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Wstep

W przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskiej Autorka skupita sie na syntezie i analizie
wiasciwosci nowych struktur tzw. ,inteligentnych” hydrozeli, ktére mogg by¢ dobrym medium dla
kontrolowanych systeméw dostarczania lekéw, w tym lekéw przeciwnowotworowych. Wynika to z
ich ,,mobilnych” wtasciwosci w zaleznosci od warunkéw otoczenia. Atrakcyjno$é hydrozelu dla
systemu dostarczania lekéw przeciwnowotworowych podwyzsza modyfikacja czgsteczkg DNA, ktora
jest jednym z celow molekularnych dla tych lekéw. Kontrola struktury sieci hydrozelu pozwala
wywotywac kontrolowane zmiany witasciwosci DNA, co daje duze mozliwosci uwalniania leku pod
wptywem réznych bodzcéw z otoczenia. Poza tym, obecnos¢ ,celu molekularnego” leku , jakim jest

DNA pozwala uzyska¢ podwyzszong koncentracje tej czasteczki w hydrozelowym nosniku.

Praca zrealizowana zostata na Wydziale Chemii UW w Pracowni Teorii i Zastosowan Elektrod
w zespole naukowym kierowanym przez Pana prof. dr hab. Zbigniewa Stojka. Zespét od szeregu lat
prowadzi badania przemian elektrochemicznych zwigzkéw biologicznie czynnych, m.in. lekdw
przeciwnowotworowych, zaréwno w postaci wolnej jak i w postaci zwigzanej z DNA oraz z
nanoczasteczkami magnetycznymi na bazie tlenkédw zelaza. W ostatnich latach w kregu
zainteresowan zespotu znalazty sie rowniez elektrody modyfikowane polimerami i zelami wrazliwymi
na parametry zewnetrzne, takie jak temperatura, sita jonowa, stezenie wybranych jonéw itp. Podjeto
tez badania mikrozelowych kompozytéw na bazie N-izopropyloakrylamidu (NIPA), polimerycznego
zelu, do ktérego wprowadzono zwigzki typu ornityny i cystyny, polianiliny (PANI) czy diakrylowa
pochodng cystyny. Kazdy z kompozytdw miat realizowad nieco inne cele. Praca Pani mgr Litwinskiej

jest czesciowo kontynuacja tych badan.

Celem recenzowanej pracy byta wg Autorki synteza i mozliwie szeroki opis wtasciwosci
wybranych kompozytowych nosnikéw lekéw przeciwnowotworowych zawierajgcych hydrozel NIPA i
oligomery DNA. Materiaty hydrozelowe otrzymano w skali makro i nano. Wydaje sie jednak, ze
rzeczywisty cel, ktéry w pracy zrealizowano sformutowany zostat w dalsze czesci pracy, gdzie
wskazano na wybor nosnikéw leku ukierunkowany z jednej strony na polimery wchtaniajgce jak

najwiekszg ilo$¢ rozpuszczalnika, z drugiej na jak najwyzszg akumulacje leku Doxorubicyny pomiedzy



pary zasad DNA. W efekcie miatoby to prowadzi¢ do nosnika zdolnego do przedtuzonego i

kontrolowanego uwalniania leku.

Charakterystyka pracy

Przedstawiona do recenzji rozprawa zawiera 195 stron maszynopisu, w tym 12 stron
odnosnikéw literaturowych zawierajgcych 265 pozycji. Tekst pracy podzielony jest na 16 rozdziatéw,
przy czym pierwszy z nich to wstep z celem pracy, a pozostate zostaty podzielone na dwie czesci:
,Czesc teoretycznqg” od rozdziatu 2 do 5 oraz , Czesc¢ eksperymentalng” od rozdziatu 6 do 14. Czesc
teoretyczna, stanowigca przeglad aktualnej literatury zwigzanej z tematyka rozprawy jest dosc
obszerna. Zawiera na prawie 50 stronach ogdlny opis nosnikow lekéw, po czym bardziej szczegétowo
przybliza czytelnikowi wtasciwosci hydrozeli polimerowych, w tym hydrozeli modyfikowanych DNA,
wprowadzajgc nastepnie w Swiat nano- i mikrozeli. Tzw. ,inteligentne” nanozele reagujg zmiang
rozmiarow i struktury wewnetrznej na zmiane czynnikdw zewnetrznych i mogg byc¢ efektywnie
transportowane przez naczynia wiosowate i uwalniane w miejscu docelowym organizmu z
odpowiednig szybkoscig. Ostatni rozdziat czesci teoretycznej charakteryzuje czasteczke DNA w
aspekcie jej przydatnosci w systemie kontrolowanego dostarczania leku. Jest jednak napisany w
sposob zbyt podstawowy. Np. str. 57: wspomniany ,,centralny dogmat biologii molekularnej” nie ma
wptywu na strukture DNA, str. 58-59: helisy A, B, Z sg wyidealizowanymi modelami struktury dsDNA,
a szczegolnie w roztworach (gdyz w uktadach biologicznych jest to struktura dynamiczna i zmienna w
czasie); dalej, rys.14 zle oddaje nature procesu interkalacji, nie obrazuje lokalnej zmiany geometrii
podwadjnej helisy.

Cata cze$¢ teoretyczna, oparta jest na ponad 240 odnosnikach do prac oryginalnych i generalnie
napisana wyczerpujgco, wprowadzajac czytelnika w $wiat inteligentnych nosnikédw lekéw. Zaktadam,
ze brak odnosnikéw literaturowych w podpisach pod niektérymi rysunkami wskazuje, ze s3

oryginalnymi prezentacjami Doktorantki.

Druga czes$¢ pracy nazwana Czescig eksperymentalng ma uktad nietypowy, przyporzagdkowano
jej 9 rozdziatéw od 6 do 14, przy czym brakuje tam wydzielonego rozdziatu poswieconego opisowi
WYNIKOW i DYSKUSIJI wnioskéw. Opisy aparatury, rozdziat 6, i procedur do$wiadczalnych, rozdziat 7,
zostaty pofaczone z opisem otrzymanych wynikéw, w rozdziatach 8 i 9, przy czym brak dyskusji
whnioskdow zostat zastgpiony podrozdziatami pt. ,Podsumowanie” i rozdziatem 10.,Koncowe
whnioski”. W takiej sytuacji rozdziaty 11 i 12, bedgce streszczeniem pracy w jezyku polskim i
angielskim, rozdz.13: Spis publikacji autora i 14: Literatura, powinny by¢ wydzielone z czesci
eksperymentalnej. W ramach opisu procedur w rozdziale 7 Autorka bardzo solidnie przedstawita
fizykochemiczne podstawy stosowanych w pracy metod. Od technik spektroskopii UV-Vis i
podczerwieni (FTIR) poprzez dynamiczne rozpraszanie $wiatta (DLS) i rézne rodzaje mikroskopii
elektronowej (TEM, SEM) Opisane tez zostaly metody woltamperometrii (CV i SWV) oraz
elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej (EIS). Opisano wiec szeroki wachlarz metod o
roznych podstawach teoretycznych, co swiadczy o szerokim zakresie mozliwosci i umiejetnosci
eksperymentalnych Pani Liwinskiej. Brak jest jednak opisu metod stosowanych do oceny efektéow

hamowania wzrostu komarek.



Otrzymane wyniki

Rozdziat 8, pt. ,Hydrozele modyfikowane DNA w skali makro” oraz rozdziat 9, pt.
»Nanohydrozele modyfikowane DNA” to gtéwne czesci pracy prezentujace jej wyniki. Zaktadam, ze
pierwszy etap pracy, eksperymenty z hydrozelami w skali makro byt etapem wstepnym do
wtasciwych badan z nanohydrozelami. Opisano w nim synteze hydrozeli sieci PAM w obecnosci
inicjatora APS i akceleratora TEMED. Oligonukleotydy wprowadzano do hydrozelu na etapie
polimeryzacji. Po odmyciu substratéw i katalizatoréw polimeryzacji finalne stezenie dsDNA wynosito
40,3, a ssDNA 30,5 mikroM par zasad. Badania morfologii wykonane technika SEM wskazaty, ze
materiaty oparte na dsDNA charakteryzowaty sie mniejszg srednicg poréw od pozostatych. Zaleznos¢
otrzymana z woltamograméw SW pozwolita na wniosek, ze odpowiedZz prgdowa ma bardziej
charakter dyfuzyjny dla ssDNA i dsDNA unieruchomionego w PAM niz dla dsDNA w roztworze.
Kolejny wynik wskazuje, ze matryca hydrozelowa utrudnia dostep do nici DNA. Nastepnie zbadano
proces uwalniania leku modelowego, Doxorubicyny,z matrycy zelowej pod wptywem temperatury.
Najwiecej leku akumulowato sie i uwolniato z hydrozeli dsDNA/PAM, a najmniej dla wolnego DNA.
Wyniki wskazaty na dyfuzyjny mechanizm uwalniania leku po czasach do 24 godzin i w temp. 37°Cdla

wszystkich typdw matryc.

W gtéwnym etapie pracy (punkt 9) Doktorantka skupita sie na nanohydrozelach sieci poli(N-
izopropyloakryloamidu) (PNIPA) z kwasem akrylowym (AAc) modyfikowanych kowalencyjnie
wbudowanymi niémi ssDNA i dsDNA. Synteze zeli prowadzono w trzech typach eksperymentéw: (1) z
zastosowaniem standardowego Srodka sieciujgcego  N-metylenobisarylamidu, (2) bez
kowalencyjnego $rodka sieciujgcego, ale w obecnosci dwdch niekomplemetarnych odcinkéw ssDNA
zakonczonych od strony konca 5’ grupg akrylowa, ktére po zakornczeniu polimeryzacji mogty ulegac
hybrydyzacji z trzecim oligonukleotydem komplementarnym do obu wbudowanych sekwencji oraz
(3) z trzecim odcinkiem DNA zmodyfikowanymi mostkami disiarczkowymi S-S, ktére rozszczepiaty sie

pod wptywem np. glutationu.

W pierwszym typie eksperymentow (pkt 9.1) zsyntetyzowano rdine typy nanozeli,
usieciowane N-metylenobisakryloamidem ktdre zawieraty poza tym kowalencyjnie wprowadzone
oligonukleotydy: PNIPA-AAc-oligo12. Po syntezie i oczyszczaniu przeprowadzono proces hybrydyzacji
otrzymujgc nanozel PNIPA-AAc-oligo123. Widmo FTIR potwierdzito obecnos¢ odpowiedniego
polimeru, a wartosci potencjatu zeta wskazaty na jego wysokg stabilno$¢. Dalsze badania
potencjalnych nosnikow z tej grupy obejmowato szczegdétowa analize objetosSciowego przejscia
fazowego (zmiana promienia hydrodynamicznego, D,, i zmiana potencjatu zeta w funkcji
temperatury). Za pomocy elektrochemicznej spektroskopii impedancynjnej, (widm EIS) i wykreséw
Nyquista wykazano, ze hybrydyzacja DNA jest tréjsegmentowa. W kolejnym etapie analizowano
akumulacje i oddziatywanie lek-DNA. Najwieksza ilos¢ leku zostata zakumulowana w nanozelach
PNIPA-AAc-oligo123, ale nanozele PNIPA-AAc réwniez, chociaz stabo, zatrzymywaty lek w swojej
strukturze. Réwniez badania cytotoksycznosci wobec komérek nowotworowych Hela i Insulinoma
wskazaty, ze nosnik PNIPA-AAc-oligo123 jest najskuteczniejszy z punktu widzenia cytotoksycznosci

Doxorubicyny.



Wyniki kolejnego typu eksperymentu przedstawiono w podrozdziale 9.2. Nanozel PNIPA-AAc
usieciowany byt tylko tréjsegmentowa hybrydg DNA. W tym przypadku réwniez akumulacja leku
zachodzita dzieki jego oddziatywaniu z DNA. Synteze polimeréw i charakterystyke wfasciwosci
nanozelowych polimeréw przeprowadzono podobnie, natomiast skupiono sie na uwalnianiu leku
pod wptywem wzrostu temperatury, dlatego badania prowadzono w szerszym zakresie temperatur
niz poprzednio: 25, 37, 45 oraz 70°C. Wykazano, ze w przedziale nizszych temperatur: 37 - 45°C
zmiany rozmiaru i potencjatu zeta miaty charakter odwracalny, natomiast w wyzszych temperaturach
byly nieodwracalne, co potwierdzono za pomocg skaningowej kalorymetrii réznicowej, DSC.
Wartosci parametréw charakteryzujacych oddziatywanie lek-dsDNA réwne K= 2,07 x10° i n;=2,15

sugeruja, ze preferowanym typem wigzania Dox z dsDNA jest interkalacja pomiedzy pary zasad.

W ostatnim etapie pracy Doktorantka zsyntetyzowata nanozele PNIPA-AAc sieciowane
oligonukleotydem zawierajgcym ugrupowanie S-S. Sposéb syntezy i polimeryzacji nanozeli
prowadzono analogicznie jak w dwdch poprzednich uktadach, po czym nastepowat proces
hybrydyzacji komplementarnego odcinka DNA z wbudowanym mostkiem S-S do otrzymania struktur
PNIPA-AAc-PEG-SS-dsDNA. Wydaje sie, ze wydajnos¢ hybrydyzacji dla tego typu nanozeli byita
wyzsza. Podobnie jak poprzednio dsDNA stanowit miejsce wigzania Doxorubicyny, a testowano
uwalnianie leku w warunkach podwyzszonego stezenia GSH. Akumulacje interkalatora Dox badano
spektrofotometrycznie i wykazano, ze najwyzsza jest dla czgsteczek zawierajacych mostki
disiarczkowe, chociaz nie tak wysoka jak dla poprzednich nanozeli sieciowanych tréjsegmentowg
hybrydg DNA. Poza tym wartosci statych wigzania wskazaty, ze oddziatywania typu interkalacyjnego
sg silniejsze od elektrostatycznych, podobnie jak to wykazano wczesniej dla nanozeli usieciowanych
fancuchem DNA, PNIPA-AAc-123cross. Z kolei uwalnianie Dox z PNIPA-AAc-PEG-SS-dsDNA
analizowano, jak powyzej, woltamperometrycznie (SWV) i zaobserwowano istotng role w tym

procesie obecnos$ci GSH zaréwno w temp. 37 jak i 45°C.

Uwagi dotyczace interpretacji wynikéw i edycji

Generalne zastrzezenia merytoryczne budzi czasami sposob interpretacji wynikéw, przy czym
nie dotyczy to wynikéw analiz chemicznych i fizykochemicznych, natomiast zwigzane jest z analizg
procesOw zachodzacych w usieciowanych nanozelach czy z wnioskami dotyczacymi konsekwencji
biologicznych otrzymanych wynikéw. Ponizej przedstawiam kilka przyktadéw i prosze o odpowiedz

na uwagi.

(i) rozdziat 8.1.3. Zgadzam sie z Autorka, ze wyniki wskazujg na mozliwos¢ trwatego unieruchomienia
dsDNA w matrycy polimerowej bez tworzenia wigzan kowalencyjnych. Nie mozna natomiast
twierdzié, ze akumulacja doksorubicyny w hydrozelach PAM/DNA zachodzi poprzez interkalacje do
podwdjnej helisy, gdyz (jak przedstawiono wczesniej w czesci teoretycznej) znane sg inne
mechanizmy fizykochemicznego oddziatywania lekéw, w tym doksorubicyny, z dsDNA.

(i) rozdziat 9.2.8. Cennym wnioskiem tego etapu pracy jest stwierdzenie wyzszej akumulacji leku
dzieki zastosowaniu sieciowania za pomocg odcinkéw DNA. Natomiast dalsze wnioski o
mechanizmach uwalniania doksorubicyny w zaleznosci od temperatury sg raczej przypuszczeniem.
Zbyt odwazine jest tez stwierdzenie o udowodnieniu catkowitego bezpieczeristwa nanozeli dla

organizmu. Wykazano tylko brak cytotoksycznosci wobec komérek Insulinoma .
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(iii) rozdziat 9.3.1. Schemat syntezy pokazany na Rys.71B jest niejednoznaczny jesli chodzi o
umiejscowienie wigzania S-S i niezgodny z opisem nukleotydu Oligo5 w tabeli 3.

(iv) rozdziat 9.3.4. Opis wynikéw pokazanych na rys.76 charakteryzuje sie nadinterpretacjg. Dotyczy
to szczegdlnie przypuszczen niepopartych danymi doswiadczalnymi, np. ,Zwigzane to byto z
deprotonacjg grup karboksylowych w sieci oraz grup fosforanowych obecnych w DNA.” czy ,, Wyniki
te potwierdzajg uzyteczno$é¢ nanozeli PNIPA-AAc-PEG-SS-dsDNA z tytutu istotnie zwiekszonego

uwalniania leku dopiero w komdrkach nowotworowych”.

Strona edytorska pracy, poza przedstawionymi powyzej uwagami, co do jej uktadu (np. brak
wyraznie zaznaczonej czesci ,Wyniki”) jest staranna, zaréwno w zakresie tekstu jak i czesci graficzne;j.
Ponizej, z obowigzku recenzenta przedstawiam uwagi z zakresu edycji:

e w czesci eksperymentalnej zabrakto opisu badania cytotoksycznosci;

e praca nie zawiera wykazu skrotow;

e podpisy tabel umiescitabym nad tabelg a nie pod tabelg;

e str. 143, Rys.62, btad w skali temperatury, powinno by¢ od 45 do 70 stopni;

e str. 171 i inne ,niszczenie komdrek nowotworowych” zastgpi¢ nalezy: ,,hamowanie wzrostu
komérek nowotworowych”;

e ni¢ DNA jest ,rozplatana” a nie ,rozplatywana”

e raczej polimery ,,wrazliwe” na warunki Srodowiska, a nie ,,czute” na warunki Srodowiska,

e ,stosowana” metoda, a nie ,,uzywana” metoda,

e temperatura ,obniza sie”, a nie ,zmniejsza sie”.

e zaniepotrzebng uwazam numeracje 8.1.1., 8.1.2. itd. zastgpitabym j3: 8.1., 8.2, itd

Whioski koricowe

Podsumowujac, recenzowana praca doktorska prezentuje wysoki poziom przeprowadzonych
badan. Wskazuje na kompetencje Doktorantki w zakresie fizykochemii i stosowanych w tej dziedzinie
najnowszych technik eksperymentalnych, jak i na otwartos¢ w kierunku wiedzy o funkcjonowaniu
organizméw zywych. Dato to efekt w koncepcji roli DNA w procesie akumulacji i uwalniania leku
przeciwnowotworowego, ktdrg oceniam bardzo wysoko. Wyniki recenzowanej pracy zostaty opisane
w czterech publikacjach, w ktérych Doktorantka jest pierwszym autorem i w trzech gdzie jest drugim
wspotautorem.

Stawiam whniosek, ze rozprawa Pani Liwinskiej pt. ,Systemy hydrozelowe modyfikowane
oligonukleotydami jako potencjalne nosniki lekow” spetnia wszystkie wymagania stawiane pracom
doktorskim przez Ustawe o Stopniach i Tytule Naukowym i przedstawiam Wysokiej Radzie Wydziatu
Chemii Uniwersytetu Warszawskiego wniosek o dopuszczenie Pani mgr Wioletty Liwinskiej do

dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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