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Zwalczanie choréb nowotworowych, zwlaszcza w przypadku obecnosci
przerzutow wciaz pozostaje duzym problemem klinicznym, pomimo znacznego postepu, jaki
dokonuje si¢ w tej dziedzinie w ostatnich latach. Jednym z najwiekszych wyzwan pozostaje
toksycznos¢ stosowanych terapii, ktora ze wzgledu na brak jednoznacznie unikalnych dla
tkanki nowotworowe] cech, w poréwnaniu do tkanek prawidtowych (roznice ilosciowe raczej
niz jakosciowe) jest jedng z przyczyn niepowodzenia terapii przeciwnowotworowych. Stad cel,
jaki postawita sobie doktorantka przystepujac do realizacji pracy doktorskiej jest w pelni
uzasadniony.

Przechodzac do formalnej oceny ukfadu pracy: nie jest on tradycyjny, gdyz nie
wyodrgbniono rozdzialu dyskusja, ktéory w mojej opinii w pracach doktorskich jest bardzo
istotny 1 umozliwia oceng zdolnosci doktoranta do krytycznej analizy uzyskanych wynikdw.
Jednakze elementy dyskusji przewijaja si¢ zardwno w podrozdziatach opisujgcych wyniki, jak i
w rozdziale podsumowanie. Brakuje takze wnioskow, jako wyodrebnionej czesci pracy.
Whioski mozna wyszuka¢ w poszczegolnych rozdziatach pracy, jednakze zebrane w jednym
miejscu bylyby dobrym podsumowaniem znaczenia naukowego uzyskanych wynikéw.
Pozostale elementy rozprawy doktorskiej, takie jak wstep merytoryczny, cel pracy, opis metod
czy wykaz piSmiennictwa znalazly swoje odzwierciedlenie w pracy doktorskiej mgr Pameli
Krug.

Praca mgr Pameli Krug ma charakter interdyscyplinarny. Pierwsza czeS¢ pracy
zostala poswigcona otrzymaniu i charakterystyce nanoczastek selenu i telluru, zas cze$¢ druga
ocenie ich aktywnosci biologicznej. Wobec tego wstep merytoryczny wprowadza zar6wno w
zagadnienia zwiazane z wlasciwosciami nanomaterialéw, jak i zagadnienia zwiazane z
wykorzystaniem nanomaterialdw oraz samego selenu, telluru i sulforafanu w terapiach
przeciwnowotworowych. Nastepnie Autorka opisata materialy uzyte w badaniach oraz
wykorzystane w nich metody. Zastosowano duzg liczbe metod, zaréwno dotyczacych




charakterystyki samych nanoczastek, jak i badaf biologicznych, stad moze wynikaé czasem
bardzo pobiezny ich opis, a czes¢ wiadomosci o sposobie przeprowadzenia doswiadczen

znajduje si¢ dopiero w rozdziale opisujacym wyniki. W zwigzku z tym chciatabym zadad
Doktorantce nastepujace pytania; te odnoszace si¢ do czesci nie-biologiczne] prosze
potraktowaé jako pytania laika w dziedzinie otrzymywania i badania wiasciwosci fizyko-
chemicznych nanoczastek:

1.
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W opisie metodyki otrzymywania nanoczastek selenu opisano jedna procedure w
ktérej zastosowano okreslone proporcje ilosciowe sktadnikow mieszaniny — czy te
proporcje  sktadowych oraz czas ich ,mieszania”, tj. 0,5h wyznaczono
eksperymentalnie, czy tez w inny sposob — jaki?

Dlaczego nie zastosowano jednolitej procedury otrzymywania nanoczastek
wykorzystywanych we wszystkich badaniach oraz na ile woda vs sol fizjologiczna
uzyte w procedurach otrzymywania nanoczastek mogly wplyna¢ np. na rozmiar czy
inne wiasciwosci nanoczastek?

W jaki sposob oceniano skutecznos¢ pozbycia si¢ np. wolnego sulforafanu czy
kwasu askorbinowego czy tez selenu z probek uzywanych w badaniach biologicznych?
Na mapach EDS widoczne sa zielone kropki poza obszarem, gdzie uwidoczniony jest
selen — czy to znaczy, ze wolny sulforafan znajdowal si¢ w roztworze nanoczastek?
Jesli tak to w jakim stezeniu. To samo dotyczy kwasu askorbinowego, ktorego
whasciwosci, rowniez dotyczace potencjalnej aktywnosci przeciwnowotworowej sa
znane.

Wracajac do kwasu askorbinowego: czy na powierzchni nanoczgstek selenu
optaszczonych sulforafanem i nieoplaszczonych mogly znajdowac sig podobne ilosci
kwasu askorbinowego?

W przypadku nanoczastek telluru, ktére zmieniaty si¢ w czasie — dlaczego
zatrzymano si¢ na czasie 16h, czy po dluzszym czasie nie mogto dojs¢ do dalszych
modyfikacji nanoczastek? Czy nanoczastki selenu nie zmienialyby si¢ w czasie, tak jak
miato to miejsce w przypadku nanoczastek telluru?

W nawiazaniu do pytania 1 i 5: czy oceniono stabilno§¢ w roztworach np. medium
hodowlanym czy osoczu otrzymanych nanoczastek?

Badania na zwierzetach: w metodyce nie opisano procedury podania dozylnego
nanoczastek, nie wiadomo takze w jaki sposob pobrano krew tetnicza oraz, czy w
przypadku, gdy jest mowa po prostu o krwi, czy jest to krew zylna czy moze mieszana
tetniczo-zylna?

Od szczuréw w roznych odstepach czasu pobierano kat — nie przedstawiono
wynikow tych badaf.

Jaki byt udzial doktorantki w badaniach, w ktdrych wskazano, ze ich
wykonawcami byly inne osoby?
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Opis wynikéw, uzupelniony o niektore szczegoly metodyki oraz zawierajacy
elementy dyskusji jest bogato ilustrowany zdjeciami, wykresami i tabelami. Na podstawie
zaprezentowanych wynikéw, Doktorantka dowodzi, ze uzyskane nanoczastki, ktore
scharakteryzowata pod wzgledem wielkosci i sktadu, ze wzgledu na swoj charakter moga
snalezé zastosowanie w leczeniu przeciwnowotworowym. Ze wzgledu na specyficznosc
uzyskanych nanoczastek telluru oraz niemozno$¢ uzyskania takich nanoczastek bez obecnosci
sulforafanu, Doktorantka zdecydowala sie na glebsza analize biologiczna nanoczgstek selenu.
Nie $wiadczy to oczywiscie o mniejszej wartosci naukowej Jej pracy zwiazanej z uzyskaniem 1
charakterystyka nanoczastek telluru, ktore z pewnoscia, same w sobie sg interesujace, a
teoretycznie mozna podjaé proby ich zastosowania, jak sugeruje Doktorantka, stosujac
doguzowa droge iniekcji. Podczas analizy danych dotyczacych sposobow modyfikacji
powierzchni nanoczastek, przytaczanych we wstepie, a pozniej takze w pozostatych czesciach
pracy, w tym w opisie wynikow, nasunglo mi si¢ pytanie zwigzane z omawianym przez
doktorantke zagadnieniem podejscia fizycznego” lub ,.chemicznego” do modyfikacji
powierzchni nanoczastek. Dlaczego w swoich badaniach Doktorantka zastosowala adsorbcje
fizyczna (jak podaje we wstepie), a nie metody chemiczne? Czy w przypadku badanych
nanoczastek i celu ich ewentualnego zastosowania ktora$ z tych metod jest korzystniejsza? W
rozdziale opisujacym wyniki Doktorantka stwierdza, ze SFN najprawdopodobniej oddzialuje z
powierzchnig nanoczastek poprzez grupe sulfotlenkowa. Czy nalezy rozumie¢, ze jest to
oddziatywanie fizyczne? Mozna je jako$ zdefiniowac? Przeprowadzajac za$ analize skiadu
nanoczastek Doktorantka stwierdza, ze obecnosc¢ jednego z pasm (3433cm™) moze wynikac z
zanieczyszczen odezynnika — ktory z odczynnikow byl zanieczyszczony i czym moga by¢ te
zanieczyszczenia? Czy przebadano pod tym katem poszczegoOlne odczynniki przed
przystapieniem do badan? W jaki sposéb uzycie zanieczyszczonych odczynnikéw mogtlo
wplyna¢ na wyniki badan biologicznych?

Badajac wiasciwosci biologiczne nanoczastek selenu oplaszczonych sulforafanem,
Doktorantka stwierdza (na podstawie porownania z danymi z piSmiennictwa), ze s3 one mniej
toksyczne w porownaniu do seleninu sodu, ktory postuzyt do ich wytworzenia. W
krotkoterminowym (24h  obserwacji) doswiadczeniu przeprowadzonym na szczurach
stwierdzono brak wystapienia niekorzystnych objawéw ze strony organizmu tych zwierzat.
Oczywiscie tak zaplanowane doswiadczenie nie jest w stanie wykazac czy ogolnie nanoczastki
w tej jednej dawce nie sa toksyczne, z czego Doktorantka zdaje sobie sprawe i podkresla
konieczno$¢ dalszych badan, ale daje jaka$ wskazowke, zwlaszcza, gdy porownamy o z
danymi przytoczonymi w publikacji, cytowanej jako 290, gdzie stan zwierzat oceniano po 48h,
a niektére dawki seleninu sodu juz wywotywaty $mier¢ zwierzat. Dodatkowo, na podstawie
wynikow badan przeprowadzonych na szczurach (morfologia 1 niektore parametry
biochemiczne) autorka wnioskuje o braku aktywowania odpowiedzi immunologiczne]
organizmu. Jednakze trudno oceni¢, ktory z paramentow mogtby na to wskazywac, ponadto tak




krotki czas obserwacji raczej uniemozliwia takie wnioskowanie. Ponadto nasuwa sig
dodatkowo pytanie, dlaczego w tych badaniach nie poréwnano nanoczastek selenu
oplaszczonych do nieoptaszczonych sulforafanem? Taki sposob wykonania badan umozliwi¢
moglby stwierdzenie przewagi jednych nanoczastek nad drugimi w zakresie ewentualnych
efektow ubocznych.

Mgr Pamela Krug przeprowadzita takze szeroki zakres badan in vifro. W
pierwszym etapie ocenita aktywno$¢ cytotoksyczna nanoczastek selenu 1 telluru wobec
komérek nowotworowych i prawidtowych (raka gruczolu piersiowego i okreznicy). Takie
badania porownawcze, z zastosowaniem komoérek nowotworowych i ich odpowiednikow
prawidlowych sa bardzo cenne, gdyz daja wstgpne wskazowki dotyczace potencjalnej
toksycznosci badanych substancji. Na podstawie obliczen dokonanych metoda Chou-Talalay,
autorka pokazuje istnienie synergizmu sulforafanu i nanoczastek selenowych wobec linii
komérek nowotworowych i, w niektérym zakresie dawek, antagonizmu wobec komorek
prawidtowych. Wyniki tych badan wskazywaC moga pewna selektywnos¢ dziatania
nanoczastek wobec komorek nowotworowych. W badaniach tych brakuje bezposredniego
porownania aktywnosci cytotoksycznej nanoczastek selenu oplaszczonych i nieoplaszczonych
sulforafanem, w formie np. IC50. Pokazano tylko wyniki obliczefi (wspotezynnik CI) powstale
na bazie konkretnych wynikéw oceniajacych proliferacje komoérek, zas brakuje tych ,twardych
danych” eksperymentalnych, ktore bezposrednio pokazywalyby przewage tego ,,oplaszczenia”.

Autorka sugeruje, na podstawie danych literaturowych, ze ewentualng przyczyna
wyzszej aktywnosci nanoczastek selenu oplaszczonych sulforafanem nad nieoplaszczonymi sg
specyficzne interakcije sulforafanu z receptorami, ktorych miatoby by¢ wiecej na komorkach
nowotworowych w poréwnaniu do prawidtowych. Co to za receptory i czy rzeczywiscie
badane komérki roznia sie pod wzgledem ich obecnosci na powierzchni? Jesli roznice w tej
selektywnosci miatyby rzeczywiscie podioze zwiazane z biodostepnoscia — lepszg dla komorek
nowotworowych niz prawidtowych, to w zasadzie wszystkie obserwowane roznice uzyskane w
badaniach dotyczacych mechanizmu dziatania wynikaja z tego, ze mniej nanoczastek dostaje
sie do wnetrza komorki, a wiec i ich skutki dziatania s3 mniejsze. Oczywiscie aby to stwierdzi¢
nalezaloby sprawdzi¢ zawarto$¢ nanoczastek w komorce, czy chocby poréwnac ekspresje
wspominanych receptoréw. Ponadto, aby porownac procesy zachodzace w tych dwoch
rodzajach komorek, nowotworowych i prawidtowych, intersujace byloby uzycie nie tych
samych stezen nanoczastek, ale stezen wywolujgcych ten sam efekt biologiczny np. 1C20.

Na podstawie badan wykonanych przy uzyciu mikroskopii konfokalnej i cytometrii
przepltywowej, autorka ocenita przebieg cyklu komoérkowego oraz zbadala niektore cechy
$mierci komorek (ekspresja fosfatydyloseryny, aktywacja kaspaz, potencjat mitochondrialny),
w tym te wskazujace, ze prawdopodobnym rodzajem $mierci komorek indukowanym przez
nanoczastki selenu jest apoptoza. Autorka ocenita rowniez poziom reaktywnych form tlenu w
badanych komérkach. Analizy te wykonata na 2 liniach wywodzacych sie¢ z gruczolu




piersiowego: prawidlowej i nowotworowe]. W opisie wynikéw aktywnosci biologicznej
brakuje analiz statystycznych do wynikoéw przedstawionych w tabeli 14, 15, na rys. 56, 57, 59,
61, a w przypadku rys. 62, 63, 66 1 67 brakuje analizy statystyczne] wskazujace] istotnosc
roznic uzyskanych efektéw pomiedzy nanoczastami optaszczonymi vs nieoplaszczonymi oraz
ewentualnie SFN a nanoczastami oplaszczonymi. Dodatkowo, w przypadku analiz
cytometrycznych zwykle pokazywane sa reprezentatywne histogramy czy dot ploty, kidre
umozliwiajg wglad w rzeczywisty obraz takiej analizy.

Na koniec cheiatabym zwrdci¢ uwage na kilka drobnych uchybien zwigzanych ze
stosowaniem zargonu np. podanie ,w zyle” zamiast ,do zyly” czy uzyciem niezrecznego
sformutowania jakim jest ,terapia nowotworow”, czy skrotu myslowego: ,cyrkulacja
dootrzewnowa” itp. Jednakze, jak na tak obszerna prace jest to znikoma liczba niezrecznosci,
co $wiadczy o starannym przygotowaniu rozprawy przez Doktorantke.

Podsumowujgc, Doktorantka prowadzac badania interdyscyplinarne, stosowala
roznorodne techniki badawcze, w zwigzku z tym praca jest obszerna 1 zawiera szereg
informacji z odleglych dziedzin nauki. W mojej opinii, autorka dobrze poradzita sobie z tym
trudnym wyzwaniem, prace czyta si¢ z zainteresowaniem, a im wieksze zainteresowanie, tym
wiecej pojawia si¢ zagadnien zachecajacych do dyskusji, czy zadawania pytan. Ponadto, brak
klasycznego rozdziatu ,dyskusja” pozostawit pewien niedosyt, stad inna czes¢ moich pytan
skierowanych do Doktorantki. Jednakze chciatam podkresli¢, ze realizujac badania, autorka
osiagnela zamierzone cele, a wigc uzyskata i przeprowadzila charakterystyke otrzymanych
nanoczastek, a ich badania biologiczne wskazuja na potencjalne intersujace mozliwosci ich
zastosowania i otwieraja pole do dalszych badan.

Wobec powyzszego, uwazam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr

Pameli Krug ot . Ofrzymywanie, charakterystyka fizykochemiczna i ocena aktywnosci
22 % -
prreciwnowobworowej nanoczgstek selenu i telluru modyfikowanych sulforafanem’ spelnia
wymagania stawiane rozprawom doktorskim okreslone w Rozporzgdzeniu Ministra Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018 r. w sprawie szczegolowego trybu i warunkow
przeprowadzania czynnosci w przewodzie doktorskim, w postepowaniu habilitacyjnym oraz w
postepowaniu o nadanie tytulu profesora, tym samym wnioskuje do Rady Naukowej Wydzialu
Chemii Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie Pani mgr Pameli Krug do dalszych
g Y

etapow przewodu doktorskiego.




