Wydziat Chemii U]

3 ul. Gronostajowa 2
UNIWERSYTET JAGIELLONSKI 30-387 Krakéw

W KRAKOWIE tel.: +48 12 686 2770
fax.: +48 12 686 2750

Krakéw, 11 lipca 2024 roku
dr hab. Malgorzata Brindell, prof. UJ
Zaktad Chemii Nieorganiczne;j
Wydzial Chemii UJ

Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Anny Marii Wréblewskiej
zatytulowanej
»ZLastosowanie technik lgczonych z detekcja spektrometrii mas z jonizacja w plazmie
sprz¢zonej indukcyjnie do badania ukladéw typu nanonos$nik-cisplatyna”

Praca doktorska Pani mgr inz. Anny Wréblewskiej zostala przygotowana w Katedrze Chemii
Analitycznej Wydzialu Chemicznego na Politechnice Warszawskiej pod kierunkiem Pani dr
hab. inz. Leny Ruzik, prof. PW oraz dr hab. inz. Magdaleny Matczuk jako promotora
pomocniczego.

Cisplatyna pomimo wielu skutkéw ubocznych wcigz jest stosowana w chemioterapii
nowotworéw i dla niektérych typoéw nowotworéw uzyskuje sie duza skutecznos$é leczenia.
Opréez cisplatyny w uzyciu jest kilka innych komplekséw platyny stosowanych gléwnie
w przypadku opornosci na cisplatyng. Ogromnym problemem stosowania tego typu lekow jest
ich mata selektywnos¢, a co za tym idzie ich duza toksycznos¢. Jednym ze sposobéw obnizenia
tej toksycznosci jest zastosowanie nos$nikow, ktére z jednej strony pozwola na bardziej
celowane dostarczenie leku do tkanki nowotworowej, a z drugiej strony zwiekszone
dostarczanie leku do nowotworu umozliwia obnizenie dawki leku, a tym samym zmniejszenie
jego toksycznosci. Badania nad nosnikami, a szczegélnie nanonosnikami dla lekéw sa bardzo
zaawansowane. Prac dotyczacych zastosowania zaréwno nanoczgstek zlota jak i liposoméw
jako nanono$nik6w dla cisplatyny lub innych kompleksow platyny jest sporo, natomiast prace
dotyczace metod analitycznych, ktore pozwolilyby na charakterystyke takich uktadow
w warunkach zblizonych do in vitro czy in vivo jednocze$nie analizujace nanonosnik
i metalolek nalezg do nielicznych. 1 wlasnie w t¢ luke badawczg wpisuja sie badania
prowadzone w Katedrze Chemii Analitycznej przez p. prof. Ruzik oraz dr hab. Matczuk,
a tematyka doktoratu p. mgr inz. Wréblewskiej skupia si¢ na opracowaniu metodologii do
badania takich ukladow wykorzystujac spektrometrie¢ mas z jonizacjg w plazmie sprzezonej
indukcyjnie jako metode detekcji w potaczeniu z technikg separacji takg jak chromatografia
cieczowa HPLC lub elektroforeza kapilarna.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska ma charakter autoreferatu, ktorego integralna
czescig jest 5 prac opublikowanych w czasopismach z listy filadelfijskiej JCR. Doktorantka
w pracach P2-P4 jest pierwszym wspétautorem, natomiast w pracy P1, ktora jest artykutem
przegladowym jest drugim wspolautorem. Rozprawa rozpoczyna sie od podziekowan,
a nastepnie umieszczone sa streszczenia w jezyku polskim oraz angielskim. Sg one bardzo
dobrze przygotowane i pozwalajg w sposob zwiezly, ale doktadny na zapoznanie sie z tematyka
pracy, wykorzystywang metodyka badawczg oraz otrzymanymi wynikami. Kolejno znajduje
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si¢ spis tresci oraz lista 5 publikacji bedacych podstawa rozprawy doktorskiej. Dalej w pracy
znajduje si¢ wykaz uzywanych skrétéw, co w znacznym stopniu utatwia czytanie autoreferatu.

Czgs¢ 1 autoreferatu to ,,Wprowadzenie w problematyke prowadzonych badan”, stanowi ono
swoisty przewodnik po tematyce, ktdra zajmowala si¢ Doktorantka. Chciatabym podkreslié, ze
jest to bardzo dobrze przygotowany fragment pracy doktorskiej napisany w taki sposob, ze jest
on zrozumialy zaréwno dla studenta, naukowca, a i specjalista w tej dziedzinie znajdzie
interesujace informacje. Autorka rozpoczyna go od wprowadzenia do problematyki leczenia
choréb nowotworowych i wykorzystania w terapii kompleksoéw platyny wskazujac potrzebe
badan nad systemami dostarczania lekéw (DDS), ktore sa tematem Jej pracy doktorskie;.
Kolejno Doktorantka omawia rol¢ nanomateriatbw w medycynie, ze szczegdlnym
uwzglednieniem mozliwosci wykorzystania nanoczastek ztota i liposoméw w terapiach
przeciwnowotworowych. W dalszej cze$ci juz dokladnie oméwione sa te dwa uklady
w kontekscie zastosowania ich jako systeméw dostarczania cisplatyny. Szczegdlne cenny jest
rozdzial 3.4, gdzie Doktorantka dyskutuje problemy i zagrozenia zwigzane z wprowadzeniem
do badani klinicznych nanoformulacji lekéw. To krytyczne podejscie do tematu $wiadczy
o dojrzalosci naukowej p. mgr inz. Anny Wroblewskiej. Ta cze$¢ autoreferatu zawiera rowniez
przeglad technik analitycznych, ktére byly wykorzystywane do charakterystyki polaczen
nanonosnik-kompleks platyny. Szczegolng uwage Doktorantka poswiecita technikom lacznym,
zard6wno omowieniu sposobu ich dziatania, zalet i wad, jak i pokazaniu ich zastosowania do
uktadéw, ktore byly przedmiotem Jej badan, tj. nanoczastki zlota lub liposomy w potaczeniu
z kompleksami platyny. Przedstawiony przeglad technik analitycznych z uwzglednieniem
informacji o ich mozliwosciach i ograniczeniach pozwala czytelnikowi zrozumieé problemy
jak 1 wyzwania, ktorych podjeta sie Doktorantka w swojej pracy. Takie podejscie do metodyki
badan wskazuje na dojrzato$¢ naukowa Doktorantki i jej racjonalne podejscie do planowania
eksperymentdw. Przygotowany wstgp wyraznie wskazuje na jej doglebna wiedze w tematyce
badan jak i na umiejetnos¢ przekazania jej w jasny i zrozumiaty sposéb. Ta czesé oparta jest na
131 pozycjach literaturowych 1 stanowi $wietne kompendium wiedzy, a takze uzasadnia
celowos¢ podjetych badan.

Druga czg$¢ autoreferatu dotyczy ,,Omdwienia osiggniec badawczych”. Rozpoczyna sie ona od
wskazania co byto wczesniej juz odkryte przez innych badaczy, a co pozostaje niejasne, gdzie
istniejg luki zaré6wno w analizie procesu otrzymywania jak i charakterystyki systeméw
dostarczania lekéw dla cisplatyny ("DDS). Rozwazania te oparte sa o prace P1, ktorej
wspotautorkg jest p. Wroblewska. Z oswiadczenia Doktorantki wynika. ze byta ona autorka
rozdziatéw dotyczacych wykorzystania spektrofotometrii UV-Vis i spektrofluorymetrii do
charakterystyki 'DDS, jednak przygotowane w autoreferacie opracowanie dotyczy duzo
szerszego aspektu uwzgledniajacego cala game technik analitycznych, w tym technik

tgczonych. Jest to bardzo dobrze przygotowane opracowanie wnoszace wiele istotnych
informacji i komentarzy.

Autorka kolejno przedstawita cel pracy, ktory zostal jasno sformulowany, a dotyczyl on
opracowania metod analitycznych opartych na technikach faczonych z detekcja ICP-MS, ktore
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pozwolityby na charakterystyke ukladow nanonosnik-cisplatyna (monitorowanie procesu
otrzymywania i stabilnosci, charakterystyka jakosciowa i ilosciowa form cisplatyny
i nanonosnika). Jako nanonos$niki zostaty wybrane nanoczastki ztota i liposomy, a jako metody
rozdziatu chromatografia cieczowa HPLC oraz elektroforeza kapilarna.

Kolejna czg$¢ autoreferatu zatytutowana ,,Przewodnik po publikacjach P2-P5” zawiera dwa
rozdzialy, w ktorych Autorka zawarla najistotniejsze informacje o badanych ukladach 1.
nanoczastki zlota-cisplatyna (na bazie publikacji P2 i P3) oraz liposomy-cisplatyna (na bazie
prac P4 1 P5). Kazda z tych czgsci opatrzona jest krotkim wstepem przedstawiajacym
motywacj¢ podjetych badan, ich cel oraz odniesienie badan do istniejacej wiedzy na ten temat.
Pomimo tego, ze jest to tylko przewodnik po publikacjach, opracowanie przygotowane przez
Doktorantke daje peten obraz prowadzonych badan, a dyskusja otrzymanych wynikéw jest
bardzo dojrzala. Cennym elementem tych czesci jest wskazanie probleméw badawczych,
ktérymi warto byloby sie¢ w przyszlosci zaja¢, dyskusja niepowodzen, czesto pomijana,
a przeciez wnoszaca wiele istotnych informacji dla badawczy pozwalajacych na unikniecie
powtarzania tych samych bledéw czy na eliminacje nieefektywnych metod badawczych. Kazda
z prac jest dostgpna, opublikowana w bardzo dobrych czasopismach, a wigc pod wzgledem
merytorycznym byla juz oceniania wigc pozwole sobie jedynie na krétkie przytoczenie
tematyki kazdej z nich. Nalezy zaznaczy¢, iz Doktorantka brala udzial w przygotowaniu
wstepnych wersji tych publikacji, rysunkéw , tabel i wykresow.

Pierwsza praca jest przegladem literaturowym.
e Praca ,Methodology for characterization of platinum-based drug’s targeted
delivery nanosystems” zostala opublikowana w Journal of Controlled Release (2021,
335, 179-190; IF2023 = 11,5), liczy 13 stron, opublikowana zostata w otwartym dostepie.

Praca ta jest przegladem literatury na temat metodologii wykorzystywanej do charakterystyki
systeméw dostarczania lekow opartych o kompleksy platyny. Praca jest $wietnie napisana,
zawiera wiele komentarzy, wnioskow jak i rowniez kluczowych pytar, na ktére odpowiedz jest
wyzwaniem dla naukowcow. Zgodnie z o§wiadczeniem Doktorantki i innych wspétautorow
byla ona autorka dwoch podrozdziatow: 2.1. UV/Vis spectrophotometry oraz 2.2.
Spectrofluorimetry. Akurat nie tymi technikami Doktorantka zajmowata si¢ w swoim
doktoracie, ale udzial w pracy nad przegladem niewatpliwe pozwolil jej na glebsze wejscie
w tematyke badan i poszerzenie swojej wiedzy. Praca ta byla cytowana juz 19 razy, co $wiadczy
o bardzo duzym zainteresowaniu badaczy przygotowanym przegladem.

Kolejne dwie prace dotycza badan uktadéw nanoczgstki ztota—cisplatyna
e Praca ,Drawbacks in the efficient monitoring of gold nanoparticle-based cisplatin
delivery systems formation by HPLC-ICP-MS” zostala opublikowana
w Metallomics (2023, 15, mfad002; IF2023 = 2,9) w otwartym dostepie jako komunikat,
liczy 10 stron, dodatkowo na stronie wydawnictwa dostepny jest réwniez 9-stronicowy
suplement. Doktorantka jest pierwszym wspotautorem tej pracy.
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Nowatorskie podejscie w niniejszej pracy polegato na wykorzystaniu techniki HPLC z kolumna
chromatograficzng C18 o zwigkszonych porach do chromatografii w odwréconej fazie jako
modulu rozdzielajacego potaczonego z detektorem ICP-MS do badania polgczen nanoczastki
zlota-cisplatyna. Zgodnie z oswiadczeniem Doktorantki i innych wspotautoréw, mozna
stwierdzi¢, ze jej wklad w powstawanie tej pracy byl znaczacy. Oprocz wykonania czesci badan
wspottworzyla ona koncepcje badawczg jak 1 planowala badania. Jak sama Doktorantka
nadmienia w swoim autoreferacie ,.Przedstawione w rozdziale Comparison of
chromatographic and electrophoretic-based methods spostrzezenia i uwagi nt. obu metod
analitycznych stanowiq zZrédlo cennych informacji dla innych analitykdw zastanawiajqcych sie
nad wyborem wlasciwego modutu rozdzielania”. Dodatkowy aspekt tej pracy to wykorzystanie
opracowanej metody analitycznej do $ledzenia procesu optymalizacji przygotowania
nanonos$nika 1 przylgczanego do niego kompleksu platyny.

e Praca,Targeted delivery of cisplatin by gold nanoparticles: the influence of
nanocarrier surface modification type on the efficiency of drug binding examined
by CE-ICP-MS/MS.” zostata opublikowana w Int. J. Mol. Sci. (2022, 23, 2324; 1F2023
= 4,9) w otwartym dostepie, liczy 17 stron, dodatkowo na stronie wydawnictwa
dostepny jest rowniez 5-stronicowy suplement. Doktorantka jest pierwszym
wspotautorem tej pracy.

Praca ta skupila si¢ na opracowaniu nowej i wszechstronne] metody analitycznej
wykorzystujgcej jako modul rozdziatu elektroforeze kapilarna a jako detektor ICP-MS. Nalezy
zaznaczy¢, 1z otrzymane dane sg unikatowe, po raz pierwszy w sposob ilos$ciowy oceniono
wplyw poszczegblnych grup funkcyjnych modyfikatoréw nanoczastek ziota na wydajnosé
i kinetyke tworzenia polaczen z kompleksem platyny. Zgodnie z o§wiadczeniem Doktorantki
1 innych wspdtautorow, mozna stwierdzié, ze jej wkiad w powstawanie tej pracy byt znaczacy.
Oprécz wykonania czesci badan, planowata badania oraz byta odpowiedzialna za opracowanie,
analize¢ 1 interpretacj¢ wszystkich przeprowadzonych badan. Artykut doczekal si¢ juz 8
cytowan, mimo iz zostat opublikowany stosunkowo niedawno.

e Praca ,Optimization of a CE-ICP-MS/MS method for the investigation of
liposome—cisplatin nanosystems and their interactions with transferrin” zostala
Journal of Analytical Atomic Spectrometry (2022, 37, 1442-1449, [Fn3 = 3,1)
w otwartym dostepie, liczy 8 stron, dodatkowo na stronie wydawnictwa dostepny jest
rowniez 7-stronicowy suplement. Doktorantka jest pierwszym wspotautorem tej pracy.

Glownym efektem tej pracy bylo opracowanie metodologii pozwalajacej na ilosciowe
monitorowanie tworzenia uktadu liposom-cisplatyna, jego stabilnosci w warunkach zblizonych
do fizjologicznych jak i sprawdzenie wplywu transferryny na jego stabilno$é. Opracowana
metoda pozwolita na jednoczesng analize liposomu (fosfor), leku (platyna) i biatka (siarka)
wykorzystujgc sygnaty od réznych pierwiastkéw za pomoca jednego pomiaru. Niewatpliwie
nalezy ja uzna¢ za nowatorska i otwierajgcg mozliwosci opracowania metod do bardziej
skomplikowanych ukladéw w warunkach in vitro. Zgodnie z o$wiadczeniem Doktorantki
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1innych wspotautordw, mozna stwierdzi¢, ze jej wkiad w powstawanie tej pracy byt znaczacy.
Podobnie jak w poprzedniej pracy Doktorantka oprocz wykonania czesci badan, planowata
badania oraz byla odpowiedzialna za opracowanie, analize i interpretacje wszystkich
przeprowadzonych badaf. Oprécz wykonania czesci badan, wspéttworzyla ona koncepcje
badawczg jak i planowala badania. Artykul doczekat sie juz 6 cytowan, mimo iz zostat
opublikowany stosunkowo niedawno.

® Praca , Toward the boosted loading of cisplatin drug into liposome nanocarriers”
opublikowana w European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics. 2024,
198, 114245, IF = 5,02) liczy 8 stron, dodatkowo na stronie wydawnictwa dostepny jest
rowniez S-stronicowy suplement. Doktorantka jest pierwszym wspolautorem tej pracy.

W pracy tej badania skupily si¢ na wykorzystaniu metodologii badawczej opartej
o wykorzystanie CE-ICP-MS/MS, zoptymalizowanej do ukladéw liposom-cisplatyna w pracy
P4, do sprawdzenia wplywu réznych parametréw na efektywnos¢ otrzymywania liposoméw
i enkapsulacj¢ lekéw. Zostaly zbadany wplyw medium rozcienczajacego, sktadu liposomow
oraz dializy czy procedury zamrazania/rozmrazania. Duzym sukcesem bylo otrzymana
formulacji liposom-cisplatyna charakteryzujacej si¢ wysokim stopniem enkapsulacji leku,
ponad 100 mg na litr. Zgodnie z o§wiadczeniem Doktorantki i innych wspétautoréw, mozna
stwierdzi¢, ze jej wktad w powstawanie tej pracy byt znaczacy, cho¢ tutaj jej rola byla nieco
odmienna. Opracowywata one wszystkie dane i przygotowywala z nich raporty, a takze
koordynowata pracg Dyplomantki.

Podsumowujgc, w przedstawionych pracach zgromadzone dane, ich analiza i interpretacja sa
na najwyzszym poziomie i jestem pewna, ze wielu badaczy z nich skorzysta w przysztosci.
W pracach tych zostal zaprezentowany bardzo bogaty zestaw zaawansowanych metod
badawczych, a kazda z nich wymagata dobrego przygotowania zaréwno podczas
przygotowania probek, wykonywania eksperymentow jak i analizy otrzymanych danych. We
wszystkich tych aspektach Doktorantka wykazala si¢ duzym profesjonalizmem i dojrzatoscia
naukowa. Uwazam to za ogromny sukces Doktorantki.

Ostatnia cze$¢ autoreferatu Doktorantki to podsumowanie, ktore w sposéb zwiezly, ale
jednoczesnie dokladny przedstawia najwazniejsze wnioski wyciggniete z przeprowadzonych
badan.

Dalej zostaly umieszczone wszystkie prace ujete w rozprawie doktorskiej, o$wiadczenia
wspolautoréw, bibliografia obejmujaca 148 pozycji, spis rysunkéw i tabel oraz zyciorys
naukowy Doktorantki.

Wyniki bedgce podstawg rozprawy doktorskiej zostaty juz opublikowane w bardzo dobrych
czasopismach, a wiec poddane wnikliwej ocenie przez specjalistow, niewatpliwie stanowia one
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ceng bazg informacji na temat postepowania analitycznego do charakterystyki ukladow
nanonos$nik-metalolek. Nie mam krytycznych uwag réwniez w stosunku do autoreferatu jest on
Swietnie przygotowany. Z obowigzkéw recenzenta wymienie¢ kilka punktow do
przedyskutowania podczas obrony pracy doktorskie;j.

1. W pracy P3 wyznaczono dla nanoczastek zlota PDI oraz potencjat zeta, prosze, aby
Doktorantka skomentowala otrzymane wartosci w kontekscie jakosci uzyskanych
nanono$nikow oraz uktadu nanonosnik-cisplatyna?

2. W pracy P4 Doktorantka badala wptyw transferyny na stabilnos$¢ systemow liposom-
cisplatyna, czy podobne badania byly wykonywane dla albuminy, ktorej jest ok. 20-
krotnie wiecej] w krwioobiegu?

3. W pracy P4 wspomniano o zmierzonym potencjale zeta, ale nie umieszczono danych
w publikacji, prosz¢ o przedstawienie danych.

4. Czy Doktorantka moglaby przedstawi¢ jakie inne techniki oprécz DLS moglyby by¢
uzyte, aby potwierdzi¢ wielko$¢ i dystrybucje rozmiarow otrzymywanych
nanoczastek?

5. Czy Doktorantka moglaby przedstawi¢ swojg opinie na temat mozliwos$ci
wykorzystania badanych uktadéw w badaniach przedklinicznych, ktory z
zaproponowanych systemow jest gotowy do takich badan, czy nalezy wykona¢ jakie$
dodatkowe badania przed rozpoczeciem badan in vivo?

Podsumowujac moja ocene rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Anny Wrdblewskiej
chciatabym podkresli¢ wysoki poziom merytoryczny przeprowadzonych badan. Cze$¢ badan,
ktore przeprowadzita Doktorantka niewatpliwie mozna uzna¢ za pionierskie. Na duze uznanie

zasluguje fakt, iz wszystkie prace zostaly opublikowane w bardzo dobrych czasopismach
naukowych.

Ja nizej podpisana stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz.
Anny Wroblewskiej stanowi oryginalne rozwiazanie problemu naukowego, potwierdzajac
wiedze oraz umiej¢tno$¢ samodzielnego prowadzenia badan naukowych przez Doktorantke,
zatem spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim okre$lone w Ustawie z dnia 20 lipca
2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz. U. z 2023 r., poz. 742, z p6zn. zm.).
Wnosze wiec do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Warszawskiej
0 dopuszczenie Pani mgr inz. Anny Wroblewskiej do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.
Ponadto, z uwagi na wysoka warto$¢ merytoryczng uzyskanych wynikow, omowiong przeze
mnie we wczesniejsze] czesci recenzji jak réwniez zebrane w osobnym wniosku oraz ich
opublikowanie w uznanych czasopismach, stawiam wniosek do Wysokiej Rady o wyrdznienie
rozprawy.



