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Dobhér, znaczenie tematu i cel pracy

Jednym z najwiekszych wyzwan cywilizacyjnych, przed ktorym stoi wspétczesna nauka, jest
poszukiwanie nowych metod leczenia nowotworoéw i infekcji lekoopornych. Sposobem na
zwiekszanie skutecznosci chemioterapeutykdéw jest terapia skojarzona, polegajaca na
taczonym podawaniu substancji czynnej z modulatorem. Przedstawiona do recenzji praca
doktorska wykonana zostata w zespole dr hab. Jacka Piosika, prof. UG, ktéry od lat specjalizuje
sie w badaniach majgcych na celu zrozumienie mechanizmu molekularnego odpowiedzialnego
za niekowalencyjne oddziatywania nanostruktur z biologicznie aktywnymi zwigzkami
niskoczgsteczkowymi. Oddziatywania te peinig kluczowa role w projektowaniu
nanostrukturalnych platform transportowych, za posrednictwem ktérych dostarczane s3
chemioterapeutyki.

Hipoteza badawcza, ktérej zweryfikowania podjeta sie Doktorantka zakfadata, ze nanoczgstki
metali (srebra i platyny) i wegla (fulerenéw C60) sa w stanie bezposrednio oddziatywac z
modelowymi niskoczgsteczkowymi zwiazkami biologicznie czynnymi i modulowaé ich
aktywnos¢ biologiczng. Potaczenie nanostruktury stanowiacej platforme nosnikowa




z transportowanym lekiem przez wykorzystanie niekowalencyjnych oddziatywan powinno
zapewni¢ dodatkowe korzysci w postaci podtrzymywania aktywnosci leku oraz utatwienie
i kontrolowanie jego uwalniania w miejscu docelowym.

Ocena formalna i merytoryczna pracy

Zasadnicza cze$¢ pracy doktorskiej Pani mgr. Agnieszki Borowik stanowi zbior pigciu
opublikowanych i powigzanych tematycznie artykutéw naukowych wraz z oswiadczeniami
wspotautoréw publikacji o wiodgcym wkiadzie autorskim Doktorantki w trzech pracach
i czesciowej roli w ich tworzeniu w dwéch pozostatych pracach. Zataczone prace Autorka
poprzedzita streszczeniem w jezyku polskim i jezyku angielskim oraz zredagowanym w jezyku
polskim przewodnikiem po pracach. Przewodnik jest rzeczowy i syntetyczny. We wstepie
Autorka omawia zagadnienia zwigzane z syntezg nanoczastek, problematyke
wielolekoopornosci w kontekscie terapii nowotworowych oraz szans, jakie stwarza terapia
skojarzona z nanoczgstkami modulujagcymi zwiazki biologicznie czynne. Cele pracy
przedstawione w kontekscie wspomnianych wyzej publikacji sformutowane zostaty jasno i
czytelnie. Tak wiec, celami byty: ocena zdolnosci do tworzenia heteroagregatow z wybranymi
niskoczasteczkowymi zwigzkami biologicznie czynnymi, okreslenie potencjatu mutagennego
kompleksdw nanostruktura-chemioterapeutyk na ich potencjat mutagenny z uzyciem testu
Amesa, zbadanie toksycznosci nanoczastek wobec ludzkich linii  komdrkowych
nowotworowych i nienowotworowych, ocena wptywu nanoczgstek platyny na Zywotnosc oraz
cykl 2zyciowy modelowego organizmu wielokomérkowego Caenorhabditis elegans.
Przewodnik zawiera ponadto podsumowanie wynikéw przedstawionych w opublikowanych
artykutach, wnioski koficowe, bibliografig (176 pozycji), spis dorobku naukowego Doktorantki,
spis pozostatych publikacji z udziatem Autorki niewchodzacych w sktad rozprawy, spis
wystapien konferencyjnych, spis grantéw badawczych kierowanych przez Autorke, a takze spis
nagrod i wyrdznien.

Pierwsza praca z cyklu nosi tytut , The impact of surface functionalization on the biophysical
properties of silver nanoparticles” i zostata opublikowana w 2019 roku w czasopismie
Nanomaterials (IF: 4.514, Pkt. MNiSW: 70). Doktorantka jest pierwsza autorkg tej publikacji.
Gtéwny temat badawczy zwigzany byl z okresleniem, jak funkcjonalizacja nanoczastek srebra
resztami  kwasu  tiobarbiturowego  (AgNPs-TBA) oraz resztami kwasu  11-
merkaptoundekanowego (AgNPs-MUA) wptywa na ich potencjat mutagenny i toksycznosc
oraz oddziatywanie z mutagenem akrydynowym ICR-191 bedacym modelowym
niskoczasteczkowym zwigzkiem biologicznie czynnym. Wyniki pomiaréw dynamicznego
rozpraszania $wiatta (DLS) oraz pomiary potencjatu zeta pokazaty, ze kowalencyjna
funkcjonalizacja nanoczastek srebra wptyneta na sktonnos¢ do agregacji nanoczgstek i
obnizenie potencjatu zeta. Zastosowanie izotermicznej kalorymetrii miareczkowej pozwolito
na wykazanie, ze mutagen akrydynowy ICR-191 nie tworzy spontanicznie kompleksow z

modyfikowanymi nanoczgstkami srebra. Stabe oddziatywania zmodyfikowanych nanoczgstek
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z ICR-191 potwierdzity réwniez pomiary widm fluorescencji. Wyniki testéw Amesa wykonane
na hodowlach bakterii Salmonella typhimurium TA98 nie wykazaty mutagennosci ,,nagich”
oraz funkcjonalizowanych nanoczagstek srebra. W pracy okreslono réwniez toksycznosé
nanoczastek wobec uniesmiertelnionej linii komorkowej keratynocytéw cztowieka HaCaT
(modelowa nienowotworowa linia komérkowa) oraz ludzkiej linii komdrkowej czerniaka
MeluSo (modelowa nowotworowa linia komérkowa). Kaida mieszanina nanoczastek
nieznacznie obnizata zywotnos$¢ komorek.

Druga praca z cyklu jest zatytutowana ,Interactions of newly synthesized platinum
nanoparticles with ICR-191 and their possible application” i opublikowana zostata w 2019
roku w czasopismie Scientiffic Reports (IF: 4.576, Pkt. MNiSW: 100). Doktorantka jest pierwszg
autorka tej publikacji. Praca obejmuje zagadnienie nowej metody syntezy nanoczgstek platyny
umozliwiajacej precyzyjng kontrole rozmiaru w zakresie od 10 do 80nm i ksztaftu
nanoczastek. Uzyskane nanoczastki poddano ocenie pod katem zastosowania ich jako
platformy transportowej dla mutagenu akrydynowego ICR-191 jako modelowego
chemioterapeutyka niskoczasteczkowego. Zardowno zmiany w charakterze widm UV-Vis
i fluorescencji, jak réwniez pomiary entalpii reakcji metods izotermicznej kalorymetrii
miareczkowej, wskazywaty na spontaniczne formowanie sie heteroagregatéw nanoczastek
platyny i mutagenu w roztworach buforowych. Wyniki testow Amesa wykonane na hodowlach
bakterii Salmonella typhimurium TA98 wskazywaty na znaczacy spadek mutagennosci ICR-191
w obecnosci nanoczastek platyny, co zwigzane bylo z sekwestracja mutagenu przez
nanoczgstki. Efekt toksyczny nanoczgstek platyny byt znacznie wyizszy wobec nowotworowej
linii komorkowej czerniaka (MelluSo) niz wobec nienowotworowej linii komérkowe;j
keratynocytow (HaCaT) — stezenie hamujace leku (IC50) byto niemal pigciokrotnie wyzsze dla
HaCaT niz dla MelluSo. Natomiast przy statym stezeniu mutagenu ICR-191 stezenie hamujace
byto stukrotnie wyisze dla komorek HaCaT. Stwierdzono rowniez brak toksycznego efektu
nanoczastek platyny wobec modelowych organizméw wielokomérkowych (nicienie
Caenorhabditis elegans). Przedstawione w pracy wyniki dowodza duzego potencjatu
nanoplatyny jako nanotransportera chemioterapeutykow.

Trzecia publikacja sktadajaca sie na rozprawe doktorska to praca ,Does C60 fullerene act as
atransporter of small aromatic molecules” opublikowana w 2018 roku w czasopismie Colloids
and Surfaces B: Biointerfaces (IF: 4.263, Pkt. MNiSW: 35). Doktorantka jest pierwsza autorka
tej publikacji. Praca dotyczy okresienia potencjalnej roli fulerenéw C60 jako nanonos$nikéw
chemioterapeutykéw. Koloidalne roztwory wodne fulerenéw wytwarzane byly metoda
mieszania roztworu C60 w toluenie z wodg z towarzyszeniem ultradiwiekéw az do
catkowitego odparowania toluenu. Rozkiad wielkosci nanoczastek C60 wyznaczany metoda
dynamicznego rozpraszania swiatta wskazywal na polidyspersyjny charakter koloidu, w
ktorym nastgpita homoagregacja C60 do klastrow o rozmiarach ok. 70, 130 i 250 nm. Po
wprowadzenie mutagenu akrydynowego ICR-191 rozktad wielkosci nanoczastek miaf tylko
jedno maksimum ok. 400 nm. Parametry termodynamiczne procesu formowania agregatéw
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nanoczgstek C60 oraz mutagenu ICR-191 wskazywaty na spontaniczne formowanie sie
heteroagregatow. Wartosci eksperymentalne ujemnej wartoéci entalpii reakcji agregacji
zostaly potwierdzone przez modelowanie molekularne, ktérego wyniki wskazalty na
mechanizm oddziatywan n-elektronowych pomiedzy aromatycznymi pierscieniami fulerendw
i molekut mutagenu. Homoagregaty C60 nie wykazywaly aktywnosci mutagennej w
odniesieniu do bakterii Salmonella typhimurium TA98. Aktywnos¢ biologiczna mutagenu
akrydynowego ICR-191 przy odpowiednio wysokim stezeniu nanoczastek C60 byta zachowana.
Wyniki te podparte obrazowaniem AFM dowodza duzego powinowactwa heteroagregatéw
nanoczgstek C60 i mutagenu ICR-191 do scian komérkowych bakterii.

Czwarta praca z cyklu noszaca tytut ,C60 fullerene enhances cisplatin anticancer activity and
overcomes tumor cells drug resistance” ukazata sig w 2017 roku w czasopismie Nano Research
(IF: 8.164, Pkt. MNiSW: 45). Doktorantka petnita czesciowa role w tworzeniu tej obszernej
pracy. Tematem badawczym pracy byta cytotoksycznos¢ kompleksow fulerenéw C60 i
cisplatyny wzgledem wybranych nowotworowych linii komdrkowych. Formowanie sie
heteroagregatow fulerendw C60 i cisplatyny zostato potwierdzono przez pomiary rozpraszania
promieniowania rentgenowskiego pod matymi katami (SAXS). Z kolei symulacje komputerowe
metodg dokowania molekularnego fulerenu C60 do glikoproteiny P (P-gp) oraz biatek
opornosci wielolekowej (MRP-1, MRP-2) pozwolily na wyjasnienie mechanizméw
odpowiedzialnych za wzrost aktywnosci biologicznej komplekséw cisplatyny i fulerenu C60.
Najwyiszy wzrost toksycznosci komplekséw w stosunku do czystej cisplatyny wystepowat
wzgledem linii komoérkowych biataczki (HL-60/adr i HL-60/vinc). Kompleksy fulerendw i
chemioterapeutyka wykazywaty rowniez wzrost toksycznosci wzgledem linii komdrkowych
raka okreinicy (HCT-116) oraz raka szyjki macicy (Hela, KB-3-1, KBC-1). Testy mutagennosci
wobec Salmonella typhimurium wskazywaty na najwiekszy spadek mutagennosci
chemioterapeutyku przy stosunku stezern molowych C60 do cisplatyny 1:2.4. Badania in vivo
pokazaty, ze kompleksy C60 i cisplatyny stanowig bardziej skuteczny inhibitor wzrostu raka
ptuc Lewisa (C57BL/6J) niz kazdy ze sktadnikéw kompleksow stosowany oddzielnie. Tym
samym udowodniony zostat efekt synergiczny pomiedzy cisplatyng i nanoczastkami C60, ktory
jest wynikiem tworzenia niekowalenyjnych oddziatywari chemicznych pomiedzy sktadnikami
heteroagregatow w warunkach fizjologicznych.

Pigta publikacja skfadajaca sie na rozprawe doktorskg, to ,Biophysical characterization of the
complexation of C60 fullerene with doxorubicin in prokaryotic model”. Ukazata sie ona
w 2016 roku w Materials Science and Engineering Technology (IF: 0.744, Pkt. MNiSW: 15).
Doktorantka petnita czesciowa role w jej tworzeniu. Gtownym tematem pracy byfo okreslenie
mozliwosci powstawania heteroagregatéw ztozonych z mutagenu doksorubicyny i molekut
fulerenu C60 oraz ocena mutagennosci komplekséw. Pomiary rozpraszania neutronéw pod
matymi katami (SANS) wskazywaty na wzajemne oddziatywanie molekut doksorubicyny i
fulerenu w roztworze. Skutkiem oddziatywania dodatnio natadowanych molekut doksrubicyny
byt wzrost rozmiaréw klastrow fulerenowych w roztworze. Testy aktywnosci mutagennej
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wzgledem Salmonella typhimurium TA98 wykazaty wystepowanie synergii biologicznej
pomiedzy doksorubicyng i fulerenami, polegajaca na okoto 25% spadku mutagennosci przy
nizszych stezeniach fulerenu C60 w mieszaninie oraz przywracaniu aktywnosci biologiczne;j
doksorubicyny do poziomu wyjsciowego przy wyzszych stezeniach C60.

We ,Wnioskach koncowych” przewodnika po pracach Doktorantka w 14 punktach
podsumowata catos$¢ prac badawczych. Podsumowanie jest syntetyczne, wnioski w petni
uzasadnione i $wiadczace o duzej wiedzy teoretycznej i praktycznej oraz duzym krytycyzmie
Autorki. Do najwazniejszych naleiq stwierdzenie, ze funkcjonalizacja powierzchni nanoczastek
biomolekutami stanowi narzedzie do uzyskiwania nanostruktur o nowych wtasciwosciach.
Nanosrebro i fulereny C60 wykazujg sktonnosé do homoagregacji w roztworach wodnych.
Aromatyczne mutageny (mutagen akrydynowy, doksorubicyna) oddziatujg z fulerenami za
posrednictwem oddziatywann stackingowych, natomiast prowdopodobny mechanizm
oddziatywania cisplatyny z kompleksami fulerendw zwigzany jest z prawdopodobnie
z wystepowaniem sit hydrofobowych oraz van der Waalsa. Jednoczesnie Autorka stwierdza,
ze wcigZ nie ma jednoznacznego wyjasnienia mechanizmu oddziatywania aromatycznego
mutagenu akrydynowego z metalicznymi nanoczastkami srebra i platyny.

Uwagi krytyczne

Szczegotowa lektura pracy pozwolita wytonic jedynie nieliczne niezrecznosci nomenklaturowe.
Autorka postugiwata sie w artykutach oraz przewodniku po pracach pojeciem ‘roztworu
wodnego fulerenéw C60’ zamiast bardziej adekwatnego terminu ‘roztworu koloidalnego
fulerendw’. W mojej opinii sformutowanie ‘nanoczastki pochodzenia metalowego’ poprawniej
bytoby zastgpic sformutowaniem ‘nanoczastki metali’. Poniewaz funkcjonalizacja nanoczastek
jest istotng metoda modyfikowania nanoczgstek, komentarza wymagatoby rowniez, czy
Doktorantka nie rozwaia w przyszfosci rozszerzenia metod monitorowania procesu
funkcjonalizacji nanoczastek, np. za pomocg NMR oraz SERS.

Whnioski koncowe

Rozprawa doktorska prezentuje ogdlng wysoka wiedze teoretyczng kandydatki do stopnia
doktora w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne oraz
dowodzi umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Doktorantka
przedstawita cykl pieciu powigzanych tematycznie artykutdw, przy czym, zgodnie z
os$wiadczeniami wspotautordw, w trzech petnita wiodaca role w ich tworzeniu. Przedstawione
w pracach wyniki stanowig oryginalne rozwigzanie problemu naukowego w zakresie
wykorzystania oddziatywan niekowalencyjnych pomiedzy nanoczgtkami metalicznymi
i weglowymi a niskoczasteczkowymi  chemioterapeutykami  poprzez wytwarzanie
heteroagregatdw i badanie ich aktywnosci biologicznej.
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Poza przedstawionym cyklem artykutow o tacznym IF=22.261, Doktorantka jest wspdétautorka
w kolejnych pieciu publikacjach o tacznym IF=18.34. Swoje wyniki prezentowata podczas 9
miedzynarodowych konferencji (8 posterow, 1 prezentacja ustna nagrodzona). W kolejnych 6
prezentacjach konferencyjnych wystepowata jako wspétautorka. Wykazata sie rowniez
aktywnoscig w obszarze zdobywania srodkéw na badania uzyskujac 3 granty dla Mtodych
Pracownikéw Nauki MNiSW. Bardzo duzym osiggnieciem byt prestizowy staz w USA w ramach
Visiting Research Graduate Traineeship Program (BioLAB). Doktorantce dwukrotnie przyznano
stypendium dla najlepszych doktorantow Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG
i GUMed.

Wobec powyiszego stwierdzam, ze oceniana praca Pani mgr Agnieszki Borowik pt. , Wplyw
wybranych nanoczgstek weglowych i metalicznych na aktywnos¢ modelowych
niskoczasteczkowych zwiazkéw biologicznie czynnych” w petni spetnia kryteria przypisane
rozprawom doktorskim okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. 2018, poz. 1668) i z petnym przekonaniem wnosze o dopuszczenie
Pani mgr Agnieszki Borowik do obrony rozprawy doktorskiej.

Jednoczesnie wysoka ocena merytoryczna pracy, rzetelno$é¢ badan i analiz oraz jakosé
publikacji w renomowanych czasopismach oraz bogaty dorobek naukowy Doktorantki
sktaniajg mnie do wystapienia do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Gdariskiego
z wnioskiem o wyréinienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Agnieszki Borowik.
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