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{}ceng rozp!"fi}ily d*ktorskiej rngr Pameli Krug pt. ,,0tłąlsłtywtłłł§e,
c k ar a§łt ery s ry* k a P ąs k o c h ę mi c łn a i łł c e łt a ak$łv n ł ś e i p r ze c h u n *u ałw o ł łnr ej

wrłłłax,qslek selentł i tetlarea xtłłdy§*łłłłanyck sułfałufałłełłg" lv-ylłonanej pod
l*ierunkierm dr hnb. h{neicja &{ftzul,§, prof. t}W onaz dr hab. K*tarzyłry

1Yiktonskł*3, prof. NlŁ

Zwalęzanił chorob nowotworoĘ/eh, zwłaszcza w przypadi<u obecnaści
przerzutaw rł-ciąz pczostaje dużym pr*blemem ktrinicznym, pomirnr: zneczn€g* postępu, "jaki
d*k*nuje się w tej dziedzinie w ostatniclr latach. jednym z największych wyzwań pczastaje
toksyczność stosowanych terapii " kt*ra ze względu na brak je&n*znacznie unikalnyeli dtra

tkanki ncwotworowĄ cach, w parównaniu dc tkanek prawidłowyelr (r*znicę iiościowe raczaj
niz jakoś*iowe) jest jedrią z ptzyczyn niepowadzenia t*r*pii przeeiwnowotworCIwych" Stąd ccl,
jatr<i pcstawiła sabie cioktorantka przystępłljąe do realizacji pfa§y dcktcrskiej jest w pełni
uzasadrziłny"

Przechodząc do formalnej oceny układu praty,. nie jest on tradycyjny, góyż nte
wycdrębniono rozdziału dysli.usja, który w mojej clpinii w pracach rlaktCIrskich .jest barctrzo

istotny i umozliwia ocęnę zdoln*ści doktoranta da krytycznej anaiizy uzyskanych wyników.
Iednahżę elernenty dyskusji przevłijaią się zarr:wno w podrczdzińaęh opisujących wyniki, jak i
w rłzdziale podsumowatrie. Brakuje także ąrniosków, jak* wyodrębnicnej częsci pracy.
\ilnioski m*żna rłyszukać $i ps§zczegcln}.eh rozdziałaclr pracy, jednakze zebrane w jednym
rniejscł-l byłyby dobrym pcds*mornlaniem znaczania naxkcwego uzyskanych wynikołv.
F*zcstałe elementy rszpfawy doktorskie.! 

" 
taffięjak wstęp rner,t*ryczny, cel praoy, opis metod

czy wrykaz piśmiennictvła znalazły swoje odz:łierciedlenie w praę}r dotrrtorskiej mgr Parneii
Krug.

Praga mgr Pameli Krug ma *łrarakter interdyseyplinarny. Fierwsza *ęść prały
złstŃa poświęcolia otrzymaniu i cłiarakterystyce nanocząst*k sętrenu i telluru, za§ częśó druga
ccenie ich aktywności biologi*znej. Wobęc tego wstęp mery4oryczny wprowedza zar*wn* w
zagadnienia z;wiązane z w*aści",vościami nancmaieriałolą jak i zagadnienia z*viązan* z
wykcrzystar:iern nanornatęriŃów łraz samęgo selenu, tęlluru i sulf,orafanu w terapiach
przeciwnovrotworowych, Następnie Autorka łpisńa matertały uzyte tĄ/ badania*h oraz
wykorzystane w- nich metody. Zastosowano dużą liczbę met*d, zarowfió óaqczącyeh
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ci:.arakterystyki samyclr nanocząsiek, jak i badan biologicznych, s;ąd m§ze w3,nikaĆ §zasein

bardzo pobiezny icłi opis, a ęzęść wiadoniłści c sposoblę przęptawadzeni* doŚwiadczeń

znajdłlje się dopiero w rgzdziale opisującyrn wyniki. W zwiąku z trym łhciŃabym zadaĆ

Daklłrańce następu.iące p3Ąanla; te łdmłsząłł się dc częśei nie-biclogicznej PrógZę

pctraklawaó .!ako pytania iaika w dziedzigie otrzy§lyvania i badania wł*śłiwcŚ*i fizYkc-

clremicznych nanocząstek:

1. W opisi* metadyki łtlzyrnywania nanłłząstek selenu opisano jedną procedurę w

ktorej zastosowana określone proporcje ilościovie składników rni*szaniny * łzy te
prcporeje składorłych ataz e;z&s ieh ,,mieszaaid', tj. 0,5h wyzfiaczoxi0

eksperymentalnie, czy też w inny sposob - jaki?

2. Dlałzego nie zastosowano jednalitej procedury łftzyrnyvł*nia nanocząstek

wykorzystyw anycll we wszystkich badanlach araz na ile woda vs so1 {tzjłlaglłzna

łż3ź* w procod*rałh otrzyr,ył*ania aa*ocząstek mogĘ wpłynąĆ fip. na rczlniar *zY

inne właścirłłości nanocząstek?

3 " lV jaki sposob ooeniano skuteczn*ść pozbycia się np. wolnego sł;lforafanu czy

kwasu askarbinowęto czy tez *elenu z próbekuĘ-wanychw badaniach bialcgicznych?

Na mapach EDS widoczne §ą zięione kropki poza obszarem, gdzie urvidoczni*ny jest

selen - łzy ta z*aczy, ze wolny suifora|an znaidowń się w r*ńłłarzę nałrocząstek?

Jeśli tak to w jakim stęzeniu. To samo dotyczy kwasu askorbinowego" ktoregc

właściwcści, tówriież doźyłząłe potenojalnej aktywnoŚci przłciwrlowotworcwej §ą

ż4Ą*d
LllulLw.

4. iffracając do kąąlasu askor"binowego: §zy na powierzchni nanocząstek selenu

apŁaszczanygh sulforafanern i nieapłaszłzonych mogły ztlĄdcwać się pcdobne ilaści

kw-asu askorbinowego?

5. W przypadku nanocząstei< teiiuru, trrtóre zrtdeniały się w czasie - dla*zego

zatrzyman§ się na czasie 16ll, tzy po dłuzszym czasie nie mogła dojść do dalszych

modyfikaoji nanocząstek? Czy nanocząstki selenu nie zmieniałyby się w eza§ie, tak jak

mińo to rniejsce w przypadku nam*łząst*kt*Łluru?

6. §V nałviązaniu do pytania 1 i 5: czy ccelrioncl stabilność rłł roztworach np. medium

ho dc-wlanyrn czy o ss czu otrzyrnanych nano cząstek?

i. Badania na zulierzętach: w rn*todyce nie opisano procedury padania dozytrnego

nanacząśek, nie wiadomo takżę w jaki spcscb pobran* krew tętnicżą łtaz, Czy w

przypariku, gdy jest mo$ira po prostu * krwi, czy jest tc krew żylna czy młże mieszała

tętnicza-żylna?
8. od szczurów w róźnyatl odstępach cza§u pobierano kń - nie przedstawiono

wynikow tythbadań.
q. Jaki był rr<iział doktorantląi lv badaniaęh, trA/ kt*rych w§kaean*, że iclr

wykonawcami b.vły inne osoby?

:,,:
]:::
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opis wyników, uzupełniany o niektóre szczegr*y metadyki araz zawierający

elernenty dysk-usji jest bogat* ilustrowany zĄęaiami, wykresarni i tabęlarni. Na podstawie

zaprez*rrtłwanyeh wyników, Doklorantka dowadzi, że uzyskane nanocząstki, ktÓre

scharakt*ryzol,vŃa pod względęm wielkości i składu, zę \Hzględu fia §wój cłrarakter lT,agą

zna1ęźc zastosowanie 1^. lęczeniu przeciinrno:irotwofo*ym. Ze względv na sPeCYfiCznłŚę

uzyskanych nanocząstek telluru oraz nięmożn*śc uzyskania takich narr*cząstek bez cŁlęgnoŚei

sulforafanu, Doktcrantka zdecyrlovlała się na gj,ębszą_ analizę biclcgiczną nanłłząsŹek selenu-

ll{ie śrviadczy t* łcz,lnłiście c riniejszej wartości naukcwej lej pracy ralązanĄ z uzyskaniern i

cliarakterystyką nanooząstek telluru, ktore z pewnaścią, same w sobie są interesujące" a

teoretycznię mozną paeijąć próby ieh zastosowania, jak sugeruje DoLlcrantka, stosując

doguzową drogę iniekcji. Padczas a*alizy danych dłą,cząłyłh spcsobow nrodYfikacji

płwierzłhni nanocząstek, prąĄaczanyth we irv§tępie, a poźniej takżę w pozostałych *zęŚcia*h

pragy, w tym ..v opisie wynikcw, nas**ęło mi się pytanie rwiązar* z *mawianYm PrzęZ

doi*orantk ę zagadtłenienr podejścia ,,flzyczfiegł" }ub ,,chei:ni§znegs" dc rnodYfikacji

płwierzrhnt na*łcząstek. łlaozęgo iI/ swoich badaniath DcLlorantka zast*sawŃa a*słrbĄę

fizyłzłą dak poda.je we wstępie}, a nie metody chemiczne? Czy w przypadku badanYch

nanocząstek i ęelu ich ewentualnegc za§tosowania l*oraś zĘeb metod jest karzYstni*jsza? trV

r*zdzta!ę opisującym wyniki D*ktoranti<a stwierdza, zę §trN najprawdopodobniej cddziałuje z

pcwierzchnią nanacząstek poprz*z grupę s*lfotlenk*wą. Czy nalezy rczumiec, ze jest to

*ódzińysłante tizycznę? Młżna.je jakoś zdefiniowac? Przepro,łładzĄąc zaŚ ana|izę składu

nen*§zą§tek DaLtorantka stwierdza, że łb**ność jednegc z pa§m {3433łm-1} fftoze iłj'nikaĆ z

zaniełzyszczeń odczynnika - l{*ry z aółr1nnlkow był zar"liełzyszęzctly i czynr rnogą bYĆ t*

zaaiaczyszłzęnia? try przłbada*ł pod tym kątzm płszcz*g*Łn* łół,zyrlillki Przed

przystąpieniem da badah? !Y jŁki sposób użyc;i* zanteczyszczonycŁ odczynnikow mogło

wpłynął na wyniki badań biologicznyeh?
Fadająa właścivłości biolagiczfl€ nanocząstek sęięnu opłaszczanych sulforafanem,

Doktorantk a stvłrcrdza (na padstawie porównania z danymi z piśmiennietwa}, ze są one mniej

Łcksyłzne w p*równaniu d* seleninu sodu, ktory posfużył do ich wj'lworzenia. lii/

krótkotęrmirrowyrn t?Ą11 obscrwaeji) doświadezeniu przeprowadzanym na szczLŁragh

stwierdzono brak w5lstąpienia niekcrzystnyclr ą_rbjawów ze strony arganizmu tYłTl, zuliarząŹ.

ałzywi*aię źak zap|ar,łwane dcśwladęzęnie nie jest w stanie wykazać czy ogÓŁnie nanocząstki

w tej.jednej dawce ni* są toks;vezne, 7, az*ga Doktorantk* zdĄe sobie sprarł'ę i PodkreŚla

kcnie*zn*ść datrszyeh bad,a,il, ale daje jakąś wskazówkę, złłłaszcza, gdy porownamY t* z

danymi przytoezonymi w publikacji, cytołvanej jako 290, gdzie stan zwiarząt ceeniano Po 48h,

a niektćre dawki sęlęninu sodu juz w-ywo§wały śmierć z:vłierząt. Dodatkowa, na paóttavłrc

wynikow badań przepfCIxńiadzonych na szczurach (marfologia i nieLlÓre Pafametry

biocheniiczne) autorka wnioskuje o braku aktył*wania odpowiedzi immunol*gicznej

organizmu. Jędnakze trr,lćno ocenić, k*łry z p&ramentolv *rogłby na tc wska"ąwaĆ, Ponadto tak

Ń-ajor.r1 Nar:kor.r:ł Ośrodek ltriiadący {Kl§Ol\i) Wrrrołarvskie Cerrfuunr Biclecltrologii 20 i 4-2i!'l 8
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krCItki eza§ *bsenłacji rałzej uniernozlivria takie wnioskowaaie. Fcrradt* na§uwa się

dodatkawo pytanie. dlałzego w tyclr badaniach nie porowneno nanoeząst*k setrenu

apłaszłzorlyłh óo nt*łpłaszczanych sulforafanem? Taki sposób wykcnania bactah ułnOzlix'iĆ

mó§by stwierdzęnie przelłłagi .jednych nanecząstek nad druginri w zakresie ewentuzinych

efektóvi uboczrrych.

Mgr Fam*ia Krug przeprowaózńa także szerckr zakres baiań ił'ł lłitrłł, 1ą/

pierwszym etapie ocerriła attlłvność cltotcksyczfią ftafiacząstek selenu i teiluilwober
komórek *owctworo${r{rł, i prawidłc!_lych {raka grułzcłu piersioweg§ i okręzniCY}. Takie

badania porównavlczę) z za§ts§swaniem komórek nowatworowych i ieh odPołruiednikOw

prawidłowyeh są barrjza ggfine, gdyż dają łvstępne w-skazów-ki dłtyłzące Poiencjalnej

toksyczncści badanych substancji. Na podstawie *bliczen dokonanych metodą Chcu-Tatralay,

auź*rka płkazuia istnienie synergizrnrł sulforafanu i nałocząsżek setren+wYch rvobec linii

kcmarek nowotworol_"ych i, v; niektóryrn zakresie łla:,ryek, afttagafiiąmu wobęc k*mórek

prawidłołlrych. Wyniki tych badan wsł<azywae rnCIgą pewną setrektyłvnaŚĆ *zińania

nanacząstek wo"nec kamórek ncwoiworc}yych. tr{ badaniach tych brŃuje bezPaŚredniego

poróvłnania aklywnośe.i cytotaksycznej nanccząsŁak selenu ofaszezonych i nieaPłaszez*rlYłlt

s*lforafanem, w fcrmie np IC50. Pokazanc tyika łvyniki obliezęń (wspołczynnik C{) Pawstałe

wabazlę konkretnych wy,nikow ac*n,iąą*ych proliferację komćrek, zaś brakuje tyclr ,"twardycłr

danych" eksperymełtalnyeh, l*óre bezpośrednio pokarywńyby przevłagętegł .,aPłaszczeńt'.

Aut*rka sugeruje. na pcdstawie danyeh 1iteraiurow;lcb, ża łułeńualną ptzy1zyną

wyższej akJywntści nanocząstek selenu a§,aszczłnych sulforafanem nad nieopłaszczcnymi są

specyfiezne interakcje sulfcrafanu z ręłłptlrami, których miałoby być więcej na kornórkaeh

nowotwsrolvy§h w porównaniu dc prawidło*1rch. Co t* za r*ceptory l czy rzełzYwiŹcit

badane komórki różniq się pod rvzględenr ielr obecnośei na powierzclrni? Jeśli róznice w tej

xelei<tywn*ści miałyby rzeczywiś*i* podłoze z.wiązalrle z bi*dastępncścią * lepszą dla konrorek

nowotworowych niz prawidłowych, to w zasadzi* wszystkie oŁlserwcwane róznice uzyska*e w

badaniaeh dłĘczących rnechanizrnu dział,ania wyntkĄą z tega, ze mniej nanocząsiek dostaje

się do wnętrzakcmórki, awtęr l ich skutki dziŃania są mniejszr. ałzywtście aby tc stw.ierdzic

na!*żńłby sprawdzić. zarvartość. nałcoząstek -tv komcręę, aąi ehocby porównaĆ eksPresję

wspcminanych reccptof*lĄi. Fonadto, aby porownać proeesy zathłdzął* w tYch dwóch

radzajaah komóręk, nowotrryorowy*h i prawidłowych" interzujące łlyłoby uzycie nie tYch

samych stęzen nanacząstek, aie stęźeń i*ywafującyclr ten sam efekt biologiczny nP.It}a"
T{a pcdstalvie badan wykonany*h przy uzycirł nrikrcskopii konfokalnej i cytometrii

przrpływt>wej. aut*rka oceniła przebtag *yklu kcmórkowegł araz zbadńa niektÓre cechY

śmierci komór*k (ekspresja fostatydyios€ryfly, aktywacja kaspaz, potencjał mitochondrta7ny},

w tym ta wskazĄąłe" żł prawdapod*b*ym t*dza3em śmierci kamór*k indukowanyffi PrZęz

nan*cząstki selenu.jest apoptoza. Autorka oceniła rorl,,niez poziom reaktyrv-nyclr f*rm tlenu w

badanych komórkaclr. Analizy te wykanała na 2 liniach w5,tvcdzącycłi się z gruczaŁu

Ń-ajor,vy liaukowy ośrodck \Łjiorląc1,,{K\iOW) Wrocłarvskie Cerrtrułn Bicteclrnł.dogii 2014-2018
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piersiowego: prawidłowej i nowotworowej. W opisie wyników aktywności biologicznej
brakuje analiz staĘstycznych do wyników przedstawionych w tabeli 14, 75, na rys. 56, 57, 59,

6L, a w przypadku rys. 62, 63, 66 i 67 brakuje analizy staĘstycznej wskazującej istotność

różnic uzyskanych efektów pomiędzy nanocząstami opłaszczanymi vs nieopłaszczonymi oraz
ewentualnie SFN a nan§cząstami opłaszczonymi. Dodatkowo, w przypadku analiz
cytometrycznych zvi.ykle pokazywane są repfezentatywne histogramy czy dot ploty, które
umozliwiaj ą w gląd w r zecTywi sty obraz takiej analizy .

Na koniec chciałabym zvvróció uwagę na kilka drobnych uchybień młiązanych ze
stosowaniem żargonu np. podanie ,,w Ęłę" zamiast ,,da żyb" czy vĘciem niezręcznega
sformułowania jakim jest ,,terapia nowotworód', ęq skrótu myślowego. ,,cyrkulacja
dootrzewnowa" itp. Jednakże, jak na tak obszerną pracę jest to znikoma liczba łiezręczności,
co świadczy o starannym przy gotowaniu rozpraw przgz Dołtorantkę.

Podsumowując, Doktorantka prowadząc badania interdyscyplinarne, stosowała
roznorodne techniki badawczę, w związku z tym praca jest obszerna i zawięra szereg
informacji z odleg}ych dziedzin nauki. W mojej opinii, autorka dobrze poradńa sobie z tym
trudnym wyz-wanierą pracę czyta się z zainteresowaniem, a im większe zainteresowanie, tym
więcej pojawia się zagadnień zachęcających do dyskusji, czy zadawania pytań,Ponadto, brak
klasycznego razdziafu ,,dyskusja" pozostawił pewien niedosyt, stąd inna część moich pytah

skierowanych do Doktorantki, Jednakżę chęińam podkreślic, że realizując badania, autorka

osiągnęła zamierzonę cele, a więc uryskńa i przeprowadzlła charakterystykę otrzymanych
nanocząstek, a ich badania biologiczne wskazują na potencjalne intersujące mozliwości ich
zastosowania i otwierają pole do dalszych badah.

Wobec povłyższego, uwa,żam, że przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr

Pameli Krug pt.,,Otrzymjnłanie, charakterysqlka fizykochemiczna i ocena akĘłwności
pr4eciwnowotworowej nunocąstek selenu i telluru mndyfikou,anyeh sulfurufanerłł' spełnia
wymagania stawiane rozprawom doktorskim określone w Rozporzqdzeniu Ministra Nauki i
Szkolnictwa Wyższego z dnia 19 stycmia 2018 r. w sprawie szczegołowego trybu i warunków
przeprowadzania c4lnności w przewodzie dohorskim, w postępowanźzł habilitacyjnym oraz w
postępowavriu o nadgrtie tytułu profesora, tym §amym wnioskuję do R.ady Naukowej Wydzińu
Chemii Uniwersytetu Warszawskiego a dapuszczenie Pani mgr Pameli Krug do dalszych
etapów przewodu doktorskiego,
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