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rozprawy doktorskiej mgr inz. Joanny KRUSZEWSKIE]
pt: Zastosowanie spektrometrii mas do badania wewngtrzkomérkowych przemian
metalonanomateriatow o potencjalnych wiasciwosciach terapeutyczno-
diagnostycznych wykonanej na Wydziale Chemii Politechniki Warszawskiej
pod kierunkiem: prof. dr hab. inz. Macieja Jarosza (promotor)
i dr inz. Magdaleny Matczuk (promotor pomocniczy)

Jak zauwaza Autorka ocenianej dysertacji zachorowalnoé¢ na choroby
nowotworowe a w konsekwencji wzrost liczby zgondéw powoduje
niepowetowane straty cywilizacyjne jak i ekonomiczne. Stad ciagle trwaja
intensywne poszukiwania szybkiej diagnostyki, efektywnego i skutecznego
leczenia oraz minimalizacji negatywnych skutkéw ubocznych terapii. Jednym
z gtéwnych warunkéw skutecznej terapii jest poszukiwanie nowej generacji
lekéw. Stad w realizacji tego spolecznego i medycznego wyzwania
uczestniczg tylko najlepsze laboratoria technologiczne ale przede wszystkim
analityczne z nastawieniem biotechnologicznym. Wprawdzie od dawna
prowadzone s badania nad poszukiwaniem skutecznych lekéw do
prowac ‘ria chemioterapii, bazujacych na kompleksach metaloorganicznych
(np. platyna, zloto, cynku, ruten, etc), ciggle jednak jest brak selektywnych,
dedykowanych  preparatow rekomendowanych do tzw. terapii
spersonalizowanej. Na podstawie wlasnie trafnej diagnozy mozliwe jest
podjecie skutecznej terapii, doprowadzajacej do wyleczenia czy poprawy
komfortu zycia pacjenta pod warunkiem stosowania nowej generacji
selektywnych lekéw, skutecznie zwalczajacych chorobe. Od pewnego czasu w
kregu zainteresowania badaczy sa uklady nano- w formie nanokompleksow
wspomnianych noénikéw metalu z depozycja organiczng czy tzw. kropek
kwantowych np. polaczenia typu CdSeS/ZnS. Poznanie mechanizméw
odpowiedzialnych za formowanie si¢ ich oraz metabolizm, transport i
ukierunkowanie szlakéw na poziomie komérkowym to kolejny argument
skutecznej terapii. Stad niezbedna wydaje si¢ Scista wspétpraca chemikéw
syntetykbw z analitykami. Dzigki temu mozliwe jest przeprowadzenie
skomplikowanych operacji korygujacych procesy technologiczne z
oznaczaniem jakosciowym i iloéciowym substancji biologicznie czynnej, w
tym specjacji, z zastosowaniem réznych ukladéw detekcyjnych. Przykladem



takiego postepowania jest kompleksowa, wielowymiarowa analize «+ miczna
realizowana z wykorzystaniem hybrydowych moduléw tj.: chromatografia
(LC w roznym modusie) czy techniki elektromigracyjne (CZE, ITP) potaczone
ze spektrometria z jonizacjy w plazmie sprzezonej indukcyjnie (ICP) i
spektrometriag mas (MS) w réznych konfiguracjach i wariantach tj. CZE-ICP-
ESI-MS/MS i/lub pHPLC-ICP-ESI-MS/MS, ktére od wielu lat z duzym
powodzeniem w Polsce rozwija prof. dr hab. inz. Maciej Jarosz.

Zagadnieniom tym po$wigcona jest rozprawa opracowana przez mgr
inz. Joanne Kruszewska. Dotyczy ona opisu metodyk analitycznych
zwigzanych z mechanizmami wewnatrzkomérkowych przemian metalonano-
materialéw o potencjalnym zastosowaniu w diagnostyce i terapii w chorobach
nowotworowych.

Oceniang rozprawe doktorska mgr inz. Joanny Kruszewskiej stanowi
zwarte 95 stronicowe opracowanie skladajace sie z pieciu czedci
(wprowadzenie, czes¢ literaturowa i doswiadczalna, wnioski i bibliografia)
podzielonych na szczegélowe rozdzialy. Caloé¢ zaopatrzona jest w
streszczenie w jezyku angielskim, liste publikacji stanowigcych baze niniejszej
rozprawy doktorskiej oraz wykaz stosowanych skrétéw i akroniméw.

Czes¢ literaturowa wprowadza czytelnika w $§wiat choréb
nowotworowych, mechanizméw i towarzyszagcym im przemian. Innym
waznym zagadnieniem poruszonym w tej czesci sa leki o wymiarze
nanoczastek (kuliste nanoczastki zlota) i tzw. kropki kwantowe (o rdzeniu
CdSe i otoczce ZnS)CdSeS/ZnS) o $cisle zdefiniowanej architekturze i
wlasciwosciach. Materialy te moga by¢ funkcjonalizowane przez
biokompatybilne materialy umozliwiajac transport celowany do komoérek
nowotworowych. Dzigki wiasciwosciom fluoroscencyjnym materialy te
stanowig obiecujacy obiekt nanoplatform przeznaczonych do obrazowania i
leczenia raka. Swietnie to Autorka przedstawila na rys. 4, gdzie w sposéb
jednoznaczny wida¢ omawiane zaleznosci i synergie. Podobnie pomyst
zawarty przy schemacie-rys. 5 pokazuje zaleznosci analityczne.

Oceniana dysertacja bazuje na 3 oryginalnych pracach wieloautorskich,
opublikowanych w specjalistycznych czasopismach z listy JCR (Anal. Biochem.,
Analytical and Bioanalytical Chemistry i ]. Pharm. Biomed. Anal.). Pozycja
Doktorantki (pierwszy autor) sugeruje jednoznacznie Jej wiodace autorstwo.
Bibliografia, na ktorg skiadaja sie 173 pozycje literaturowe $wiadczy o dobrym
przygotowaniu do realizacji wytyczonych przez Promotoréw zadan, choé¢
szkoda, ze pominela Pani w swoich rozwazaniach prace opublikowang w
JACS 138, 25 (2016) 7899-7909. Trzeba w tym miejscu zaznaczy¢, ze
cytowana literatura jest stosunkowo ,mioda”, i w zdecydowanej wiekszosci
dotyczy ostatniej dekady. Ze wzgledu na uklad i wymogi formalne
(postepowanie wg tzw. nowej procedury) niniejsze opracowanie podoba mi
si¢ i nie wnosze zadnych zastrzezen.



Problematyka, realizacji ktérej podjela si¢ Doktorantka nalezy do
trudnych z punktu widzenia opanowania warsztatu badawczego jak i wiedzy
og6lnej. Charakteryzuje ja, jak wspomnialem wczeéniej, interdyscyplinarne
podejécie do rozwiazywanych probleméw i umiejetnos¢ pracy w zespole. I to
w zespole specjalistow réznych specjalnosci. Tego typu badania stanowia
najwyzszy stopiert umiejetnoéci faczenia osiagnieé teoretycznych z praktyka,
ktére decydujg o tzw. ,nowosci naukowej”. Dlatego tez slowa uznania nalezg
sie nie tylko Doktorantce, ale przede wszystkim Promotorom, za trafne
sformutowanie tematu rozprawy i konsekwentng jego realizacje. Tematyka ma
réwniez wymiar aplikacyjny, jako Ze moze sta¢ si¢ podstawa dalszych préb
praktycznego zastosowania.

Uzyskane przez Doktorantke wyniki oceniam bardzo wysoko. Za
najwazniejsze osiggniecia uwazam:

1. Zastosowanie lagczonych technik separacyjnych (HPLC, CZE) i jonizacje w
plazmie indukcyjnie sprzezonej (ICP) w polaczeniu ze spektrometrig mas
(MS) w badaniach wewnatrzkomérkowych przemian metalonanokom-
pozytbw (o réznych skladach) jako potencjalnych preparatéw
diagnostyczno-terapeutycznych.

2. Opracowanie oryginalnych, kompleksowych metodyk analitycznych
(przygotowanie prébek i analiza jako$ciowa i ilosciowa) oznaczanych
sktadnikéw wewnatrzkomérkowych analitéw (skiadnikéw gtéwnych i ich
pochodnych), za pomoca sprzezonych technik analitycznych.

3. Opracowanie oryginalnej metodyki analitycznej oznaczania nanoczastek
wraz z depozycja biatkowa za pomoca sprzezenia CZE-ICP-MS i HPLC-
CZE-MS, zwracajac uwage na efekt tzw. ,korony biatkowej”, produktu
kontaktu nanoczgstek metalu z bialkiem pochodzacym z surowicy krwi
ludzkiej. Ponadto, wykazanie ze technika ICP-MS jest skuteczna metoda
oznaczania réznych form metalu (zlota) - nosnika nanokompozytéw w
wewngtrzkomérkowym cytozolu i organellach (i la specjacja).

4. Wykazanie, poprzez analize poréwnawcza, ze w oznaczaniu nanokompo-
zytow (skiadnik gtéwny i jego metabolity) dogodnym instrumentarium jest
potaczenie CZE lub/czy HPLC-ICP-MS, przy czym rozdzielczoé¢ sygnatow
w oznaczaniu nowych form metali za pomocg HPLC w stosunku do CZE
jest zdecydowanie gorsza, chociaz czuloé¢ jest zdecydowanie wyzsza.

5. Zastosowanie sprzezonych i lgczonych technik tj.: CZE-ESI/MS-MS oraz
uwWHPLC-ESI-MS/MS z wykorzystaniem postepowania proteomicznego
~shotgun” oraz trawienia bialek zaadsorbowanych na nanoczastce nos$nika.

6. Wskazanie, ze opracowane procedury po odpowiedniej modyfikacji i
adaptacji mozliwe jest zastosowaé¢ z powodzeniem w diagnostyce
kliniczne;j.



Jak w kazdej recenzowanej pracy doszukac sie¢ mozna réznych uchybieri
i niejasnosci, ktére nalezy poddac dyskusji i krytyce. Z satysfakcja stwierdzam,
ze takich uchybieri trudno ,na sile” znalez¢é w ocenianym opracowaniu.
Niewatpliwie jest to efekt starannej korekty Autorki, ale tez i rygorystycznej
oceny wynikéw badan przed ich opublikowaniem przez minimum dwéch -
trzech niezaleznych ekspertow. Wywiazujac sie z powierzonego obowigzku
mam jednak kilka uwag i pytan:

e W pracy postuluje sie, iz niewielki udzial nanomaterialow w
badaniach klinicznych stosowanych w terapii przeciwnowotworowej
wynika¢ moze z braku wiedzy nad mechanizmami dziatania
wewnatrzkomorkowego omawianych uktadéw. Czy w postawionej
tezie zostaly uwzglednione cytotoksycznosé badanych materiatow
oraz mozliwos¢ generowania artefaktow podczas proponowanych
rozwigzan analityczno-instrumentalnych ?

e Dlaczego w pracy nie przedyskutowano trwatosci niniejszych
nanoukladow? Jaka jest stabilnos¢ dyspersyjna, termodynamiczna i
kinetyczna badanych uktadow ?

e W czesci teoretycznej pracy zostaly przedstawione techniki
stosowane do analizy ,korony biatkowej”. Wymieniono techniki
spektroskopowe tj.: SERS, FTIR czy NMR czy spektrometryczne,
glownie przy zastosowaniu jonizacji ESI czy MALDI. Nie
przedyskutowano jednak podstawowych ograniczen tych technik,
szczegOlnie w kontekscie trudnosci w interpretacji uzyskanych
wynikow ze wzgledu na generowane artefakty. Jakie jest Pani
zdanie /komentarz na ten temat?

e Jaka jest efektywnos¢ trawienia , korony biatkowej” immobilizowanej
na rdzeniu nieorganicznym w poréwnaniu z bialkiem natywnym, nie-
immobilizowanym? Czy w rozwazaniach nad podej$ciem analizy
proteomicznej ,korony biatkowej” badanych nanouktadéow
uwzgledniono powstanie tzw. missed cleavage sites, zaobserwowa-
nych np. w peptydach uzyskanych w wyniku trawienia enzymatycz-
nego za pomoca monolitycznych reaktoréw przeptywowych? Jaki jest
wplyw immobilizacji na strukture IV-rzedowa bialtka i w konsekwen-
cji jego aktywnos¢ biologicznag ?

e Co oznaczana termin ,wzbogacenie o preinkubacje NPs”?

e W jaki sposob oznaczono rozmiar GNPs? Czy w rozwazaniach
uwzgledniono rowniez rozmiar hydrodynamiczny uktadu ? Co ze
stabilnoscia dyspers;ji ?

e W jaki sposob zabezpieczano uklad kapilarny w analizie CE przed
niekontrolowang adsorpcja i adhezja badanych uktadéw biatkowych?

Przytoczone uwagi i watpliwosci majq charakter czysto dyskusyjny i nie
podwazaja w zadnej mierze wartoéci rozprawy i mojej pozytywnej jej oceny.



Reasumujgc, uwazam, ze cel pracy zostal zrealizowany, a postawione przez
Autorke tezy znalazly potwierdzenie. Rozprawa mgr inz. Joanny
Kruszewskiej zawiera bogaty, solidny i wartosciowy material badawczy, a
Kandydatka wykazala si¢ ponadto znajomoscia réznych technik analitycznych
oraz metodologia badan.

Reasumujgc stwierdzam, ze powyzsze uwagi nie obnizaja wartosci
merytorycznej ocenianej dysertacji, a wiekszo$¢ z nich ma charakter
dyskusyjny. Spodziewam si¢, ze uzyskam na nie odpowiedZz podczas
publicznej obrony. Jednocze$nie uwazam, ze w $wietle obowigzujgcych
przepiséw (Ustawa z dnia 14 marca 2003 roku O stopniach naukowych 1 tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z uzupelnieniami)
przedstawiona rozprawa spelnia wymogi stawiane pracom doktorskim i
wnosze¢ do Rady Wydzialu Chemicznego Politechniki Warszawskiej o
dopuszczenie mgr inz. Joanny Kruszewskiej do dalszych etapéw
postepowania celem uzyskania stopnia doktora nauk chemicznych.

Jednoczesnie, ze wzgledu na to iz oceniana dysertacja ma charakter
innowacyjny a swojg tematyka, zakresem (interdyscyplinarny charakter),
oryginalnoscig, nowatorstwem i jakoscia wykracza poza ogoélnie przyjete
standardy, co udokumentowano w pliku publikacji z listy JCR, z pelnym
przekonaniem wnosze do Rady Wydzialu Chemicznego Politechniki
Warszawskiej o jej wyréznienie.
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prof. zw. dr hab. Bogustaw Buszewski dr h.c mu,
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