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RECENZIJA

rozprawy doktorskiej mgr Klaudii Zebrowskiej

pt.: ,, Multifunctional nanocarriers based on polydopamine for biomedical applications”

Recenzowana praca doktorska Pani magister Klaudii Zebrowska zostata wykonana w
Centrum Nanobiomedycznym Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Promotorem
pracy jest dr hab. Emerson Coy, prof. UAM z Centrum Nanobiomedycznego Uniwersytetu im.
Adama Mickiewicza w Poznaniu, a promotorem pomocniczym dr inz. Bartosz F. Grzeskowiak

z Centrum Nanobiomedycznego Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Od konca lat 50 XX wieku, kiedy Richard P. Feynman uwazany za ojca nanotechnologii
wyglosit wyktad ,,There's Plenty of Room at the Bottom” obserwujemy dynamiczny wzrost
zainteresowania t3 fascynujaca dziedzina nauki, w ktérej prawa rzagdzace mikro-
1 makroswiatem wzajemnie si¢ przenikaja. Nanotechnologia znalazla zastosowanie w wielu
dziedzinach zycia poczawszy od nowoczesnych $rodkéw pioracych, powtok ochronnych i
nanokompozytéw stosowanych w przemysle samochodowym, katalizatoréw stosowanych w
przemysle chemicznym. Nanozwigzki tlenku tytanu stosowane sa W ochronie Srodowiska.
Substancje o rozmiarach ,,nano” znalazly zastosowanie w produkcji najnowocze$niejszych
rozwigzan z dziedziny optyki i elektroniki. Na szczegdlna uwage zastugujg zastosowania
nanotechnologii w medycynie i farmacji. Rozwéj w przypadku tych dwoéch spokrewnionych
dziedzin przebiega na kilku polach i dotyczy samego projektowania nowych substancji
leczniczych, selektywnych markeréw stosowanych w diagnostyce, opracowywaniu nowych
substancji pomocniczych jak nowoczesne nosniki lekéw odpowiedzialne za transport leku do
miejsca docelowego dziatania. Postep jest obserwowany réwniez w dziedzinie urzadzen
diagnostycznych czy wyrobéw medycznych takich jak inteligentne implanty zdolne do

monitorowania stanu pacjenta czy opatrunki z substancja leczniczg w formie nanomateriatu.

Pomimo wielu spektakularnych sukceséw w dziedzinie medycyny obserwujemy jednak
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wiele probleméw, ktore nie znalazty optymalnego rozwigzania lub narastajg w zwigzku ze
zmiang stylu zycia, starzeniem si¢ spoleczefistw, zanieczyszczeniem srodowiska naturalnego
lub rosngcymi kosztami terapii. Takim, wielkim wyzwaniem pozostaje terapia nOWotworow.
Poszukuje sie nowych rozwigzan zwalczania nowotwordéw jak fototerapia czy terapia genowa.
Stosuje sie wspomaganie klasycznej chemioterapii przez stosowanie nowoczesnych
transporteréw lekéw w celu obnizenia dawki i ograniczenia dzialan niepozadanych jak réwniez
nowoczesne metody wizualizacji zmian chorobowych wspomagajace leczenie chirurgiczne.
Zastosowanie nanotechnologii i na przyklad terapii fotodynamicznej daje szans¢ na uzyskanie
rozwiazan teranostycznych — aczacych w jednym systemie terapeutycznym zdolnosei do
leczenia i diagnozowania zmian nowotworowych. Takie systemowe podejscie jest szczegolnie

korzystnie przez obnizenie kosztow terapii i podniesienie jej bezpieczenstwa.

Badania wykonane w ramach pracy doktorskiej pani Klaudii Zebrowskiej wpisuja si¢ w
wyzej opisany, ogélnoswiatowy trend poszukiwania nowych systemow terapeutycznych
taczacych w wiecej niz jeden mechanizm dziatania terapeutycznego z nowoczesnym nosnikiem

leku.

Praca doktorska jest napisana w jezyku angielskim co znaczaco zwigksza dostgpnos¢
zawartych w niej tresci i w przysztosci utatwi jej opublikowanie. W sktad dysertacji wechodzg
nastgpujace gtéwne rozdzialy jak: “Introduction”, “Objectives and Aims”, “Materials and
Methods”, “Results and Discussion”, “Conclusions”, “Bibliography”, “List of Figures™ i “List
of Tables”. Recenzowana praca liczy tacznie 144 strony. W pierwszym rozdziale pracy
.Introduction”, Autorka przestawia stan wiedzy dotyczacy jej gtdwnych obszaréw badawczych
jakimi sa nanotechnologia jej definicja i podzial, nanomedycyna z uwzglednieniem podziatu na
rézne typy nanono$nikow jak: polimeryczne - dendrymery, nieorganiczne - kropki kwantowe i
oparte na warstwach lipidowych - liposomy. Przestawia réwniez zastosowanie nanoformulacji
opartych na nanoczastkach otrzymanych z polidopaminy (PDA). Przedstawia réwniez postawy
dotyczace innych dziedzin, ktore beda wykorzystywane w eksperymentalnej czgsci pracy jak
podstawy chemioterapii z zastosowaniem doksorubicyny (DOXO) i kurkuminy (CUR).
Przedstawiono podstawy stosowanej pozniej terapii genowej z wykorzystaniem dwuniciowego
RNA o sekwencji homologicznej do mRNA Tenescyny C, co zostalo wykorzystane do
wyciszenia nadekspresji tego biatka w przypadku rozwoju réznych typow nowotworu.
Dodatkowo Autorka przedstawia w tym rozdziale alternatywng dla klasycznej chemioterapii
technike jaka jest fototerapia ze szczegblnym naciskiem na stosowana dalej terapig

fototermiczng PTT.
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Rozdzial drugi pt.: ,Objective s and Aims” to przedstawienie glownych celow
badawczych, ktérym byla synteza i charakterystyka nowego typu nanoczastek na bazie
polidopaminy jako potencjalnego inteligentnego nosnika lekéw do tacznego dostarczania
srodkéw leczniczych i chemoterapii, genoterapii i terapii fototermicznej wobec wybranych

komoérek nowotworowych.

Rozdziat ,Materials and Methods” przedstawia opis eksperymentéw chemicznych,
fizycznych i biologicznych metod stosowanych w realizacji zaplanowanych badan.
Interdyscyplinarny charakter pracy Pani magister Klaudii Zebrowskiej podkresla imponujgcy
zakres prowadzonych eksperymentéw i zastosowanych metod badawczych. Eksperymentom
syntetycznym zwigzanym z optymalizacjg syntezy i stabilnosci otrzymanych nanoczgstek
prostych jak i ukladéw core-shell, towarzysza zaawansowane techniki spektroskopowe jak
spektroskopia UV-vis i FTIR, wysokorozdzielcza transmisyjna mikroskopia elektronowa HR
TEM 1 mikroskopia konfokalna, pomiary potencjatu & nanoczastek oraz wiasciwosci
magnetycznych otrzymanych nanoczastek sfunkcjonalizowanych atomami zelaza. W sklad
badan biologicznych wchodzity testy cytotoksycznosei WST-1 i MTT, testy przezywalnosci
komérek w wykorzystaniem cytometrii przeplywowej, badania indukowania stresu
oksydacyjnego oraz badanie stopnia indukowania apoptozy w przypadku badanych linii
komoérkowych: ludzkiej linii nowotworu watroby HepG2, linii ludzkich komorek glejaka
mozgu U118 oraz ludzkiej linii fibroblastow MRC-5.

Analizujgc ociagnigcia opisane rozdziale ,,Results and Discussion” i podsumowane w
rozdziale ,,Conclusions” mozna wyciagnaé¢ wniosek, ze Autorka zrealizowala wszystkie cele
postawione z rozdziale ,,Objectives and Aims”. Autorka zoptymalizowata warunki syntezy
nanoczgstek PDA i PDA@CUR z inkorporowana kurkuming tak aby otrzyma¢ ich planowany
rozmiar oraz potwierdzi¢ brak toksycznosci na linii MRC-5. Nanoczastki PDA przeksztalcono
w uklady rdzen-otoczka przez pokrycie krysztatami hydroksytleku zelaza(Ill) w formie B-
FeOOH. Tak otrzymane PDA@pB-FeOOH charakteryzowaly sie silnymi witasciwosciami
fototermicznymi i superparamagnetycznymi. Inne nanoczastki otrzymano przez otoczkowane
dendrymerami PAMAM zaréwno posiadajace rdzen z PDA i PDA@CUR. Tak otrzymane
PDA@DD jak i PDA@CUR@DD sa nietoksyczne wobec badanych linii komérkowych
natomiast nadajg si¢ do zastosowania w terapii fototermicznej. Obserwowano znaczacy wzrost
temperatury badanego uktadu zawierajacego nanoczastki przy naswietlaniu laserem o dhugosci
fali 808 nm.
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W przypadku nanoczastek kurkuminowych i niekurkuminowych otoczkowanych
dendrymerami wykazano, ze spelniaja one swoja role jako transportery doksorubicyny.
Obrazowanie konfokalne wykazalo obecnos¢ tego leku w obrgbie jader komérkowych linii
U118. W badaniach symulowano zastosowanie terapii kombinowanej z jednoczesnie
mechanizmu fotocytotoksycznego zwiazanego z naswietlaniem i cytotoksycznego zwigzanego
z uwalnianiem doksorubicyny. Testy nanoczastek PDA@CUR@DD@DOXO wykazaly, ze
zastosowanie takiego podejécia powoduje przejscie wszystkich komorek linii U118 do pdzniej
fazy apoptozy juz w stezeniu 2,5 pg/ml podczas gdy komorki linii HepG2 sg martwe lub w
pbznej fazie apoptozy dla stgzenia 10,0 pg/ml

Przydatnos¢ otrzymanych nanoczastek potwierdzono réwniez w testach zwigzanych z
terapia genowa. Do nanoczasttk PDA z otoczka dendrymerowg i inkorporowang
doksorubicyna PDA@DD@DOXO przylaczono na powierzchni dendrymeréw dwuniciowe
RNA. Testy z zastosowaniem qRT-PCR wykazaty spadek ekspresji mRNA tenascyny C co
potwierdza przydatnosé tych nanoczastek jako wektoréw nici RNA. Tak otrzymane
nanoczastki byly aktywniejsze od badanych wyjsciowych uktadow w testach cytotoksycznosci.
Ostatecznie sprawdzono, czy sa one skuteczne w potaczeniu foto-, chemio- i genoterapii. W
badanym zakresie stezen od 9,0 - 1,125 pg/ml w cytometrii przeptywowej obserwowano

apoptotyczna $mieré komorek glejaka U118 po naswietleniu Swiatlem lasera 808 nm i mocy
3W.

Whioski przedstawione przez Autorke trafnie podsumowuja osiggnigcia jakimi byto
uzyskanie wielowarstwowych, wielosktadnikowych nanoczastek o potencjalnej przydatnosci w

terapii 1 diagnostyce chordéb nowotworowych.

Bardzo dobrej oceny pracy dysertacji nie obnizaja pewne kwestie, na ktore jako
recenzent musze zwrdci¢ uwage. Przedstawiony na stronie 35 i rycinie 8 mechanizm
fototermiczny to w istocie przedstawiony na diagramie Jabtoniskiego mechanizm dziatania
fotodynamicznego.. W przypadku zaproponowanego dla nanoczgstek otoczkowanych
hydroksytlenkiem zelaza(III) typu $mierci komorki - ferroptozy nie mamy pewnosci, ze jest to
gléwny mechanizm $mierci komorki a jedynie, ze s3 generowane ROS. Proponujg traktowac te
kwesti¢ jako niepotwierdzona hipotez¢ badawcza. Sama Autorka stwierdza, ze aby potwierdzi¢

ten mechanizm dzialania potrzebne sa dalsze badania.

Reasumujac, uwazam, iz praca mgr Klaudii Zebrowskiej jest przyktadem bardzo dobrze

zaplanowanej i wykonanej pracy badawczej o wysokim poziomie merytorycznym.



Przedstawione w dysertacji opis badan doktorantki stanowi przyklad kompleksowego
podejscia, do badan, ktére s3 czescia nurtu nowoczesnych i racjonalnych metod poszukiwania
nowych substancji leczniczych oraz ich nosnikéw. Z tego powodu prace nalezy uzna¢ za bardzo

warto$ciows.

Wyniki badan zawarte w ramach pracy doktorskiej Pani mgr Klaudii Zebrowskiej
zostaty juz czgsciowo opublikowane w artykule pt.: Facile and Controllable Growth of B-
FeOOH Nanostructures on Polydopamine Spheres, w czasopismie The Journal of Physical
Chemistry B o punktacji MEiN réwnej 140 i wspdtczynniku wptywu IF=3,466, ktérego jest
pierwsza Autorka. Dodatkowo Pani magister jest wspotautorka innej pracy z dziedziny
nanotechnologii ,,Magnetite Nanoparticles and Spheres for Dual Therapy of Hepatocellular
Carcinoma in vitro, International Journal of Nanomedicine, 2020” o punktacji MEIiN réwnej
140 1 wspotezynniku wptywu IF=7,033 oraz kilkunastu ustnych i posterowych prezentacji na
krajowych i miedzynarodowych konferencjach.

Realizacja pracy doktorskiej z tak szerokim, multidyscyplinarnym wachlarzem badan
byl mozliwy dzigki dofinansowaniu z projektow "Srodowiskowe interdyscyplinarne studia
doktoranckie w zakresie nanotechnologii" nr POWR.03.02.00-00-1032/16 w ramach
Europejskiego Funduszu Spotecznego - Program Operacyjny Wiedza Edukacja Rozwj, O$ III
Szkolnictwo wyzsze dla gospodarki i rozwoju, Dziatanie 3.2 oraz Minigranty doktoranckie"

017/02/SNS/0019.

Rozprawa doktorska mgr mag Klaudii Zebrowskiej spelnia wymogi stawiane
rozprawom doktorskim zgodnie z art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym 1 nauce (Dz. U. 2022 poz. 574 ze zm.), w zwigzku z czym zwracam sie do Rady
Naukowej Dyscyplin Nauki Fizyczne i Astronomia Wydziatu Fizyki UAM w Poznaniu z
wnioskiem o nadanie mgr Klaudii Zebrowskiej stopnia doktora nauk fizycznych. Wnioskuje

réwniez o jej wyrdznienie.

dr hab. n. farm Marcin Wierzchowski
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WNIOSEK O WYROZNIENIE PRACY DOKTORSKIEJ

mgr Klaudii Zebrowskiej

pt.:,, Multifunctional nanocarriers based on polydopamine for biomedical applications”

Wnosz¢ o wyréznienie pracy doktorskiej Pani mgr Klaudii Zebrowskiej, ktora jest
przyktadem dobrze zaplanowanej i wykonanej pracy badawczej o wysokim poziomie
merytorycznym. Przedstawione w dysertacji opis badan doktorantki stanowi przyktad
kompleksowego podejscia, do badan, ktore sa czescig nurtu nowoczesnych i racjonalnych
metod poszukiwania nowych substancji leczniczych oraz ich nognikéw. Na pochwate zastuguje
bogactwo zaawansowanych metod i narzedzi badawczych. W toku prowadzonych prac
uzyskano nanoczastki o potencjalnym zastosowaniu fototerapii, chemioterapii lub genoterapii

choréb nowotworowych.
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