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pracy doktorskiej Pani mgr Pameli Krug
pt.; »Otrzymywanie, charakterystyka fizykochemiczna i ocena aktywnoSci

przeciwnowotworowej nanoezastek selenu i telluru modyfikewanych sulforafanem”.

Badania prowadzace do przygotowania interdyscyplinarnej pracy doktorskiej Pani
mgr Pameli Krug przeprowadzone zostaly w Zakladzie Chemii Fizycznej i Radiochemii
Wydzialu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego i w Zakladzie Biotechnologii Lekéw i
Bioinformatyki Narodowego Instytutu Lekéw w Warszawie. Dokiorantka pracowala pod
opieka promotorska Pana dr hab. Macieja Mazura, prof. UW oraz Pani dr hab. Katarzyny
Wiktorowskiej, prof. Narodowego Instytutu Lekow.

Celem badafi zrealizowanych w ramach niniejszej rozprawy bylo otrzymanie nowych
materialéw  nanosirukturalnych charakteryzujacych  sie  wysoka aktywnoscig
przeciwnowotworows i niskg toksycznoécia ukladows. Cel pracy zostat dobrze zdefiniowany
a tematyka prowadzonych badad jest niezwykle aktualna. Doktorantka wlaczyla sie w nurt

akivalnych badan zmierzajaeych do opracowania skutecznych i mmniej obcigzajgcych



pacjentéw lekéw przeciwnowotworowych. Te wymagajgce szerokiej wiedzy i bogatego
zaplecza infrastrukiuralnego badania prowadzone s3  w wiodacych laboratoriach
éwiatowch’. Z uznaniem nalezy odnie$é si¢ do konecepcji zaplanowanych badain.
Doktorantka zdecydowala o otrzymaniu materialéw nanostrukturalnych, wykorzystywanych
w terapii/teranostyce i wzmocnieniu efektywnosei ich dzialania poprzez modyfikacje
powierzchniows obiekiéw nanostrukiuralnych substancjg biologicznie aktywna, wykazujgea
dziatanie przeciwnowotworowe. Analiza akiualnego stanu wiedzy pozwolita Doktoranice na
postawienie hipotezy, ze wykaznjace niska toksyczno$é a znaczny efeki terapeutyczny
nanoczgstki selenu, w szczegblnodei takie, kiérych powierzchnia zostanie zmodyfikowana
sulforafanem  (l-izotiocyjaniano-4-metylosulfinylobutanem)  subsiancjs  pochodzenia
naturalnego wykazujacej dzialanie protekcyjne i terapeuiyczne pozwoli na uzyskanie
efekiywnego ukladu dla poirzeb terapii przeciwnowotworowej. Badania te postanowila Pani

Krug poszerzy¢ o analogiczne eksperymenty z nanoczastkami telluru.

Pani mgr Pamela Krug przedstawila swa rozprawe doktorska w formie obszernej, bo
liczacej 199 stron monografii. Otwierajgca prace czg$é literaturowa (53 strony) zostata
przygotowana w oparciu o analiz¢ 203 pozycji literaturowych (Autorka przywolata lacznie
318 pozyciji literaturowych) i zawiera podstawowe informacje dotyczace nanomaterialéw, w
tym nanoczgsiek oraz omodwienie podstaw terapii przeciwnowotworowych, roli w nich
wybranych pierwiastkow, zwigzkéw chemicznych i otrzymanmych z nich nanoczastek.
Omawianic nanomaterialéw rozpoczela Pani mgr Krug od zdefiniowania ich typéw,
przyblizenia metod otrzymywania, wskazania unikalnych wlasciwosei fizykochemicznych
obiekiéw nanostrukiuralnych i okreSlenia gléwnych obszaréw zastosowania. Nasigpny
podrozdzial po$wigcita analizie stanu wiedzy dotyczacej przydatnosci nanoczgstek w terapii
przeciwnowotworowej. Na podstawie bogatej literatury przedmiotu wskazata najpierw na te
parametry strukturalne i fizykochemiczne nanoczastek, kiére predestynuja je do zastosowan
biologicznych. W tym kontekscie przedyskutowata takze poprawe whasciwosci nanoczgstek
poprzez ich modyfikacje powierzchniows. Omawiajgc zastosowanie nanomaterialéw w
terapii i diagnostyce nowotworéw wskazata na ich zdolnosci terapeutyczne, ale takze na
mozliwos¢ ich wykorzystania do transportowania substancji stosowanych w terapii
przeciwnowotworowej: cytostatykéw, fotouczulaczy czy raditerapeutykéw. Sporo uwagi
poswigcita mozliwosci Wykoriystania nanoczasick w diagnostyce nowotworéw. Zwrocila
takze uwage na mozliwosé ich zastosowania w procedurach skorelowanej diagnostyki i

terapii, czyli w teranostyce. W kolejnym rozdziale Doktorantka przedstawiala wybrane



strategie wykorzystywane lub rozwijane w celu zwickszenia selektywnosci dzialania
stosowanych w chemioterapii, ze szczegélnym uwzglednieniem -cytostatykéw. Czesé
literaturowq’zamyka rozdzial poSwigcony oméwienin wlaSciwodci biologicznych substancii,
kiére byly przedmiotem badah Dokiorantki, czyli selenn i telluru, utworzomych zeh
nanoczgsiek oraz sulforafanu, ze szczegblnym uwzglednieniem ich dziatania protekeyjnego i
terapeutycznego. Czes¢ literaturowa pracy zostala dobrze skonstruowana, jasno
przedstawiona, a jej lektura pozwala stwierdzié, ze Doktorantka posiada dobrg znajomosé
akiualnego stanu wiedzy w obszarze prowadzonych przez Nig badan.

Cz¢s¢ badawceza obejmuje 118 siron i podzielona jest na dwa zasadnicze rozdzialy
obejmujace, odpowiednio: metodyke prowadzonych badan oraz prezentacje rezultatéw badan
i dyskusje uzyskanych wynikéw. Metodyka badan zostala przedstawiona szczegélowo i
starannie. Dotyczy ona zar6wno badafh chemicznych jak i biologicznych. Doktorantka
wymicnita stosowane przez Nig materialy i aparature badawczg. Oméwila procedury
otrzymywania nanoczgstek i ich modyfikacji sulforafanem, zakres i meiody prowadzenia
badan fizykochemicznych, przyblizyla stosowane metodologie badad in vive, ex vivo oraz in
vitro.  Nie mam zastrzezed do tego fragmentu pracy: procedury badawcze zostaly opisane
starannie, ze wskazaniem, tam gdzie to Konieczne, literatury Zrédlowej. Przedstawione opisy
umozliwiaja zaréwno powtdrzenie procesdéw otrzymywania materiatléw jak i przeprowadzenia
badan fizykochemicznych oraz biologicznych.

Zasadnicza cze$é rozprawy stanowi prezentacja i dyskusja uzyskanych wynikéw
bada.

Nanoczgstki selenu otrzymata Doktorantka w reakeji redukcji selenianu sodu kwasem
askorbinowym. Celem uzyskania powierzchniowo modyfikowanych sulforafanem
nanoczgstek selenu proces syntezy prowadzila w obecnosci tej substancji w mieszaninie
substratéw. Fakt utworzenia nanoczgstek potwierdzila i ich morfologie okreslita w oparciu o
wyniki obserwacji mikroskopowych, stosujac technike transmisyjnej mikroskopii
clekironowej (TEM), skaningowej mikroskopii elekironowej (SEM) oraz mikroskopii sit
atomowych (AFM). Wykazala otrzymanie sferycznych nanoczastek. Ich rozmiary w prézni
wyznaczyla przy uzyciu techniki TEM, a w roztworze wodnym stosujgc technike
dynamicznego rozpraszania $wiatla (DLS). Srednice obiektéw otrzymanych w obecnosci
sulforafanu mierzone w préZni.wynosi%y okolo 80.2 + 18.6 nm za$§ w roziworze wodnym
86.8 + 16.2 nm. Czasiki charakieryzowaly si¢ wysokim stopniem jednorodnodei (niskim
stopniem  dyspersyjnosei: DI < 0.1). Nanoczastki otrzymane pod nieobecnosé sulforafanu



mialy podobne rozmiary i nieco wyzszy stopieh dyspersji (w prézni 78.9 + 15.4, DI = 0.038 i
w roziworze wodnym 97.1 £ 20.9 nm, DI< 0.1 ). Co istotne, obiekty otrzymane w obecnodci
sulforafanu nie wykazuja tendencji do agregacji. Postawiono zatem hipoteze, ze sulforafan
jest zaadsorbowany na powierzchni nanoczastek i petni funkcje stabilizatora.

Niezwykie starannie okredlita Pani mgr Kiug strukture fazy nieorganiczne;j
nanoczgsick.  Wykorzystala w tym celu spekiroskopic Ramana, wysokorozdzieleza
transmisyjng mikroskopi¢ elekironowa (HRTEM), selektywna dyfiakeje elektronéw (SAED)
oraz renigenografi¢ strukiuralng (XRD). Wykazata, ze w ukladzie tym wspélistnieje materiat
w stanie amorficznym i krystalicznym, wyznaczyla warto$é parametru sieci krystalicznej tak
- zorganizowanych domen i ustalita strukiure fazy krystalicznej. Celem zweryfikowania
hipotezy dotyczacej obecnodci sulforafanu na powierzchni nanoczastek przeprowadzita
szereg badafi fizykochemiczaych. Warto zaznaczyé, ze jednoznaczna weryfikacja tego
zatozenia to zadanie miezwykle trudne. Doktorantka rozpoczela ten proces od pomiaru i
poréwnania wartosei potencjatu elekirokinetycznego nanoczastek otrzymanych w obecnosci
sulforafanu i pod jego nieobecno$é. Stwierdzila, ze te  pierwsze charakteryzujg sie¢
potencjalem réwnym -25.9 + 8.9 mV, podezas gdy drugie maja potencjat wynoszacy -17.6 =
7.8 mV. Wynik ten dobrze koreluje z obserwowang wyzsza stabilnoscig koloidalng wodnych
roztworéw nanoczasiek zawierajgcych  sulforafan. Réznice wartosci potencjaléw
powierzchniowych wyjasnita zakladajgc adsorpcje sulforafanu na powierzchni nanoczgstek
selenu. Dalsze badania prowadzone przy uzyciu spektroskopii z dyspersja energii
promieniowania rentgenowskiego (EDS), spektroskopii w podezerwieni oraz spekiroskopii
fotoelekironéw (XPS) uwiarygodnily to stwierdzenie. Co wigeej, Doktorantka ustalila, ze
sulforafan obecny na powierzchni nanoczastki selenu tworzy czesciowo uporzadkowang
monowarstwe, w kidrej czgsteczki  sulforafanu oddziatujg z nanoczastkami selenu poprzez
grupe sulfotlenkows. Akceptujge te ustalenia nadal nie znajduje wyjasnienia przyczyn
wplywu adsorpcji sulforafanu na warto$é potencjatu powierzchniowego. Czy Doktorantka
tozpairywata rol¢ zanieczyszczefi substratami/produktami reakcji zachodzaeych podezas
otrzymywania nanoczgstek (ich obecno$é obserwowala eksperymentalnie) lub produkiéw
mozliwej reakcji kwasu askorbinowego z sulforafanem? Obecnosé bardzo intensywnego
pasma z maksimum przy liczbie falowej 3433 cm’ wskazuje na obecnoéé grup OH, kidre
mogy wnosi¢ istotny wklad do wartosci potencjatu elekirokinetycznego. Szkoda, ze
Doktorantka nie przedstawilah analizy skladu chemicznego powierzchni nanoczastek

niemodyfikowanych sulforafanem, bo to mogloby byé pomocne w wyjasnieniu tego
zjawiska.



Stosujgc opracowang technik¢ syntezy nanoczasiek selenu Doktorantka podicta
dziatania zmierzajace do otrzymania nanoczastek telluru. Reakcje prowadzita w obecnosci i
pod nieobecnosé  sulforafanu. Pomimo zastosowania bardziej restrykeyjnych warunkéw
(wyZzsza temperatura, dtuzszy czas reakcji) niz w przypadku syntezy nanoczgstek selenowych,
pod nicobecno$é sulforafanu nie wzyskala  materialn nanostrukturainego.  Reakeja
prowadzona w obecnosci sulforafanu doprowadzila natomiast do uzyskania zlozonych
pofaldowanych nanostruktur tzw. nanokwiatéw. Doktorantka postawita hipotezg, ze w
procesie tworzenia tych nanostruktur rolg redukiora, a takze mediatora, pelnia produkty
rozpadu sulforafanu. Jest to hipoteza uzasadniona biorac pod uwage warto$é potencjatu
redukeji telluru. Otrzymane materialy poddata Pani mgr Krug analizie fizykochemicznej przy
uzyciu analogicznego zestawu metod badawezych jak w przypadku nanoczastek selenu.

W kolejnym etapie pracy Doktorantka przedstawila wyniki szeroko zakrojonych i
dobrze zaplanowanych badan biologicznych. Rozpoczela je od badaf in vive akumulacii i
toksycznosci otrzymanych nanoczastek oraz ex vive wplywu sposobu wprowadzenia
nanoczastek do orgamizmu zwierzgcia doswiadczalnego (szezury rasy Wistar) na ich
gromadzenie si¢ w réznych organach oraz efekiywnoéé i drogi usuwania/wydalania z
organizmu. Wykazala, ze panoczastki selenu modyfikowane sulforafanem s3 mniej
toksyczne niz réwnowazna im dawka sclenianu sodu. Zauwazyla, ze wprowadzenie
dootrzewnowe mozne byé preferowang droga podania w leczeniu nowotwordw trzustki i
watroby, za$ podanie dozylne odpowiednia W przypadku nowotworéw phuc. Co istoine,
ustalita, Ze nanoczgstki selenu nie pokonuja bariery krew-moézg, co zapewnia bezpieczefistwo
ich potencjalnego stosowania w terapiach nowotworéw wyzej wskazanych organéw.
Stwierdzila réwniez, ze nanoczastki telluru podane dootrzewnowo lokujg sie w trzustee.
Niestety perspektywy ich stosowania sg ograniczone znaczng toksycznoseia.

W badania in vitro akiywnosei przeciwnowotworowej otrzymanych nanoczastek
Dokiorantka potwierdzita ich cytotoksyczno$é w stosunku do komérek nowotworowych
sutka i jelita grubego. Wyznaczyta parametry IC50 i co wazne, stwierdzita, ze najwyzsza
wrazliwos¢ na dziatanie nanoczasick selenn modyfikowanych sulforafanem wykazuja
komérki MDA-MB-231, niezwykle opornego na terapic raka sutka. Wykazala takze wysoka
selektywno$é dziatania tego materiatu. Test, kidre przeprowadzita z uzyciem nanoczastek
telluru daly znacznie mniej zadowalajace rezultaty.

Szczegblowe badania ﬁechmﬁﬁycme dotyczace aktywnosei przeciwnowotworowej
stusznie ograniczyta Pani mgr Krug do nanoczastek selenu. Stwierdzita, ze sulforafan i

nanoczastka selenu wykazuja pozadene dzialanie synergiczne wobeec komérek



nowotworowych sutka (MDA-MB-231) oraz jelita grubego (HT-29) i antagonistyczne wobec
komérek prawidtowych sutka (MCF-10A) a takze prawidtowych komérek jelita (CRL-1790).
Te selektywnc;s’é dzialania wyjasnita biorac pod uwagg indukowanie pizez nanoczastki selenu
modyfikowane sulforafanem selektywnej aktywacji wewnetrznego sziaku apoptozy.
Zwrécita uwagg, ze nanoczasiki selenu indukuja generacje reakiywnych form tlenu i ze
proces ten jest znacznie bardziej efektywny w komérkach nowotworowych niz w
prawidlowych. Powstaje pytanie o to czy znany jest mechanizm tego procesu i jakie jego
elementy odpowiadajg za t¢ réznicg? Czy jest to istotnie réznica w procesie tworzenia tych
indywidubw czy raczej w ich stgzeniu w siamie stacjonarnym, kibrego poziom
" determinowany jest takze efektywnosciag (wyzsza w komérkach prawidiowych) ich
dezakiywacji. Doktorantka obserwowata takze silny proces depolaryzacji blony
mitochonrialnej w komérkach nowotworowych, co w polgczeniu z reakejami cksydacyjnymi
inicjowanymi reaktywnymi formami tlenu (obecnymi w wysokich stezeniach) prowadzi do
apoptozy tych komérek. Nizsza wrazliwo$é komérek prawidiowych na dziatanie nanoczastek
wynika z uruchamiania w nich proceséw naprawczych. Wniosek ten sformulowala
Dokiorantka na podstawie bardzo przekonujgcych wynikéw przeprowadzonych
eksperymenidw.

Badajac role poszczegdinych sktadnikéw nanoezgsiek modyfikowanych sulforafanem
Pani mgr Krug ustalita, ze suiforafan w stezeniu, w jakim jest obecny w strukturze
nanoczasick nie odgrywa istotnej roli w dzielaniu przeciwnowotworowym, a jedynie
zwigksza biodostepnos$é nanoczastek. To bardzo interesujaca obserwacja jednak podzielam

poglad Doktorantki, ze ten element badaf wymaga poglebienia.

VWhioski konicowe.

Po zapoznaniu si¢ z rozprawg dokiorska Pani mgr Pameli Krug stwierdzam, ze
gléwny cel pracy zostal dobrze zdefiniowany, a dob6r materiatu i metod badawezych
pozwolit na jego realizacj. Badania, kiérych reznitaty Doktorantka przedstawila w niniejszej
pracy, dotycza  waznego o_bszaru badawczego z pogranicza nauk chemiczaych,
nanotechnologii i nauk biomedycznych. Doktorantka legitymuje si¢ poglebiong wiedzg i
umiej¢tnosciami eksperymentalnymi w tym szerokim interdyscyplinarnym obszarze wiedzy.
Opanowala zaréwno podsiawy fizykochemiczne jak i zdobyla kompetencje instrumentalne



umozliwiajace whasciwy dobér technik badawczych, przeprowadzenie pomiaréw i
interpretacje wynikéw. Oprécz syniezy materiatéw nanostrukiuralnych ich charakteryzacji
ﬁzykochemi’cznej z powodzeniem prowadzita badania biologiczne in vive, ex vive i in vitro.
Prace dos$wiadczalne  przeprowadzila starannie i zasadniczo dobrze zinterpretowata

uzyskane rezultaty. Otrzymata i wskazala nowe materialy nanostrukiuralne potencjalnie

przydaine w terapii przeciwnowotworowej.

Na podstawie bazy Scopus ustalifam, ze Pani mgr Pamela Krug jest wspoélautorky 7
publikacji w  prestizowych specjalistycznych czasopismach naukowych takich jak:
Spectrochimica Acta- Part A:Molecular and Biomolecular Spectroscopy (2 prace), Synthetic
Metals, Nanotechnology, International Journal of Pharmaceutics i Materials Science and

Engeenering C., Eyropean Polymer Journal. Jedna z tych prac jest cidle ZWigzana Z praca
dokiorska (Nanotechnology).

Biorgc pod uwage powyzsze uwazam, ze spetnione sa warunki ustawy o stopniach i tytulach
navkowych i wnosze do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego o

dopuszczenie Pani mgr Pameli Krug do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, bioraec ped uwage wysoka wartosé merytoryezng pracy,
interdyscyplinarne podejécie do rozwigzania postawionego problemu badawezego oraz
fakt opublikowania eczesci zawartych w niej wynikéw w specjalistycznym ezasopismie

naukowym wnosze o jej wyréznienie.

M Nowokooty

Krakéw 28.06.2019r.



WNIOSEK

0 wyréznienie pracy doktorskiej Pani mgr Pameli Krug
pt.; ,,Otrzymywanie, charakterystyka fizykochemiczna i ocena aktywnosSei
przeciwnowotworowej nanoczastek selenu i tellurn medyfikowanych sulferafanem”.

Niniejszym sktadam wniosek o wyr6znienie pracy dokiorskiej Pani mgr Pameli Krug.
Uzasdnienie.

Praca dokiorska Pani mgr Pameli Krug dotyczy waznej i trudnej interdyscyplinarnej tematyki
badawezej lokujgcej si¢ na pograniczu chemii, nanotechnologii i nauk biomedycznych..

Pani mgr Krug racjonalnie zaplanowata i zrealizowata nakreslony plan badawczy.

W szezegblnosei:

1) Otrzymata nowe nanostrukiuralne materiaty — nanoczastki selenu modyfikowane
powierzchniowo sulforafanem, substancja pochodzenia naturalnego wykazujgca
aktywno$¢é przeciwnowotworows.

2) Okreslita whasciwosei fizykochemiczne i biologiczne otrzymanych ukladéw.

3) Wpykazala pozgdane synergiczne dziatanie skiadnikéw ukladu (nanoczasiki i
sulforofan) w stosunku do komérek nowotworowych i antagonistyczne w stosunku do
komérek prawidiowych.

4) Wyjasnila mechanizm przeciwnowotworowego dzialania oirzymanych nanoczgstek

5) Wskazala organy, w kiorych preferencyjnie lokuijg sie nanoczgstki i zalezno$é tego
procesu od sposobu wprowadzenia preparatu do organizmu.

6) Czgs¢ wynikéw badan bedgcych przedmiotem rozprawy zostala juz opublikowana w
prestizowym czasopi$mie naukowym.

7) Pani mgr Pamela Krug posiada warto$ciowy dorobek naukowy - jest wsp&lautorka 7
wartosciowych publikacji naukowych.
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