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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr in z. Anny Marii Wroblewskiej

pt. ,Zastosowanie technikytzonych z detekcgpektrometrii mas z jonizacyv plazmie
sprzzonej indukcyjnie do badania uktadow typu nananilo-cisplatyna”
wykonanej na Wydziale Chemicznym Politechniki Warsgkiej pod kierunkiem Promotora

Pani dr hab. in Leny Ruzik, prof. PW oraz Promotora Pomocniczego

Pani dr hab. in Magdaleny Matczuk

Klasyczne formy terapii takie jak chiriggchemioterapia i radioterapia, W obecnej
chwili tylko czesciowo skuteczne w walce z nowotworami. Pomimo lain osggnie¢ w
dziedzinie genetyki i biologii molekularnej, wirdegii, chemii oraz farmakologii, nowotwory
nadal skutecznie unikgjleczenia. Jednak dzeki rosmcej innowacyjnéci, odkryciom
naukowym i posipowi technologicznemu, rozumienie choroby nowotwaepulega gibokiej
przemianie. Chocigjeszcze w pocgkowym stadium, tak zwana medycyna spersonalizowana
staje s¢ nowym paradygmatem w leczeniu nowotworéw. Staezesi spoteczéstwa
oraz rozw0j medycyny i skutecznych terapii dla wisthorzé powoduj zmiany w strukturze
przyczyn umieralngi. W ostatniej dekadzie obserwujemy wzragi@jrole nowotworéw
ztosliwych jako przyczyny zgonow, przy madegj roli choréb ukladu kzenia. Nowotwory
zlosliwe stanows w Polsce drug pod wzgédem czstasci przyczyre zgonow po chorobach
krazenia. Udziat poszczegolnych umiejscofvietypdw nowotworéw w zgonach zmienia Si
z czasem i jest zatay od pici.

Cisplatyna to lek stosowany w chemiot@napwotworow, ktory zostat dopuszczony do
stosowania w latach 70-tych XX wieku, jako pierwszZgk 2z grupy lekow

przeciwnowotworowych zawiergjych platyr. Stosowana pogkowo w leczeniu rakager
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i raka jajnika, szybko statacgpodstawy wielu schematow leczenia skojarzonego nowotworow
réznego typu. Charakteryzuje¢esduza skutecznécia, ale i duym ryzykiem wysipienia
powanych dziata niepazigdanych; w niektdrych przypadkach sgoby¢ zasgpiona przez
zwigzki platyny o mniejszej toksycziao. Zwiazki platyny § powszechnie stosowane
w chemioterapii guzow litych. W Polsce cisplatyn@sswana jest w monoterapii lub
w leczeniu skojarzonym z innymi lekami przeciwnowotowymi w chemioterapii: rakagler,
raka jajnika, nowotworow szyjki macicy, zaawansoagm raka pcherza moczowego, raka
ptaskonabtonkowego gtowy i szyi czy raka ptuca. dbmie cisplatyny polega na
oddziatywaniu z materiatem genetycznym komorki, Zj.kwasem nukleinowym DNA.
Zahamowanie przebiegu podstawowych procesOéw bictogch staje si sygnatem
prowadzcym do $mierci komorki. Maliwe s3 takze dodatkowe mechanizmy dziatania
cisplatyny, w tym poprzez nasilenie immunogeiangmowotworu oraz poprzez zgkszenie
jego wraliwosci na radioteragpi

Sid tez, niewgtpliwie waznym aspektem jest opracowanie innowacyjnych rezai, po
to aby zapobiegawyzej opisanym schorzeniom. Rozprawa doktorska Pamiinig Anny
Marii Wroéblewskiej dotyczy otrzymywania stabilnychkiadéw nanonanik-cisplatyna,
wykorzystugcych bezpieczne nanomateriaty i charakteryaelijse duzym wspotczynnikiem
wigzania leku. Istotnym jest oldlenie wydajnéci oraz kinetyki dla systemow dostarczania
lekéw przeciwnowotworowych (DDS). &t, zaadoptowanie przez Doktoragitknikatowych
rozwigzan oraz opracowanie wyselekcjonowanych procedur tygzhych celem oznaczenia i
identyfikacji zwgzkow biologicznie aktywnych wskazgych na ryzyko powstaniagtiz
rozwoju nowotworu. Nadednym celem bada Doktorantki byto opracowanie systemu
dostarczania lekow przeciwnowotworowych (cisplajynaastosowaniem nanastek ziota
(AuNPs) oraz liposomow. Rozprawa ma charakter bibr powihzanych tematycznie
artykutow naukowych (publikacji z listy JCR). Wsie prace g wieloautorskie (od 4 do 7
wspotautorow), w 4 pracach Pani Anna Wréblewska pesrwszym autorem. Prace zostaty
opublikowane w czasopismach indeksowanych przeg eapus (sumaryczny wspoétczynnik
wptywu IF=28,767,Journal of Controlled Releas@F=11,467), Metallomics (IF=3,4),
International Journal of Molecular SciencedF=5,6), Journal of Analytical Atomic
SpectrometryIF=3,4) iEuropean Journal of Pharmaceutics and BiopharmacsijtF=4,9).

Rozprawa liczy 202 strony (w tym 148 pozycji liteng/), zahczonych publikacji, wykazu
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dorobku naukowego oraz opisu wkiadu Doktorantki @alizacg poszczegoélnych prac
naukowych.

W toku prowadzonych badengr inz. Anna Wréblewska realizowata wytyczone przez
siebie cele jak:

e opracowanie metod tworzenia systemow dostarczahkia przeciwnowotworowego
opartego na platynie (cisplatynie) z zastosowanmanomateriatdw metalicznych
(nanocazstki ztota) oraz organicznych (liposomow),

» opracowaniu i doborze parametrow wybranych metaditgnznych wykorzystujcych
spektromets mas, techniki chromatograficzne oraz elektrofarete, jak réwnig
spektromets mas z plazmp indukcyjnie sprzzong, umaliwiajacych ilasciowy i
jakosciowg analiz uzyskanych patzen nanongnik-cisplatyna,

» opracowanie warunkow analizy charakterystycznyehpynow fizjologicznych oraz
zastosowanie fagodnych odczynnikow bufecyich,

* okreilenie wydajnéci dla uzyskanego wrania (kapsutkowania) metaloleku w
zaleznosci od panujcych warunkdw ich powstawania,

» podcie préby zastosowania zaproponowanych metod gozatfiych w badaniach nad
stabilngcig wybranych pajczen w czasie oraz obec#ém biatka surowiczego.

W rozprawie doktorskiej zamieszczono cpifciu spojnych tematycznie artykutow
naukowych. W publikacji [1] (praca przeagbwa) Autorka podkrda, iz konwencjonalne
terapie przeciwnowotworowe wykorzysiog leki na bazie platyny polegaptéwnie na
wewngtrznaczyniowym wstrzykgciu srodka terapeutycznego. Lek przeciwnowotworowy jest
rozprowadzany po calym organizmie poprzez ogolmojmstie kmzenie krwi i ulega
wychwytowi komorkowemu, szybkiemu klirensowi i wydaiu. W rezultacie tylko niewielka
cze$¢ leku na bazie platyny dociera do miejsca guzawege st z powanymi skutkami
ubocznymi. Z tego powodu systemy ukierunkowanegatozania lekowgsbardzo potrzebne,
poniewa zapewniaj ulepszone i selektywne dostarczanie do komorelohwarowych, dzki
czemu terapia jest bezpieczna i skuteczniejszahdli obecnej opracowano i przetestowano
réznorodne oparte na platynie systemy ukierunkowaregtarczania lekdw wykorzystae
nanomaterialty przy ayciu szeregu technik analitycznych, ktére dostadscayiezbednych

informacji na temat ich syntezy, stabi#cg biodystrybucji i cytotoksyczrioi. Doktorantka
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dokonuje szczegotowego przedgl literaturowego stosowanych technik eksperymegpthl,
wskazujc ich przydatné na r@nych etapach badaa take wymieniagc ich mocne strony,
jak i ograniczenia. Ponadto, istrieg strategie i podgia  poddawane krytycznemu
przeghdowi w celu ujawnienia i zapogtkowania rozwoju metodologii analitycznej
odpowiedniej do wiarygodnej charakterystyki opragesnych systemow monitorgych, co
ostatecznie doprowadzitoby do powstania nowych piera lepszych wynikéw wrod
pacjentow. W publikacji [2] Autorka po raz pierwsgizedstawia wyniki badadotyczcych
nowatorskiego zastosowania gatenia technik HPLC i ICP-MS do wsginej ocenyon-line
réznych formacji systeméw monitoggych, skladajcych s¢ z nanonénikdéw ziota i
cisplatyny. Badania obejmupptymalizac metod analitycznych w oparciu o chromatogyafi
cieczows. Niestety zoptymalizowana metoda HPLC-ICP-MS rapexvnita zadowalagych
parametréw rozdzielenia. Uniemdiwito to dokladne okrélenie wydajnéci tworzenia
rozwazanych nanokoniugatow. Doktorantka podkaeze chemioterapia ma wiele ogranigze
zwigzanych ze skutkami ubocznymi lekéw przeciwnowotworch (np. cisplatyny), badane
s3 nanoczstki jako ndéniki w ukierunkowanym dostarczaniu lekow. Nangsiki ziota
(AuNPs) g szeroko badane ze wzdlu na ich biokompatybilrsé czy nietoksyczn&. Pomimo
wielu doniesié na temat uktadow AuNPs—cisplatyna (AUNP—-CS) spatykh w literaturze,
tylko nieliczne obejmuj badania nad ich syntgz wydajnccig tworzenia z wykorzystaniem
narzdzi analitycznych dostarczajych jednoczéie jakaciowych i ilosciowych informacji
analitycznych. Dlatego badania te stanpimnowacyjne podégie do bada nad tworzeniem
si¢ uktadow AuNP — CS badanym za porp@iektroforezy kapilarnej i spektrometrii mas w
plazmie indukcyjnie spezonej (ICP-MS).W publikacji [3] Autorka podkréa, iz uzyskane
wyniki potwierdzity, ze rodzaj funkcjonalizacji aytego nanonénika determinuje jego
zdolng¢ do skutecznego wzania cisplatyny. W zam@osci od grupy funkcyjnej, czasu
prowadzenia reakcji czy pktodowiska mieszaniny reakcyjnejgstnie i posta leku mog
mie¢ decydujcy wptyw na tworzenie i dlugoterminawstabilng¢ (w tym uwalnianie leku i
stabiln@g¢ koloidalrg) uktadéw nanocgstki ziota — cisplatyna. Stabilizacja fadunku
ugrupowania i dospna¢ miejsc wizania stanowi znacace czynniki. Utworzone
nanokoniugaty charakteryzugic najwyzszy stabilngcig podczas inkubacji (24 godziny), co
skutkuje minimalnym uwalnianiem leku. Co qoej, badania wykazaty #aice w kinetyce

poszczegolnych reakcji tworzenia uktadow. Przedstagvw artykule wyniki stanowi
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znacacy fundament do dalszych bada tej dziedzinie. Zebrane dane mq@zyczyné si¢ do
opracowania udoskonalonych systeméw dostarczarkawledo celéw medycznych. W
przeprowadzonych eksperymentach wykorzystano K#icanik, najbardziej wszechstronna
okazata si jednak technika CE-ICP-MS/MS, ktéra wskazywané jgso ,metoda z wyboru”
w tego typu badaniach, bowiem dostarcza przejrepsityformacii jakéciowych i ilasciowych

0 powstaniu i stabilni@i uktadow, dz¢ki mozliwosci jednoczesnego rozdzieleniazkago
sktadnika probki i izotopowo specyficznej identydfi przy zachowaniu niskiej granicy
wykrywalncsci (LOD). W publikacji [4] Doktorantka prezentujeawigzanie podczenia
tandemowej spektrometrii mas CE i ICP (ICP-MS/M$§pusaonej w komog reakcji zderze

z tlenem jako gazem reakcyjnym. Takie pddiej wptywa na wikszy czulg¢ i znacznie
ogranicza zaktdcenia powodowane przez atomy siagkfosforu, co mena okréli¢ ilosciowo
jako charakterystyczne sygnaty. Natezaznaczy, iz do tej pory paiczenie CE-ICP-MS/MS
zastosowano tylko raz w badaniu uktadow opartychip@somach przeprowadzonym przez
Naukowcow (Ansar i Mudalige), ktorzy okt ilo sciowo wewretrzny i zewrtrzny siarczan
liposomow w rénych (zatwierdzonych przez FDA) preparatach lipo@arndoksorubicyny w
celu kontrolowania efektywroi kapsutkowania doksorubicyny. Zastosowana metoida
dostarczyta jednak wystarczaych informacji. Dla poréwnania, badania Doktorantkaty na
celu optymalizag metody CE-ICP-MS/MS w celu jednoczesnego oznaezdoiciowego
biatek, liposoméw i postaci lekdw na bazie Pt. Bstawiona ulepszona metoda oferuje zalet
bezpdredniego oznaczania #lciowego liposoméw modyfikowanych biatkami (jak raein
przysztych liganddéw) i interakcji uktad-biatko swizy ludzkiej (poprzez monitorowanie
sygnatu), na ktére nie mgyvptywu zaktdcenia widmowe zwzane z siark Natomiast drugim
aspektem, dotychczas niewdomym, jest przeprowadzanie analiz w symulowanych
warunkach fizjologicznych podczas separacji gatwnR& publikacji [5] Autorka zaznacza; i
aktualne wyzwania w onkologii w deaj mierze wiza sie z koniecznécia poprawy
efektywndci leczenia nowotworow i ograniczeniem skutkow uboech lekdéw. Skuteczna
strategia radzenia sobie z tymi wyzwaniami krygezsi projektowaniem i rozwojem systemow
dostarczania lekéw opartych na inteligentnych naatematach i zatwierdzonych lekach
przeciwnowotworowych. Niniejsze badanie oferuje atiwskie i proste podajie do
skutecznego umieszczania leku (cisplatyny) do nskemstruowanych nanouktaddw opartych

na liposomach, a tak niezawodg technik monitorowania tego procesu w oparciu o
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elektroforez kapilarry polgczory z tandemow spektromety mas ze spkzong indukcyjnie
plazmy. Proponowana metodologia obejmuje tworzenie lipgd®® za pomog prostej metody
wstrzykiwania etanolu i kapsutkowanie leku za pogndastosowanych procedur zarrmaia-
rozmraania lub liofilizacji-hydratacji. Aby zoptymalizowa wytwarzanie liposoméw i
kapsutkowanie leku, szczegdtowo zbadano wptywrodka rozciéczapcego i sktadu
liposomdéw (rodzaje fosfolipidow i ich stosunek peatowy). Wykazanaze niewielkie zmiany
sktadu trojsktadnikowych liposoméw fosfolipidowyohaz parametréw procedury zarraaia

i rozmrazania mag znaczny wptyw na tworzeniegsilktadow cisplatyna—liposom. Otrzymany
preparat cisplatyna-liposom stwarza nadzng dalszy rozwoj badgrzedkliniczny jako silg
platforme dostarczania leku.

Z formalnego punktu widzenia ocenianaprawa obejmuje 202 stron maszynopisu
podzielonych na szereg rozdziatdwsrdd ktorych mana wymiené czgéci typowe dla tego
typu dziet, czyli: wprowadzenie, przedlliteratury, omowienie problemu badawczego, po czy
umiejscowiono podsumowanie i wnioski, bibliografi#@8 pozycji literaturowych, z czego ok.
85 % to prace starannie dobrane, opublikowane atrdst pecioleciu). Tekst zostat napisany
jasnym i poprawnynegykiem. Autorka rozprawy doktorskiej znacp utrudnita recenzentowi
doszukania siniejasngci i uchybier dbapc o poprawnéc, takze pod katem gramatycznym i
interpunkcyjnym.

Obowdzkiem recenzenta jest krytyczny komentarz ocenignagy. Jednate, opisy
problemu badawczego, jak i sposobu jego realizaeg uzyskane wynikigszaprezentowane
w sposob systematyczny i kompleksowy, ceosj poruszaj wszystkie wane aspekty, co
swiadczy o szerokiej wiedzy Doktorantki i vaykowej znajoméci tematu. Podgcie przez
Doktorantki niniejszego tematu badawczego iama za uzasadnione i niezwykle ima z
punktu widzenia metodologicznego i aplikacyjnegada jest nowatorska, a otrzymane wyniki
przedstawione zostaly po raz pierwszy. Stwierdzaenpostawione cele pracy badawczej
zostaty w petni zrealizowane, a ggnicte wyniki stanowd istotny wkiad w rozwdj dziedziny.

Chciatabym podkik¢ catoksztatt pracy Doktorantki. Efektem pracy Pakiny
Wroblewskiej jest a 8 publikacji naukowych, w tym 5 publikacji zgzianych z tematyk
doktoratu (IF=28,767). Stanogvione zwar catas¢ przedia@onej do recenzji rozprawy
doktorskiej. Tak obszerne badania nieapisane wczaiej w literaturze. Dodam w tym

miejscu, ¥ tematyka badawcza jest wedtug mojej opinii w paektualna. Ponadto, na dorobek
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naukowy Doktorantki sktadagiiczne wysgpienia konferencyjne w formie referatéw oraz
posterow.

Podsumowagg, Doktorantka podczas realizacji projektu doktagk uzyskata bardzo
bogaty materiat daviadczalny. Dotyczy on bardzo istotnego zagadniejakim jest
opracowanie metod analitycznych zamanych z rozwijaniem nowatorskich metod w zakresie
profilaktyki i monitorowania choréb nowotworowydborobek Doktorantki uwem za bardzo
istotny. P¢¢ prac zwizanych z tematyk doktoratu opublikowane w uznanych przez
srodowisko naukowe czasopismach o wysokim wspétckyroddziatywania, uwaam za
dowod dojrzatéci oraz samodzielrssi naukowej Kandydatki. Pogip tematyka jest aktualna
i posiada niezwykle istotny potencjat aplikacyjmrojekt rozprawy jest przerslany, cele
jasno okrélone i osagnicte przy duym nakiadzie pracy. Wnioskigspoparte danymi
eksperymentalnymi i odniesieniami do stanu wiedzyiteraturze. Uzyskane i opisane w
ramach niniejszej pracy wyniki bezsprzecznie pasggroraz usystematyzowaty wiegav

podgtym zakresie naukowym.

Whiosek koricowy

W zwazku z powyszym z petnym przekonaniem stwierdzeamm przedstawiona mi do
oceny rozprawa doktorska spetnia wszelkie warunikiedtone w stosownej Ustawie i
wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Politehniki Warszawskiej o
dopuszczenie mgr ia. Anny Marii Wréoblewskiej do dalszych etapdéw przewalu
doktorskiego. Jednocz@ie ze wzgidu na zaangawanie w pra¢ badawcz Doktorantki,
wartasciowy naukowo i wysoki poziom merytoryczny bada take bogaty dorobek naukowy
pragre rekomendowaniniejsz rozprave doktorsly do wyrdznienia.
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