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rozprawy doktorskiej mgr Patrycji Betdzinskiej, pt.”Wptyw nanoczastek platyny
o réznej wielkosci na aktywnos¢ wybranych lekéw przeciwnowotworowych”.
Promotorem recenzowanej pracy jest dr hab. Jacek Piosik, prof. UG.

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska zostata wykonana w Pracowni
Biofizyki Miedzyuczelnianego Woydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego
i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, pod kierunkiem dr hab. Jacka Piosika,
profesora UG. Przedstawiona rozprawa mgr Patrycji Betdzinskiej podejmuje niezwykle
istotng tematyke badawczg zwigzang z wplywem nanoczgstek na aktywnosc¢ lekow
przeciwnowotworowych. Podjete przez Doktorantke dziatania niewatpliwie znajdujg sie
w nurcie oryginalnych i aktualnych badan majgcych na celu zwiekszenie skutecznosci
terapii przeciwnowotworowych.

Podstawg recenzowanej rozprawy doktorskiej mgr Patrycji Betdzinskiej
sg 2 prace, opublikowane w czasopismach Chemico-Biological Interactions oraz
European Journal of Pharmaceutical Sciences, jak rowniez Doktorantka dotgcza
przygotowany manuskrypt (aktualnie recenzowany w czasopismie z listy JCR), ktory
tematycznie jest zwigzany z prezentowanymi pracami.

Czes¢ wprowadzajgca pracy liczgca 48 stron napisana jest w jezyku polskim,
natomiast dotgczone publikacje naukowe sg w jezyku angielskim. Zatgczone publikacje
(2+1) wraz z oswiadczeniami autoréw zawarte sg na kolejnych 89 stronach. Od strony
140 autorka prezentuje swoj dorobek publikacyjny (wraz z pracami, ktére nie wchodzg
w sktad przewodu doktorskiego) oraz dodatkowg dziatalnos¢. CatosC recenzowanej
rozprawy doktorskiej zawarta jest na 144 stronach. Recenzowana praca zawiera 94
odnosniki literaturowe, wiasciwie dobrane do tematyki poruszanej w rozprawie
doktorskie;.

Wprowadzenie do zawartych w rozprawie manuskryptow jest dosé starannie
napisane, zarowno pod wzgledem jezykowym, jak i edytorskim. Numerowanie
rozdziatébw oraz rysunkow (Doktorantka uzywa sformutowania rycina) jest poprawne.
Jedyne na co zwrdcitem uwage, podczas czytania recenzowanej pracy, to obecnosc
samotnych liter (takich jak: a, i, w, z), ktére pozostajg na koncu wiersza, czy tez
literowki: s.19 ,mikroorganzmow”, s.22 ,odziatywania” oraz niepoprawne spolszczenia:
s. 21 ,zatadowanych doksorubicyng”, s. 22 ,nanoczgstki ztota oraz srebra opfaszczone
glikolem polietylenowym”, s.23 ,,oddziatywania stakingowe”.
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W pierwszej czesci rozprawy doktorskiej mgr Patrycja Betdzihska koncentruje sie
na poszukiwaniu nowych, skuteczniejszych terapii przeciwnowotworowych, szczegolnie
w konteks$cie rosngcej liczby zachorowan i ograniczeh obecnych metod leczenia, takich
jak chemioterapia. Autorka podkresla, Zze statystyki nowotworowe sg alarmujace,
a dotychczasowe terapie czesto wigzg sie z powaznymi skutkami ubocznymi
i problemem lekoopornosci. Pani Patrycja Betdzinska prezentuje problemy chordb
nowotworowych jako jedno 2z najwiekszych wyzwan wspétczesnej medycyny.
Szczegdlowo podaje  wartosci  liczbowe zwigzane z przypadkami chorob
nowotworowych oraz prognozy na przyszte lata. Kolejno opisywana jest chemioterapia,
jako jedna z najskuteczniejszych i najszerzej stosowanych metod leczenia nowotwordw.
Nastepnie w rozdziale 1.1.2 Charakterystyka wybranych chemioterapeutykow
przeciwnowotworowych, Doktorantka omawia mechanizmy dziatania trzech wybranych
lekéw, cisplatyny (CDDP), ktéra jest szeroko stosowanym lekiem z grupy cytostatykow
alkilujgcych, ale jej stosowanie wigze sie z powaznymi skutkami ubocznymi, zwtaszcza
nefrotoksycznosciag, czy tez opornoscig lekowg. Jako kolejne substancje opisywane
sg doksorubicyna (DOX) oraz epirubicyna (EPI), zwigzki nalezgce do antracyklin.
Autorka prezentuje réwniez ich mechanizmy dziatania, wptyw na DNA oraz pochodne,
ktore przyczyniajg sie do uszkodzen komorek. Podobnie jak w przypadku cisplatyny,
Doktorantka opisuje ich dziatania niepozadane, w tym kardiotoksyczno$¢ (w przypadku
DOX), dodatkowo dokonuje takze porownania prezentowanych w pracy substancji
leczniczych.

Jako Recenzent doceniam, ze mgr Patrycja Beldzinska w sposdb bardzo
syntetyczny przedstawita charakterystyke, mechanizmy dziatania i problemy, jakie sa
zwigzane ze stosowaniem wybranych substancji przeciwnowotworowych. Niemniej
jednak uwazam, ze np. zobrazowanie graficzne mechanizmoéw dziatania i wptywu
na DNA bytoby wtasciwym uzupetnieniem zaprezentowanego opisu, ktory w przejrzysty
sposéb przedstawitby zachodzgce zmiany w obrebie dziatania tych zwigzkéw
chemicznych.

Kolejnym istotnym zagadnieniem, opisywanym w recenzowanej pracy doktorskiej
jest Nanotechnologia, zaprezentowana w rozdziale 1.2. Autorka przedstawia rys
historyczny zwigzany z nanomateriatami oraz przytacza odpowiednie definicje zwigzane
z tg grupg materiatébw. Na rycinie 3 mgr Patrycja Betdzinska przedstawia klasyfikacje
nanomateriatdw oraz podaje przyktady zwigzkéw, ktdére mozna zaklasyfikowaC do
poszczegolnych grup. Moim zdaniem podziat na materiaty organiczne, nieorganiczne
oraz weglowe jest jak najbardziej zasadny, jednak w obrebie uktadow nieorganicznych
wyréznitbym  jeszcze szeroko stosowane glinokrzemiany  warstwowe  (np.
montmorylonit). Doktorantka nastepnie charakteryzuje nanoczastki platyny, ktore nie
tylko wykazujg wiasciwosci przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze, ale takze
przeciwnowotworowe. Stad tez wynika duze zainteresowanie systemami dostarczania
lekéw (DDS) na bazie nanoczgstek metalicznych, ktére mogg zwieksza¢ skutecznosé
terapii, umozliwiajgc precyzyjne dostarczanie leku do komoérek nowotworowych, przy
jednoczesnej minimalizacji toksycznosci dla zdrowych tkanek, prezentowane przez
Doktorantke w rozdziale 1.2.3. W tym kontekscie Pani Patrycja prezentuje rowniez
zjawisko Enhanced Permeability and Retention (EPR) odgrywajgce istotng role

POLITECHNIKA GDANSKA tel. +48 58 347 24 34 .
ul. G. Narutowicza 11/12 e-mail: micstran@pg.edu.pl Uczelnie
80-233 Gdansk https://pg.edu.pl/p/michal-strankowski-14887 Fahrenheita

2

++]|



w opisywanych systemach. Nastepnie Autorka przedstawia przyktady systemoéw
opartych o nanoczastki platyny (PtNPs), nanoczastki ztota (AuNPs) oraz srebra
(AgNPs), ktére w potgczeniu z lekami (np. doksorubicyng) zwiekszajg ich
cytotoksycznos¢ wobec komorek nowotworowych, jednoczesnie chronigc zdrowe
tkanki. Te specyficzne wiasciwosci wynikajg z duzej powierzchni wtasciwej
nanostruktur, dlatego tez mogg one wchodzi¢ w interakcje z lekami, w sposéb
odmienny, w poréwnaniu do makrouktadéw. W zwigzku z tym Autorka zwraca uwage,
ze kluczowg role, w opisywanych systemach, odgrywa rozmiar nanoczgstek (NPs)
w kontekscie ich skutecznosci i toksycznosci, gdzie mniejsze nanoczgstki mogg lepiej
penetrowa¢ komorki, ale mogag by¢ bardziej toksyczne, podczas gdy wieksze mogag
zapewnia¢ bardziej kontrolowane uwalnianie leku oraz wykazywacé nizszg toksycznosc.

Po przeprowadzeniu dogtebnej analizy literatury przez Doktorantke, dotyczgcej
nanomateriatbw oraz ich toksycznosci wobec komorek, Autorka wskazuje,
ze w analizowanym obszarze badawczym brakuje doniesieh opisujgcych, czy rozmiar
nanoczgstek odgrywa znaczenie, w odniesieniu do modulacji wydajnosci zwigzkéw
biologicznie czynnych.

Dlatego tez jako cel pracy mgr Patrycja Betdzinska obrata badania réznych
rozmiarow nanoczgstek platyny (PtNPs) i ich wptyw na aktywnos¢ biologiczng lekow
przeciwnowotworowych, takich jak: cisplatyna (CDDP), doksorubicyna (DOX) oraz
epirubicyna (EPI). Doktorantka okreslita takze cele szczegdtowe zwigzane z analizg
dyspersji nanoczgstek platyny oraz ich wptywem na wybrane leki przeciwnowotworowe,
badaniem termodynamiki oddzialywan pomiedzy tymi ukiadami, oceng wptywu
nanoczgstek na wiasciwosci fluorescencyjne antracyklin, aktywnoscig mutagenna,
analizg cytotoksycznosci wobec wyselekcjonowanych linii  komérkowych oraz
charakterystykg morfologiczng analizowanych systemoéw.

Opis uzyskanych wynikébw badan jest zaprezentowany w pracy, w postaci
zatgczonych 3 publikacji wraz informacjami dotyczgcymi wkiadu wtasnego Doktorantki,
zwigzanego z przygotowaniem poszczegolnych prac badawczych.

Pani Patrycja Betdzihska jest pierwszym autorem pracy pt. ,Platyna jako lek oraz
jego modulator — czy nanoczagstki platyny wptywajg na aktywnosC cisplatyny?”,
natomiast autorem korespondencyjnym jest promotor recenzowanej pracy,
dr hab. Jacek Piosik. Autorka wykorzystata pochodng platyny z grupy cytostatykow
alkilujgcych wraz z komercyjnymi nanoczgstkami platyny o rozmiarach 5 nm i 50 nm.
Przy uzyciu nowoczesnych technik badawczych (DSL i AFM) przeprowadzita badania
agregacji nanoczgstek platyny pod wplywem cisplatyny. Analizujgc morfologie
nanoczastek w matrycy (materiale badawczym) istotne znaczenie ma niewatpliwie
sposob przygotowania probek. W opublikowanej pracy, w rozdziale 2.1. Materials,
Doktorantka dos¢ skrotowo opisuje, jak przygotowywano materiaty do badan. Jaki
zatem wptyw na wyniki badan miaty procedury zwigzane z przygotowaniem prébek?
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Do analizy cisplatyny z nanoczgstkami (Pt) doktorantka wykorzystata réznicowg
kalorymetrie skaningowg (DSC), w celu okreslenia struktury krystalicznej/amorficzne;j
zwigzku oraz ewentualnego wplywu nanoczgstek na zmiany strukturalne.
Obserwowalny pik w okolicach 280°C jest zwigzany z topnieniem i degradacjg zwigzku
(cisplatyny). Dlaczego doktorantka nie prowadzita pomiaréw w wyzszej temperaturze,
dla petnego zobrazowania przebiegu ogrzewania? Dodatkowo sgdze, ze analize
wplywu nanoczgstek na cisplatyne wzbogacityby analizy z wykorzystaniem metody
termograwimetrycznej (TGA), jak rowniez istotnych informacji dostarczytaby analiza
dyfrakcyjna (XRD), przy uzyciu ktérej mozna okreslic wptyw na krystalicznos¢
aktywnego zwigzku, jakim jest cisplatyna. Na stronie 31 doktorantka opisuje wyniki
uzyskane w publikacji nr 1, swiadczace o tym, ze ,wyniki skaningowej kalorymetrii
réznicowej (DSC) wykazaty zmiany termiczne potwierdzajgce modyfikacje strukturalne
wynikajgce z tworzenia agregatow.” Nasuwa sie pytanie, jakie modyfikacje w obrebie
struktury cisplatyny nastgpity? Autorka stwierdza takze, na stronie 32 pracy, ze wyniki
agregacji PtNPs pod wptywem cisplatyny nie sg jednoznaczne. Rozumiem,
ze w kontekscie tendenciji do agregowania a nie wptywu na aktywnosc biologiczna.

Jednym z istotniejszych elementéw zwigzanych z analizg nanoczgstek platyny
i jej wptywu na aktywnosC cisplatyny byty testy mutagennosci z wykorzystaniem
wybranych szczepdw bakterii. Przeprowadzone przez Doktorantke badania wskazywaty
na zaleznos¢ wptywu nanoczgstek platyny wynikajacg ze stezenia wprowadzonych
PtNPs oraz niewielki wzrost efektéw cytotoksycznych, w przypadku wybranych przez
mgr Patrycje Betdzinskg, dwoch linii nowotworowych raka piersi [MDA-MB-231
i SKBR3 (HER2+)].

Pani mgr Patrycja Betdzinska w kolejnej publikacji (nr 2) opisuje wptyw rozmiaru
nanoczgstek platyny (5 — 70 nm) na aktywno$¢, innego zwigzku, antybiotyku —
doksorubicyny, nalezgcego do grupy antracyklin. Autorka badata stosowane
nanoczgstki PtNPs na wiasciwosci fluorescencyjne doksorubicyny z wykorzystaniem
spektroskopii fluorescencyjnej. Opisany zostat efekt zwigzany z rozmiarem nanoczgstek
i ich wptywem na zarejestrowany poziom fluorescencji. Dla rdéznych rozmiarow
nanoczastek (5, 30, 50, 70 nm) autorka zaobserwowata wygaszanie fluorescencji uzytej
substancji, w poréwnaniu do pomiaréw kontrolnych. Potwierdzona interakcja miedzy
nanoczgstkami platyny a doksorubicyng analizowana byta réwniez w kontekscie wptywu
PtNPs na aktywnos¢ biologiczng wuzytej substancji. Autorka zarejestrowata
z wykorzystaniem izotermicznej kalorymetrii miareczkowej (ITC), zmiany wartosci
entalpii wykonane dla doksorubicyny, zwigzane z wprowadzeniem do uktadu,
roznigcych sie rozmiarem, nanoczgstek platyny. Dlatego tez pojawia sie pytanie
zwigzane z uzytym buforem oraz procesem mieszania, ktére mogty mie¢ wplyw
na uzyskane wartosci entalpii.

Zastosowanie przez Doktorantke nowoczesnych metod dynamicznego
rozpraszania $wiatta (DLS) oraz mikroskopii sit atomowych (AFM) pozwolito
scharakteryzowacC zachowanie nanoczgstek platyny, w réznych srodowiskach pomiaru,
co uwazam za niezwykle istotny element opublikowanej pracy. Oprécz badan
fizykochemicznych mgr Patrycja Betdzinska dokonafa istotnej analizy biologicznej
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uktadow PtNPs z doksorubicyng (DOX). Autorka potwierdzita, ze nanoczgstki platyny
obnizajg aktywnos¢ mutagenng leku wobec wybranych bakterii oraz wykorzystanie
PtNPs o $rednicy 70 nm wyraznie wptyneto na obnizenie przezywalnosci komérek
nowotworowych.

Podsumowujgc oceniang prace pojawia sie dos¢ istotne pytanie natury ogdlne;j:
jaki wptyw ma obecno$¢ nanoczgstek metali, w organizmie cziowieka, na jego
funkcjonowanie?

W manuskrypcie (nr 3), stanowigcym kolejng cze$¢ rozprawy doktorskiej
mgr Patrycji Betdzinskiej, analizowane sg nanoczastki platyny, ktore oddziatujg
z epirubicyng (EPI), zaleznie od ich rozmiaru i wptywu na aktywnos$¢ biologiczng.
Réwniez w tym przypadku nastgpito wygaszenie fluorescencji pod wptywem
nanoczgstek platyny, gdzie Autorka opisata obserwowalne zmiany w zalezno$ci
Srednicy PtNPs. Efekty oddziatywan leku (EPI) z nanoczgstkami badane byly takze
z wykorzystaniem techniki FTIR. Prosze Doktorantke o wyjasnienie, w jaki sposdb
kontrolowane byto stezenie substancji czynnej podczas przygotowywania probek
do badanh oraz jaki byt wplyw tego parametru na intensywnos¢ analizowanych pasm
(Rysunek 2)?

W kolejnej czesci pracy Doktorantka wykorzystuje jedng z metod analizy
termicznej (DSC) do charakterystyki oddziatywan nanoczgstek z substancjg czynna.
Analizujgc krzywe termiczne przedstawione na rysunku 3(l), nieoczywista jest
procedura wyznaczenia temperatur zeszklenia (Tg) oraz wartosci entalpii przemian.
Dodatkowo, jaki wptyw na uzyskane wartosci Tg ma woda obecna po procesie
liofilizacji? Zastanawiajgce jest takze w jaki sposéb prowadzone byty linie bazowe,
dlaczego wartosci temperatur podane sg z takg doktadnoscig (do drugiego miejsca
po przecinku), skoro kalibracji urzgdzenia dokonano z wykorzystaniem indu, z ilu
punktéw byta wykreslona krzywa kalibracyjna i co najwazniejsze, ile pomiarow
realizowano w celu scharakteryzowania badanej probki? Zgodnie z moim
doswiadczeniem, w prowadzeniu badan termicznych, przedstawione na omawianym
rysunku ,surowe” dane nalezatoby zaprezentowa¢ w bardziej klarowny sposob.
Dlaczego zgodnie z wynikami DSC najsilniejsze oddziatywania zaobserwowano
z nanoczgstkami o najwiekszych rozmiarach? Pani Patrycja Betdzinska,
w opisywanym manuskrypcie, wykonata réwniez kompleksowe badania biologiczne,
pozwalajgce na ocene wptywu wielkosci i stezenia nanoczgstek platyny na obnizenie
mutagennosci epirubicyny. Z kolei na podstawie testow cytotoksycznosci Doktorantka
potwierdzita istotny wplyw PtNPs, ktére w wyrazny sposéb wspomagaty
cytotoksycznosc leku.

W podsumowaniu (na str. 38 i 39) oceniana rozprawa doktorska zawiera
wypunktowane, syntetycznie przedstawione wnioski, dotyczgce wptywu nanoczgstek
platyny na wybrane leki przeciwnowotworowe. Podobnie jak w przypadku czesci
teoretycznej, sgdze, ze odpowiednie stabelaryzowanie wynikow, z podziatem
na wielkos¢ nanoczgstek Pt, rodzaju uzytej substancji czynnej oraz metod badawczych,
pozwolitby na bardziej klarowne dostrzezenie trendow zmian w obszarze badanych
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uktadow. Dodatkowo Autorka stwierdza, ze systemy oparte na nanoczgstkach
metalicznych majg ogromny potencjat w usprawnianiu terapii przeciwnowotworowych,
dzieki mozliwosci selektywnego dostarczania lekow i minimalizowania skutkow
ubocznych. Dlatego tez wierze, ze dalsze badania realizowane w tym kierunku,
przyczynig sie do opracowania jeszcze bardziej skutecznych i efektywnych systemow
przeciwnowotworowych.

Warto  zaznaczy¢, ze dorobek naukowy mgr Patrycji Betdzinskiej
nie odgranicza sie jedynie do przedstawionych w dysertacji publikacji naukowych (2+1).
Doktorantka jest wspotautorkg 6 publikacji wg baz danych: Web of Science (WoS);
Scopus (h-index=2); miedzynarodowego systemu identyfikacji autoréw prac naukowych
- ORCIiD (0000-0002-4743-5197). Dodatkowo mgr Patrycja Betdzinska zaprezentowata
swoje wyniki badah w postaci 6 posterébw oraz 2 wystgpien podczas krajowych
i zagranicznych konferencji naukowych.

Uwazam, ze mgr Patrycja Betdzihska przygotowujgc publikacje naukowe oraz
recenzowang rozprawe doktorskg udowodnita, ze posiada wiedze i umiejetnosci do
prowadzenia badahn naukowych na najwyzszym poziomie. Koncepcja pracy oraz
uzyskane wyniki badan, jak rowniez wykorzystane techniki badawcze, potwierdzajg
dojrzatos$¢ naukowg doktorantki.

Po zapoznaniu sie z przedstawiong pracg oraz publikacjami wchodzgcymi
w sklad recenzowanej dysertacji stwierdzam, ze rozprawa spetnia wymogi stawiane
pracom doktorskim, w sprawie nadania stopnia doktora, wedtug ustawy z dnia 20 lipca
2018 roku — prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r., poz. 1668 z p6zn.
zm.), dlatego tez wnosze do Rady Dyscypliny Biotechnologia Uniwersytetu Gdanskiego
0 dopuszczenie Pani mgr Patrycji Betdzinskiej do dalszych etapoéw przewodu
doktorskiego.
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