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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Werengowskiej-Cie¢wierz

Nanorurki weglowe w celowanej terapii

przeciwnowotworowej

1. Uwagi wstepne

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska pani mgr Karoliny Werengowskiej-Cie¢wierz
zostata przygotowana pod kierunkiem Prof. dr hab. Artura P. Terzyka oraz dr Marka
Wisniewskiego (jako promotora pomocniczego) w Katedrze Chemii Materiatéw, Adsorpcji i
Katalizy Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu. Rozprawa liczy 219 stron
podzielonych na 8 rozdzialéw. Pierwsze 2 rozdziaty maja charakter przegladu literatury
dotyczacej celowanej terapii przeciwnowotworowej, zastosowania réznego typu nanoczastek
jako nosnikéw lekéw przeciwnowotworowych oraz wykorzystania w tym celu nanorurek
weglowych. Druga czes$¢ pracy (rozdzialy 3-5) poswiecona jest prezentacji badan wlasnych
Autorki rozprawy. Ostatnie 3 rozdzialy pracy to podsumowanie wynikéw w jezyku polskim i
angielskim oraz bibliografia.

2. Ocena dorobku naukowego

Poniewaz do rozprawy nie dolaczono podsumowania dorobku naukowego Autorki zatem do
jego oceny poshizylem sie informacjami dostepnymi w naukowych bazach danych. Wedtug
bazy Scopus pani mgr Karolina Werengowska-Ciecwierz jest wspotautorka 7 prac
opublikowanych w czasopismach posiadajacych impact factor tj. Adsorption, Biomedicine
and Pharmacotherapy, Journal of Physical Chemistry C, Chemical Physics Letters oraz
Carbon. Wszystkie te czasopisma posiadajg wysokie wartosci wskaznika IF przy czym
czasopisma Carbon oraz Journal of Physical Chemistry C osiagaja bardzo wysokie wartosci
indeksu cytowari (odpowiednio 6.16 i 4.835). Rozprawa doktorska wydaje sie by¢ oparta
glownie na wynikach opublikowanych w pracy Nanotube-mediated efficiency of cisplatin
anticancer therapy, Carbon 70 (2014) 46-58 ktorej pani mgr Karolina Werengowska-
CieCwierz jest pierwszym autorem. Powyiszy dorobek naukowy, udokumentowany
publikacjami w czasopismach z listy filadelfijskiej, jest zatem w zupetnosci wystarczajacy do

poparcia tez zawartych w rozprawie doktorskiej oraz $wiadczy do dojrzaloici naukowej
Autorki.
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S Tefnatyka rbzprawy dgkforsldej

Tematyka badai podjetych w rozprawie dotyczy opracowania ukiadu celowanego
dostarczania lekéw na bazie nanorurek weglowych i kompleksow platyny oraz oceny jego
skutecznoéci w terapii czerniaka. Zakres badan jest bardzo szeroki. Poczawszy od syntezy
poprzez weryfikacje zatozonych struktur molekularnych, ocene toksycznosci az po badania
cytotoksycznoécei dla kilku linii komérek nowotworowych i badania in vivo na modelu
zwierzecym. Na kazdym etapie badan podejmowane sa proby krytycznej analizy wynikow i
zrozumienia mechanizmow zachodzacych procesow.

4. Analiza czeéci literaturowej

Czes¢ literaturowa rozprawy Autorka rozpoczyna zwiezly prezentacjq idei terapii celowanej.
Opisane s istotne kwestie zwigzane ze skutkami ubocznymi lekéw przeciwnowotworowych
oraz koncepcje ich minimalizacji przy zastosowaniu terapii celowanej wedlug mechanizmu
pasywnego i aktywnego. Oba mechanizmy sa w sposéb zwiezly lecz wystarczajacy opisane i
przedyskutowane. Nastepnie dyskutowana jest rola i wyboér ligandow w terapii celowanej
wedhig mechanizmu aktywnego. Autorka wymienia i krétko charakteryzuje najczeSciej
badane ligandy takie jak kwas foliowy, przewciala czy aptamery. W kolejnym podrozdziale
opisane sa najcze$ciej stosowane leki antynowotworowe wraz z krétka charakterystyka
mechanizméw ich dzialania. Najwiecej uwagi Autorka pos§wieca opisowi lekéw opartych na
kompleksach platyny. Przedstawiony jest szczegélowy mechanizm dziatania kompleksow
platyny na przykladzie najbardziej znanej i najczesciej stosowanej formy czyli cisplatyny.
Oméwiono jest rola tworzenia akwakomplesow platyny i ich cytotoksycznosci w stosunku do
komérek nowotworowych jak i zdrowych, brak selektywno$ci dzialania przy uzyciu
standardowych metod administracji leku a takze pewne metody minimalizacji skutkow
ubocznych pochodnych platyny opartych na zastosowaniu tzw. prolekow.

W rozdziale 2 Autorka omawia znaczenie no$nikéw lekéw opartych na strukturze
réznego typu nanomaterialéw. Wykorzystanie takich ukladéw ma na celu dostarczenie
substancji aktywnej w miejsce docelowe w sposéb minimalizujacy oddzialywanie z
komoérkami zdrowymi a takze wykorzystanie czasteczek lekéw o stabej biodystrybucji
zwigzanej z np. staba rozpuszczalnodcia czy trudnosScia z przenikaniem przez bariery
biologiczne. Nastepnie Autorka blizej charakteryzuje takie uklady dostarczania lekéw jak:
liposomy oraz lipidy, micele, nanoczastki polimerowe, dendrymery, nanorurki i nanorozki
weglowe. Istotnie, sg to najczesciej badane struktury i niektére z nich sg nawet w fazie badan
klinicznych. Wydaje mi sie jednak, Ze nieco wiecej uwagi nalezalo po§wigci¢ nanoczastkom
superparamagnetycznym. Uklady te realizuja zlozonga funkcje teranostykow gdyz
jednoczesnie petlnig role czynnika kontrastowego w obrazowaniu MRI, po przytgczeniu
czastek leku do ich powierzchni moga pelni¢ role nosnika, moga by¢ zlokalizowane w
okreslonym miejscu przy uzyciu zewnetrznego pola magnetycznego, w Koricu mozliwe jest
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ich wykorzystanie w termicznym niszczeniu tkanki nowotworowe]j (hypertermia) przy uzyciu
zmiennych p6l magnetycznych.

W kolejnym podrozdziale Autorka szczegélowo omawia strukture i wiasciwosci
nanorurek weglowych jak rowniez typowe metody ich funkcjonalizacji. Wiele uwagi
poswieca metodom utleniania nanorurek prowadzacych do utworzenia na ich powierzchni lub
krawedziach reaktywnych grup funkcyjnych. Podkresla zalety metody hydrotermalnej z
wykorzystaniem nadtlenku wodoru jako, ze metoda ta bedzie wykorzystana w trakcie syntezy
materiatow do badan wilasnych. W kolejnych rozdziatach czesci literaturowej nastepuje
bardzo szczegdlowy opis, wraz z podaniem mechanizmow reakcji, metod funkcjonalizacji
nanorurek oraz chemii przylgczania réznorodnych ligandéw organicznych oraz czgsteczek
lekow antynowotworowych do powierzchni nanorurek weglowych. Dyskutowane sa modele
w ktorych lek wigzany jest w wewnetrznej strukturze CN'T oraz przytaczony do powierzchni
bocznej. Przedstawiona analiza doniesien literaturowych dotyczacych wigzania czasteczek
lekéw z nanorurkami weglowymi jest bardzo wyczerpujgca i Swiadczy o doskonatej
znajomosci najnowszych osiggnie¢ naukowych w tym zakresie.

W kolejnym podrozdziale pracy Autorka porusza kwestie toksycznosci nanorurek
weglowych. Jest to do$¢ sporny temat i przedstawiona przez Autorke konkluzja, Ze potrzebna
jest kompleksowa ocena profilu toksyczno$ci nanorurek z uwzglednieniem wielu aspektow
a w szczegolno$ci wielkosci dawki i czasu podawania jest trafna. Czes$¢ literaturowa pracy
konczy analiza zachowania sie nanorurek weglowych w organizmie. Autorka dyskutuje
mozliwe mechanizmy oddzialywania nanorurek z komérkami a w szczegdlnosci mechanizmy
whnikania do wnetrza komérki.

Przeprowadzona przez Autorke analiza doniesienn literaturowych dowodzi jej
doskonatej orientacji w tematyce dotyczacej rozprawy doktorskiej. Zatem, badania wlasne,
opisane w dalszej czesci pracy, nalezy uznac za dobrze umotywowane.

5. Analiza cze$ci badawczej

W rozdziale 3 Autorka formuluje cel pracy. Jest to synteza i badanie wiasciwosci 3 typow
ukladéw majacych funkcjonowac jako leki przeciwko nowotworowi skoéry. Uklady te to
nanorurki weglowe z przylgczonymi trzema formami pochodnych Pt(Il) czyli, cis-
[PtCI2(NH3)2] (C1), cis-[PtCl2(dbtp)2] (C2) i nowy kompleks Pt[(C4H405)(dbtp)2 (C3)].
Dodatkowo badany bedzie uklad z przylaczonym przeciwcialem CD133 w celu zbadania
zachowania sie wybranych ukladow w terapii celowanej.

W kolejnym rozdziale nastepuje opis wykorzystanych w badaniach materiatéw, a wiec
nanorurek weglowych (jednoscienne o érednicy 1-2 nm), komplekséw platyny wraz opisem
reakcji prowadzgcych do otrzymania C2 i C3 oraz roZnego typu linii komdrkowych.
Nastepnie opisane sg procedury aktywacji nanorurek weglowych metoda hydrotermalna,
przytgczania do nich Cx z wykorzystaniem adsorpcji fizycznej badZz funkcjonalizacji
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kowalencyjnej i w koncu metodyki przylaczania przeciwciala CD133 do ukladéow z
chemicznie sprzezonymi formami Cx.

Do oceny przygotowanych probek stosowano nastepujace metody badawcze: analize
termograwimetryczng, niskotemperaturowa adsorpcje azotu, spektroskopie Ramana,
spektroskopie XPS, temperaturowo programowang desorpcje, pomiary potencjalu zeta,
miareczkowanie, spektroskopie IR, mikroskopie HRTEM, spektroskopie EDS/EDX i kilka
innych. Aktywnos¢ biologiczng prébek in vitro oceniano przy zastosowaniu testéw MTT,
testow LDH, cytometrii przeplywowej oraz monitorowania wzrostu komorek natomiast
badania in vivo prowadzone byly na myszach.

Prezentacja i dyskusja uzyskanych wynikéw rozpoczyna sie na stronie 118 analizg
niskotemperaturowych izoterm adsorpcji azotu dla nanorurek aktywowanych w réznych
temperaturach. Tabela 8 przedstawia podstawowe parametry fizykochemiczne uzyskanych
probek. Wyniki potwierdzaja spadek porowato$ci materialu wraz ze wzrostem temperatury
obrébki hydrotermalnej oraz wzrost polarnosci powierzchni (entalpie imersji w MeOH oraz
benzenie). Wydaje sie jednak, zZe obrébka hydrotermalna wprowadza stosunkowo niewielka
ilos¢ grup polarnych na powierzchnie nanorurek. W poréwnaniu do materialu wyjsciowego
nastepuje tylko ok. 3-krotny wzrost entalpii imersji w MeOH dla prébki obrabianej w
najwyzszej temperaturze. Zakladajac, ze probka wyjSciowa zawiera bardzo mato takich grup
(naturalne nanorurki sa wysoce hydrofobowe) to 3-krotny wzrost ich ilodci oznacza ciagle
ilos¢ niewielka. Zdjecia HRTEM potwierdzaja oczyszczenie nanorurek z pozostatodci wegla
amorficznego i jednoczesnie brak destrukcji struktury co zwykle ma miejsce przy
zastosowaniu agresywnych $rodkoéw utleniajgcych. Analiza widm Ramana potwierdza
istnienie atoméw wegla o hybrydyzacji sp2 oraz sp3 za$ analiza stosunku sygnatow
pochodzacych od atomdéw sp3 do sp2 sugeruje istnienie minimum tej wartosci dla prébki AO-
0-473. Stwierdzenie, ze stosunek ten jest niski dla materialéw o niewielkiej zawarto$ci wegla
sp2 jest chyba przejezyczeniem.

Zebrane w Tabeli 9 wyniki dotyczace wladciwosci kwasowo-zasadowych badanych
probek potwierdzaja wzrost kwasowo$ci wraz ze wzrostem temperatury procesu
hydrotermalnego. Znowu obserwuje si¢ niewielki bo tylko ok. 3-krotny wzrost iloéci grup
kwasowych w stosunku do probki niemodyfikowanej. Natomiast analiza widm XPS prowadzi
do konkluzji, ze ilos¢ grup karboksylowych powstata w wyniku procesu hydrotermalnego jest
tylko o ok. 1% wigksza od iloSci tych grup na powierzchni prébki niemodyfikowane;.
Niemniej jednak zachowany jest trend wzrostowy ilodci tych grup wraz ze wzrostem
temperatury obrobki. Wyniki pomiaru potencjalu zeta sa do$¢ zaskakujgce, mianowicie
probka niemodyfikowana wykazuje ujemny potencjat zeta o wartosci ok. -10mV w pH7. Nie
jest to warto$¢ duza niemniej jednak §wiadczy ona albo o obecnos$ci ujemnie natadowanych
grup funkcyjnych albo o adsorpcji anionéw w warstwie zwartej. Trudno tez zgodzi¢ sie ze
stwierdzeniem, Ze ,obserwowany jest jedynie niewielki dodatni zeta potencjal nanorurek
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weglowych w zakresie Wk;fvraénego pH”. Wartosci rzedu 27-30 mV nie sa wcale male i
wlasciwie taka probka w pH4 zbliza sie juz do obszaru stabilno$ci koloidalne;.

Przeprowadzone testy cytotoksycznoéci oraz witalnoéci na dwoéch liniach komérek
CHO oraz MSC daja dos¢ ztozony obraz toksycznosci badanych prébek. Dodatkowo
zastosowanie ultradzwigkéw zmienia niekiedy w sposéb zasadniczy wyniki dla danej serii.
Generalnie obserwuje sie raczej niska aktywno$¢ LDH i gléwnym czynnikiem wplywajgcym
na jej wzrost jest stezenie zastosowanej dawki. Autorka doszukuje sie pewnych korelacji
pomiedzy cytotoksycznoscia i witalnoscia a stosunkiem ilosci miejsc kwasowych do
zasadowych, pH suspensji, potencjatem zeta i innymi wyznaczonymi wielko$ciami. Jednak sa
to raczej dalekie korelacje i na ich podstawie trudno o jasny i prosty wniosek co do wplywu
danego parametru na te wielkos$ci.

W kolejnym rozdziale przedstawiona jest charakterystyka uktadéw nanorurka-lek.
Badania prowadzono z wykorzystaniem nanorurek aktywowanych w temperaturze 493K.
Przedstawiono krzywe TG ukladow uzyskanych w wyniku adsorpcji fizycznej oraz
sprzezenia kowalencyjnego leku do nanorurki. Wyznaczone zawartosci lekdw przedstawione
w Tabeli 11 wrastajg od C1 do C3, przy czym dla C3 procent masowy leku w ukladzie
przekracza 20%. Wynika to jednakze z duzej masy molowej substratu C3 i tym samym
ciekawsze i bardziej obrazowe byloby przeliczenie zawartodci leku w stosunku do formy
niezawierajgcej ligandow opuszczajacych gdyz taka forma czasteczki powinna wystepowac
w uktadzie nanorurka-lek.

Przy pomocy mikroskopii HRTEM zidentyfikowano klastery lekdéw na powierzchni
nanorurek w ukladach otrzymywanych metodq adsorpcji. Natomiast probki w ktdrych lek
przylgczany byt kowalencyjne nie wykazujq obecnosci wiekszych ugrupowan na powierzchni
nanorurek. Obecnos¢ platyny w probkach jest jednak potwierdzona na widmach EDX.
Analiza izoterm adsorpcji azotu (Rys. 80 - blednie cytowany w tekscie jako Rys. 90) i
konkluzje z nich wynikajace sa jednak nieco zbyt daleko idace. Raczej nie da sie udowodnié¢
chemicznego wigzania czasteczek leku na podstawie izoterm adsorpcji azotu a taki wniosek
pada. Rowniez nie widze zaniku histerezy dla probek z zaadsorbowanym fizycznie lekiem.

Przedstawione na Rys. 82 widma IR dla uktadéw z fizycznie zaadsorbowanym lekiem
potwierdzajq istnienie charakterystycznych pasm dla cisplatyny. Brak jest natomiast
odpowiednich danych dla uktadéw w ktérych postuluje sie chemiczne wigzanie leku z
nanorurkg. Rowniez nie podano wynikéw badan IR dla form C2 i C3 zaréwno w przypadku
fizycznego jak i chemicznego przylaczenia leku. Tego typu wyniki zwykle naleza do
kluczowych i nalezy w trakcie obrony wyjasni¢ powody dla ktérych tak istotne dane nie
zostaly zamieszczone w pracy.

Przedstawione krzywe uwalniania leku zdajg sie potwierdza¢ konkluzje Autorki co do
miejsca lokalizacji leku. Krzywa dla C1 adsorbowanej w $rodowisku wodnym ma ksztalt
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typowy dla procesu dyfuzji jednowymiarowej zatem C1 lokuje sie we wnetrzu nanorurki.
Natomiast krzywa dla adsorpcji C1 w DMF to praktycznie zalezno$¢ eksponencjalna
Swiadczaca o tym, ze szybko$¢ procesu jest proporcjonalna wylgcznie do ilosci
nieuwolnionych jeszcze czasteczek.

Przedstawiona w kolejnym rozdziale charakterystyka uktadu z przytaczonym
przeciwcialem CD133 potwierdza, ze uklady te maja zdolnos¢ do wykrywania i przytgczania
sie do komorek wykazujacych ekspresje antygenu CD133. Przyznam, Ze nie jestem w tej
dziedzinie ekspertem i przedstawione na Rys. 88 wyniki cytometrii przeplywowej sg dla mnie
mato zrozumiate. Gdyby opisy osi byly nieco mniej enigmatyczne to by¢ moze udatoby sie
powiedzie¢ nieco wiecej o tych wynikach.

W kolejnym rozdziale nastepuje opis wynikéw badan in vitro na czterech linach
komérkowych czerniaka. Analizowany jest wplyw samych no$nikéw A0-0-493 na Zywotnos¢
komorek nowotworowych. Dla stezenn w zakresie 10-150 pg/ml nie obserwuje sie znaczacego
efektu cytotoksycznego samych nosnikéw. Nastepnie Autorka podaje wyniki testow
zywotnosci komarek CRL 1872 w obecno$ci réznych form badanych cytostatykow. Badane
sq rozne stezenia zardwno w odniesieniu do samych czgsteczek Cx oraz ich kompleksow z
nanorurkami. Niejasne jest jak definiowane jest stezenie gdyZz to samo stezenie (w pg/ml)
czystej formy Cx i Cx przylaczonego do CNT to w istocie zupehie rézne dawki substancji
czynnej. Generalnie we wszystkich kombinacjach obserwuje sie efekt cytotoksyczny
badanych uktadow, czasami nasilony wzgledem substancji czystej Cx czasami oslabiony. Z
braku Scistej definicji stezenia nie wiemy czy ostabiony efekt dziatania A0-o-C1-chem w
stosunku do C1 jest wynikiem mniejszej ilosci platyny wprowadzonej do prébki czy tez
dzialanie cisplatyny sprzezonej chemicznie z nanorurka weglowa jest slabsze. Tabela 11
informuje, ze zawartos¢ C1 w A0-0-Cl-chem to tylko 6% wiec wynik dla C1 o stezeniu 10
ng/ml powinien odpowiada¢ w przyblizeniu prébce A0-0-Cl1-chem o stezeniu 250 pg/mol. A
zatem uzyskano by pozadany efekt utrzymania aktywnosci cytotoksycznej przy znacznym
zmniejszeniu stezenia skladnika aktywnego. Bardzo ciekawym wynikiem jest nasilony efekt
cytotoksyczny formy C3 w stosunku do standardowej C1.

Zwiekszona aktywnos¢ form w ktorych lek przylaczany jest do nanorurki wskutek
adsorpcji fizycznej niekonieczne powinien by¢ widziany jako wynik pozytywny. Szybkie
uwalnianie leku z tego typu formy (Rys.83) oznacza, ze praktycznie natychmiast po podaniu
czasteczki Cx pojawig sie w organizmie w formie identycznej jak po podaniu samego leku.
Dlatego, w mojej ocenie, najwartosciowsze sa wyniki uzyskane dla form sprzezonych
chemicznie. Charakteryzuja sie one malg zawartos$cig czynnika cytotoksycznego lecz mimo to
wykazujg dlugoczasowa aktywnos$c¢ (Rys. 90-92). Zatem, obserwowane diugie czasy LT50
(Rys.93) dla tych form nie sg w istocie wynikiem negatywnym.

Wryniki badan in vivo na modelu zwierzecym potwierdzaja udana prébe stworzenia
ukladu celowanego dostarczania leku do komérek nowotworowych wykazujacych ekspresje
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antygenu CD133. Sposréd badanych ukladéw najbardziej obiecujacy okazat sie uklad
transportujacy forme C3 ze wzgledu na wysokg aktywno$¢ w stosunku do komorek
nowotworowych i najnizszg cytotoksycznos¢ wzgledem komorek zdrowych. Ciekawe byloby
zbadanie zawartosci chemioterapeutykdw w obrebie guza po $mierci zwierzecia i porownanie
efektywnosci terapii celowanej przy uzyciu CD133 wzgledem uktadéw nie zawierajgcych
tego przeciwciala.

6. Podsumowanie

Rozprawa doktorska pani mgr Karoliny Werengowskiej-Ciecwierz pod tytutem ,, Nanorurki
weglowe w celowanej terapii przeciwnowotworowej”, przygotowana pod kierunkiem Prof. dr
hab. Artura P. Terzyka oraz dr Marka Wisniewskiego (jako promotora pomocniczego)
stanowi oryginalne rozwiazanie problemu naukowego oraz Swiadczy o duzej wiedzy ogdlnej
Autorki w dziedzinie nauk chemicznych i biochemicznych. Rozprawa potwierdza tez
umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia badan naukowych przez Autorke. Wyczerpuje to
wymagania art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 Nr 65, poz. 595; z p6zn. zm.).
Whioskuje zatem o dopuszczenie pani mgr Karoliny Werengowskiej-Cie¢wierz do kolejnych
etapOw postepowania o nadanie stopnia doktora nauk chemicznych.

Po wnikliwym przestudiowaniu pracy z trudem znalazlem tylko kilka stabszych
punktow o ktorych wspomnialem wyzej. Zatem, z uwagi na ponadprzecietny poziom
przeprowadzonych badan oraz ogromne praktyczne znaczenie uzyskanych wynikoéw wnosze o

wyroznienie pracy przez Rade Wydzialu Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w
Toruniu.
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dr hab. Tomasz Panczyk, prof. IKIFP7



