,,Nanorurki
weglowe w celowanej terapii przeciwnowotworowe;j”

Nanotechnologia jest jedng z najszybciej rozwijajacych sie dziedzin, ma charakter
interdyscyplinarny obejmujac fizyke, chemig, inzynieri¢ materiatowa, biologie, medycyne.
Nanostruktury (nanomateriaty) o rozmiarach zawierajacych sie w zakresie 1-100 nm i duzym
stosunku powierzchni do objetosci znajduja coraz wigcej zastosowan. Sa obiektem badan
zarowno o charakterze podstawowym, jak i aplikacyjnym. Szczegdlne zainteresowanie
wzbudzaja nanomateriaty weglowe: nanorurki weglowe i grafen.

Jednym z bardziej obiecujacych kierunkéw zastosowan nanomaterialow jest terapia
przeciwnowotworowa, gdzie istotnym zagadnieniem jest wprowadzanie odpowiednicj dawki
leku powodujacej zniszczenie komoérek nowotworowych przy jedynie minimalnym
uszkodzeniu zdrowych tkanek. Chodzi tu o zaawansowane metody leczenia obejmujace
kontrolowane i celowane dostarczanie lekéw za pomocg nanomateriatow w uktadach ,,drug
delivery system”. Celem takich uktadow — nanonosnik6w jest dostarczanie lekéw z ustalong
szybkoscia oraz w zdefiniowanym czasie. Prowadzone sa intensywne badania nad
zastosowaniem nanomaterialdw we wspomnianych uktadach celowanego dostarczania
terapeutykéw. Materialy nanostrukturalne stanowia obiecujaca grupe nanonarzedzi do
zastosowania w terapii na poziomie komoérkowym oraz molekularnym ze wzgledu na liczne
zalety. W uktadach dostarczania lekéw (UDL) rozpatrywane byly: liposomy oraz lipidy,
micele, nanoczasteczki polimerowe, nanorurki, czy nanorogi weglowe. Mimo ogromnej
liczby publikacji dotyczacych zastosowania nanomateriatbw w leczeniu chordb
nowotworowych, spotyka si¢ relatywnie mato doniesien na temat walki z czerniakiem za
pomocg nanorurek weglowych w UDL. Stalo si¢ to inspiracja do podjgcia badan przez
Autorke recenzowanej pracy. Wigzato si¢ to z koniecznoscig zrealizowania obszernego
programu badawczego. Mgr Karolina Werengowska-Cie¢wierz podjela si¢ bardzo ambitnego
zadania. Przed przystgpieniem do badan zgromadzita i przeanalizowata ogromna literature

przedmiotu.
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Obszerna, liczaca 83 strony cze§¢ teoretyczna pracy (II) poswiecona krytycznemu

przegladowi literatury przedmiotu sklada sie z trzech rozdziatow. W pierwszym z nich (rozdz.
1) oméwiona jest idea celowanej terapii przeciwnowotworowej. Poruszone sa tu dwa
zagadnienia: celowane ligandy i leki przeciwnowotworowe. Kazdy z tych tematéw oméwiony
jest jedynie w zakresie niezbgdnym dla realizowanego celu i zakresu pracy. Nastepny rozdziat
2 poswigcony jest nanoczasteczkom w uktadzie dostarczania lekéw (UDL). Najpierw, krocej
przedstawione jest znaczenie prawidtowego podawania lekow — w tym rola nanoczasteczek, a
potem obszerniej uktad dostarczania lekow.,
Tematem ostatniego, najobszerniejszego z rozdziatéw czesci teoretycznej (rozdz. 3) byly
nanorurki weglowe w UDL. Kolejno przedstawiono w nim charakterystyke nanorurek
weglowych, ich modyfikacje do celéw medycznych, dalej metody biokoniugacji celowanych
ligandéw oraz kolejno lekéw przeciwnowotworowych i wreszcie istotne zagadnienia, jakimi
sq potencjalna toksyczno$¢ nanorurek weglowych oraz ich zachowanie w organizmie.
Wszystkie zagadnienia oméwione w czgsci literaturowej pracy, ich wybor i kolejnosé tworzg
logiczng catos¢ dobrze podbudowujgca przeprowadzone w pracy badania oraz interpretacje i
dyskusje¢ uzyskanych wynikéw. Autorka wykazuje si¢ znakomita znajomoscig doniesien
literaturowych w tematyce zwigzanej z rozprawa doktorska, Duza czeéé cytowanych pozycji
pochodzi z ostatnich kilku lat.

Analiza stanu wiedzy w oparciu o zgromadzong literature pozwolita na sformutowanie
celow pracy i wytyczenie jej zakresu. Gléwnym celem pracy bylo zaproponowanie
potencjalnego leku przeciwko nowotworowi skéry na bazie jednosciennych nanorurek
weglowych w roli nanono$nikéw lekéw. Nanorurki weglowe zostaly zastosowane jako
kontenery  trzech preparatow platyny(I):  stosowanego w klasycznej terapii
przeciwnowotworowej modelowego  chemioterapeutyku — cis-[PtClh(NHs),], cis-
[PtCl(dbtp),] i nowego kompleksu cis-[Pt(C4H405)(dbtp);]. Dwa ostatnie zostaly uzyte w
UDL po raz pierwszy. Wykorzystanie nanorurek weglowych w UDL wymagalo
odpowiedniego wyboru materialu wyjsciowego, a nastgpnie poddanie go stosownej
modyfikacji oraz wszechstronnej charakterystyce jego parametréw strukturalnych, chemii
powierzchni i wlasciwosci toksycznych. Dalszy krok na drodze do opracowania skuteczne;j
metody syntezy UDL poprzez zastosowanie metod adsorpeyjnych jako techniki

akumulowania chemioterapeutykéw, wymagal charakterystyki otrzymanych UDL dla




okreélenia wiasciwosei chemicznych i toksycznych kontenerow oraz wplywu nanorurek na
skutecznos¢ dziatania prolekow.

Czg¢$é eksperymentalna pracy (liczaca 93 str.) podzielona jest w bardzo przejrzysty
sposéb. Zawiera trzy rozdziaty. Pierwszy (rozdz. 1) — Materialy i metody zawiera
przedstawione i omoéwienie kolejno: materialy stosowane do badan (jednoscienne nanorurki
weglowe, kompleksy platyny(Il), przeciwcialo CD133, linie komorkowe CHO, MSC, CRL i
HTB); synteza uktadow badawczych (modyfikacja nanorurek weglowych, adsorpcja fizyczna
oraz chemiczna (sprzezenie chemiczne) komplekséw platyny(Il) na modyfikowanych
nanorurkach weglowych, sprzgzenie chemiczne przeciwciala CD133 do ukladéw A0-0-CX-
chem (trzy etapy)); metody badawcze zastosowane do charakterystyki otrzymanych ukladéw
(termograwimetria — TG, adsorpcja/desorpcja N> w temp. 77 K, spektroskopia Ramana,
analiza XPS, TPD z analiza gazéw — IR, pomiar potencjatu zeta, miareczkowanie metoda
Boehma, spektroskopia w podczerwieni — FTIR, pomiar entalpii imersji, pomiar pH suspensji,
analiza elementarna, mikroskopia elektronowa HRTEM, analiza powierzchni EDS/EDX,
pomiar kinetyki uwalniania lekoéw, badanie toksycznos$ci in vitro (hodowla komérek CHO,
MSC; testy MTT i LDZ.), analiza metoda cytometrii przeplywowej); zastosowanie nowych
UDL w terapii przeciwnowotworowej — badania in vitro oraz in vivo.

Rozdzial 2. Rezultaty obejmuje kolejne etapy przeprowadzonych badan i przedstawia
uzyskane w ich toku wyniki. W podrozdziale 2.1 podane sa wyniki badan wiasciwosci
fizykochemicznych stosowanych w pracy nanorurek weglowych przed i po ich modyfikacji w
procesie hydrotermalnym (z uzyciem 30% roztworu H,O, w temperaturach 453-523 K). Sa to
obliczone z izoterm adsorpcji Ny powierzchnie wladciwe (malejace ze wzrostem temperatury
procesu) oraz ubytek masy (rosnacy z rosnaca temperaturg). Ciekawe sa wyniki pomiar6w
entalpii imersji w metanolu i benzenie. Pierwsze z nich rosng ze wzrostem temperatury
procesu i ubytkiem masy, drugie maleja jak powierzchnia Sger. Zdjgcia HRTEM oraz widma
Ramana wykazaly, ze ze wzrostem temperatury przebiegaja rozne procesy np. wypalenie
wegla amorficznego. Ilosé grup zasadowych tez nie wykazuje prostej korelacji z temperaturg
procesu. Badania dotyczace wprost chemii powierzchni (pH suspensji, zawarto$¢ tlenu,
stezenie grup kwasowych, dane z analizy XPS, emisja CO, z widma TPD, zeta potencjal) daly
natomiast wyniki skorelowane ze sobg i wskazujace, ze wzrost temperatury utleniania (w

zakresie 453-523 K) powodowatl zwigkszenie stopnia utlenienia nanorurek i ich polarnosci.
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~ Do dalszych badan wytypowano nanorurki utleniane w temp. 493 K, oznaczone A0-0-493 (o

optymalnych wlasciwosciach dla zastosowania w roli konteneréw przeciwnowotworowych

~ lekéw — kompleksow platyny(I)). Podrozdziat 2.2 poswigcony jest charakterystyce uktadow

nanorurka-lek. Efekty nanoszenia chemioterapeutykow réznymi metodami byly oceniane
metodami TG w atmosferze powietrza, HRTEM, EDX, adsorpcji N, spektroskopii IR.
Poréwnywane bylo nakladanie komplekséw z wody i DMF. Okreslana byta kinetyka ich
uwalniania. Wiadciwosci toksyczne uzyskanych UDL charakteryzowane byly za pomoca
testow MTT i LDH. W podrozdziale 2.3 okreslana byla charakterystyka uktadow
przeciwcialo-nanorurka weglowa-lek. Do badan probek A0-0-CX-chem-CD133 stosowane
byly: adsorpcja azotu, analiza elementarna, spektroskopia IR oraz analiza metoda cytometrii
przeplywowej. Podrozdzial 2.4 stanowi praktyczna weryfikacj¢ poprzednich badan, ocenione
jest potencjalne zastosowanie UDL w terapii przeciwnowotworowej przeciwko wybranym
liniom komérkowym czerniaka i wyselekcjonowanym modelom zwierzgcym. W badaniach in
vitro wykorzystane byly 4 linie komérkowe czerniaka i zastosowane cztery rézne stezenia
prébek w szerokim zakresie (10-250 pg/ml). Przebadane zostaty trzy kompleksy platyny dla
réznych sposobéw zwigzania z nanorurkami. W badaniach in vivo przeprowadzonych dla
potwierdzenia przydatnosci nanorurek w UDL przetestowano trzy typy ukladéw oceniajac
érednig przezycia w grupie myszy. Czg$¢ eksperymentalng konczy podrozdziat 3.
Podsumowanie wynikow.

Prace konicza Wnioski (V) oraz Streszezenie (VI) i Summary (VII), dalej nast¢puje
wykaz cytowanej literatury — Bibliografia (cz. VIII) — obejmuje imponujgca liczbg ponad 550
pozycji (w tym 8 prac Autorki).

Whioski sformutowane sa w sposéb na ogo6t zwigzly i klarowny. Pierwszy wniosek
informuje o zrealizowaniu gléwnego celu pracy. Dalsze trzy wnioski to potwierdzenie
trafnego wyboru zastosowanej metody modyfikacji nanorurek. Kolejne dwa wnioski dotycza
przylaczania chemioterapeutykéw do wybranych utlenionych nanorurek oraz oceny efektow
stosowania réznych technik. Dalsze dwa wnioski wskazujg na rolg dyspersji i lokalizacji
komplekséw platyny w ich uwalnianiu oraz na efekty obecnosci nanorurek dla skutecznosci
dziatania chemioterapeutykéw (zwigkszenie ich rozpuszczalno$ei, dyspersji i aktywnosci
cytotoksycznej). Nastgpne dwa wnioski to stwierdzenie, ze nie ma jednego

przeciwnowotworowego UDL o dziataniu skutecznym w  stosunku do wszystkich
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analizowanych linii komérkowych, i ze zalezy ono od podawanej dawki, linii i metody
nakladania leku na nanorurki. Dalej zostalo wykazane, ze szybciej dziala lek nanoszony
metoda fizyczng w poréwnaniu z zastosowaniem sprz¢gania chemicznego z nanorurkg. W
kolejnych dwoch wnioskach wykazane zostalo, ze opracowano efektywna biokoniugacje
_ przeciwciata CD133 do nanorurek oraz, ze UDL sprzezone z CD133 polepszaja skutecznosé
dzialania lekéw w ukladzie in vivo, w wyniku terapii celowanej. Na koniec wykazano, ze
nanorurki z zaadsorbowana cisplatyng mogg stanowi¢ onkostatyczny opatrunek w celu
prewencji wznowy miejscowej po operacji narzadow z powodu czerniaka. Wszystkie wnioski
sa dobrze umotywowane.

Lektura pracy nasuwa kilka uwag. Pierwsza to zawarto$¢ bardzo obszernego (26 stron)
podrozdziatu 2.1. Charakterystyka modyfikowanych nanorurek ... Najpierw omawiane sg
zmiany whasciwosci fizykochemicznych bgdace wynikiem ich modyfikacji, a potem wyniki
badan pod katem ewentualnych wiasciwosci toksycznych. Dla poprawy przejrzystosei tekstu
mozna bylo podrozdzial 2.1 podzielié na dwie czgci 2.1.1 i 2.1.2 poswigcone obu
wspomnianym watkom. Druga uwaga to pewne niedociagnigeia w Bibliografii: w pozycji
Werengowska-Cieéwierz K., Wisniewski M., Terzyk A.P., Roszek K., Czarnecka J., Bolibok
P., Rychlicki G., (2015b), w recenzji, brakuje informacji, do jakiego czasopisma zostal
przestany ten artykul; w pozycji Wisniewski M., Furmaniak S., Kowalczyk P., Werengowska
K.M., Rychlicki G., Chem. Phys. Lett. 538 (2012a) 9 biednie podany jest numer strony,
powinno byé 93. Kolejna uwaga to pytanie do Autorki: dlaczego w Bibliografii nie jest
zamieszczony artykut Terzyk A.P., Wisniewski M., Dulska K., Bielicka A., Gauden P.A.,
Furmaniak S., Werengowska-Cieéwierz K., Carbon nanotubes as potential material for drug
delivery — experiment and simulation, Adsorption 19, 2013, 269. Moglby on by¢ zacytowany
np. w podrozdziale 2.2 lub w rozdziale 3. Nanorurki weglowe w UDL w czgsci teoretycznej
pracy.

W tekécie pracy wystepuje tez pewna liczba usterek literowych. Powyzsze uwagi nie
wplywaja na w pelni pozytywna oceng catosci.

Og6lnie mozna stwierdzi¢, ze opiniowana praca doktorska wnosi istotne elementy
nowosci naukowej, zarébwno w czesci badawczej jak i interpretacyjnej. Wybodr i sposob
oméwienia przez Autorke tematéw zawartych w czgéci teoretycznej pracy wskazuje

natomiast na bardzo dobra znajomos¢ literatury przedmiotu. Z kolei czg$¢ eksperymentalna
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odznacza si¢ trafnym z punktu widzenia celow pracy wyborem zastosowanych metod
badawczych i duza liczba wykonanych pomiaréw. Interpretacja 1 analiza uzyskanych
~wynikéw przynosi wiele nowych i wartociowych informacji. Tekst rozprawy jest napisany w
sposob jasny i klarowny. Nalezy podkresli¢ szat¢ graficzng pracy: bardzo starannie wykonane

rysunki, tabele, wzory i réwnania.

Whiosek koncowy

Podsumowujac, uwazam, ze przedstawiona do recenzji praca spelnia calkowicie
wszelkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Autorka jasno okreslila zagadnienia
naukowe, ktore stanowily cel pracy, a otrzymane w niej wyniki i ich interpretacja znacznie
poszerzaja dotychczasowy stan wiedzy na temat nowych ukladow lekéw przeciwko
nowotworowi czerniaka w poréwnaniu z klasyczna terapia.

Zwracam sie, wiec do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w
Toruniu z wnioskiem o przyjecie pracy oraz dopuszczenie mgr Karoliny Werengowskiej-
Cieéwierz do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.

Uwazam, ze ze wzgledu na istotne elementy nowos$ci naukowej, pomyslnie
zrealizowany bardzo obszerny program badawczy, przejrzysty sposéb opracowania duzej
liczby uzyskanych wynikéw oraz duze ich znaczenie praktyczne praca zastuguje na
wyréznienie. Na podkreslenie zastuguje tez bogaty dorobek publikacyjny Autorki. Osiem
artykutéw (w tak renomowanych czasopismach z listy filadelfijskiej, jak m.in. Journal of
Colloid and Interface Science (IF=3,07), Carbon (IF=6,16), Chemical Physics Letters
(IF=2,15), Biomedicine and Pharmacotherapy (IF=2,11)) jest zacytowanych w rozprawie i
podanych Bibliografii. Lacznie, mgr Karolina Werengowska-Cie¢wierz jest wspdlautorky az

pietnastu artykulow.
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