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RECENZJA
rozprawy doktorskiej pt. ,,Nanonos$niki r6zu bengalskiego w terapii fotodynamicznej
raka podstawnokomdrkowego skory” wykonanej przez mgr Krzysztofa Sztandere¢
w Katedrze Biofizyki Ogoélnej Instytutu Biofizyki Uniwersytetu Y.0dzkiego pod
kierunkiem naukowym promotora prof. dr hab. Barbary Klajnert-Maculewicz oraz
promotora pomocniczego dr Michala Gorzkiewicza

Recenzja zostala przygotowana na podstawie decyzji Komisji Uniwersytetu Lodzkiego do
spraw stopni naukowych w dziedzinie nauk S$cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki
biologiczne z dnia 28 czerwca 2022 roku.

Uzyskanie  skuteczno$ci terapeutycznej kazdego leku, zaréwno nisko- jaki
wielkoczgsteczkowego jest zwigzane z jego dostarczeniem do miejsca docelowego
w organizmie przy jednoczesnym ograniczeniu akumulacji leku poza oczekiwanym miejscem
jego dziatania. Istotnym problemem w naukach biomedycznych oraz chemii medycznej jest
opracowanie odpowiedniej metody dostarczania leku w sposob ukierunkowany, selektywny
w odniesieniu do zdrowych tkanek, przy zapewnieniu kontrolowanej szybkosci i lokalizacji
uwalniania. Brak odpowiedniego no$nika dla leku, przektada si¢ na jego profil
farmakokinetyczny, moze odpowiada¢ za niskg biodostepnosé, niestabilno$é i krotki okres
péttrwania w osoczu, co powoduje konieczno$¢ wielokrotnego podawania wysokich dawek dla
osiagniecia zamierzonego efektu terapeutycznego. Ponadto, stosowanie wysokich dawek leku
moze przektada¢ si¢ na nasilenie dziatan niepozadanych. Pomimo rozwoju wiedzy na temat
mechanizméw dziatania lekow na poziomie molekularnym, nadal duzym wyzwaniem jest
»umieszczenie” leku w okreslonej populacji komérek w zakresie stgzen terapeutycznych.
Problemy zwiazane z dostarczaniem leku moga zosta¢ rozwigzane w wyniku modyfikacji
struktury chemicznej samego leku, zmiany mikrosrodowiska w miejscu docelowym oraz
poprzez opracowanie systemu transportu leku, ktory utatwia jego dostarczanie rowniez poprzez
kontrolowanie oddziatywania miedzy lekiem, a mikrosrodowiskiem gdzie jest uwalniany.
Wspotczesna nauka wykorzystuje innowacyjne metody dostarczania lekow, w tym coraz
czedcie] stosowane nanoczasteczki. Takie nowatorskie podejscia mogg prowadzi¢ do
skuteczniejszych form terapii przeciwnowotworowej jak rowniez leczenia wielu innych
nieonkologicznych jednostek chorobowych. Jedng z gtéwnych zalet nanosystemow jest ich
rozmiar, ktéry umozliwia bardziej precyzyjne dostarczanie leku do komorek. Odpowiednio
zaprojektowane nanoczasteczki mogg rozwigzywaé problemy zarowno zbyt wysokiej
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lipofilnosci oraz hydrofilowosci lekow/kandydatow na leki, poprzez wybdr odpowiedniego
materiatu oraz funkcjonalizacj¢ powierzchni nanoczasteczek. W zwigzku z powyzszym
tematyka badawcza recenzowanej pracy, ktora dotyczy wykorzystania nano$nikéw oraz
kowalencyjnej modyfikacji leku w celu zwigkszenia jego dostepnosci dla komorek
i dokomorkowego transportu posiada wysokg warto$¢ poznawczg.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata przygotowana w oparciu o cykl
zwigzanych tematycznie pigciu prac (jednej pracy przegladowej oraz czterech prac
eksperymentalnych), ktére zostaty opublikowane w latach 2020-2022 w renomowanych
czasopismach naukowych. Laczny wspotczynnik IF cyklu prac wynosi 34,219 (punktacja
MEIN 720 punktéw). W kazdej z wymienionych prac Doktorant jest pierwszym autorem, co
wskazuje na znaczacy wktad w wykonanie badan, analiz¢ i interpretacje otrzymanych danych
eksperymentalnych oraz przygotowanie manuskryptow.

Badania zwigzane z pracg doktorska byly finansowane w ramach projektu Narodowego
Centrum Nauki OPUS, oraz projektu finansowanego przez mig¢dzyrzadows instytucje
europejska European Cooperation in Science and Technology (COST). Nalezy podkresli¢, ze
badania byty wykonane we wspolpracy z zagranicznymi osrodkami naukowymi z Francji,
Niemiec, Wtoch, oraz Hiszpanii. Ponadto, w wyniku przeprowadzonych badan zostato
przygotowane zgtoszenie patentowe nr P.435870 dotyczgce sposobu wytwarzania polimersomu
zawierajacego roz bengalski (RB, ang. rose bengal), oraz mozliwosci jego zastosowania
w terapii fotodynamicznej raka podstawnokomorkowego skéry. W zwigzku z powyzszym
mozna stwierdzi¢, ze wyniki uzyskane podczas realizacji pracy doktorskiej wykraczajg
poza zakres badan podstawowych. Prowadzone badania majg charakter aplikacyjny
i moga zosta¢ wykorzystane do opracowywania nowych nosnikéw dla zaréwno dla lekéw
hydro- i lipofilowych, ktérych zastosowanie jest ograniczone przez problemy zwigzane
z niska dostepnoscia farmaceutyczng i biologiczng. W efekcie jest mozliwe uzyskanie
poprawy profilu farmakokinetycznego i farmakodynamicznego lekéw/kandydatow na
leki o dzialaniu przeciwnowotworowym.

Rozprawa doktorska ma forme¢ autoreferatu na ktéry sktada si¢ informacja o Zrodtach
finansowania badan naukowych, wykaz i kopie publikacji naukowych stanowigcych podstawe
rozprawy, omowienie celu naukowego oraz uzyskanych wynikdéw oraz obserwacji i wnioskow,
opis dorobku naukowego oraz streszczenia w jezyku polskim oraz angielskim. Tytut rozprawy
doktorskiej jest zgodny z trescig opublikowanych prac.

Wstep teoretyczny w zwiezty sposob przedstawia mechanizm terapii fotodynamicznej oraz
ograniczenia zastosowania rozu bengalskiego jako fotouczulacza. Uzasadnia to wybor rozu
bengalskiego jako zwigzku modelowego do oceny przydatnosci zaproponowanych
nanosystemow. Uzupelnieniem informacji zawartych we wstepie jest pierwsza praca cyklu
rozprawy doktorskiej, w ktorej Doktorant szczegdtowo omawia nanonosniki wykorzystywane
w terapii fotodynamicznej w modelach in vitro oraz in vivo. Praca stanowi wprowadzenie do
tematyki zastosowania nanotechnologii w celu poprawy aktywno$ci i rozwigzywania
problemow ograniczajacych zastosowanie terapii fotodynamiczne;j.



Celem pracy byto zaprojektowanie nosnika dla rézu bengalskiego, ktory zwiekszy transport
dokomoérkowy fotouczulacza i poprawi aktywnos¢ fotodynamiczng. Do badan wybrano cztery
typy nanosysteméw: (i) dendrymery fosforowe, pierwszej, drugiej i trzeciej generacji
potaczone z r6zem bengalskim na zasadzie kowalencyjnych oddzialywan przy uzyciu tyraminy
jako linkera (praca 2 z cyklu publikacji); (ii) dendrymery poliamidoaminowe oraz
polipropylenoiminowe trzeciej oraz czwartej generacji potaczone z fotouczulaczem na zasadzie
niekowalencyjnych oddziatywan (praca 3), dendrymersomy sktadajgce si¢ z dendronow
triazynowo-karbokrzemowych drugiej oraz trzeciej generacji (praca 4), oraz polimersomy
zbudowane z kopolimeru blokowego o charakterze amfifilowym (praca 5). Prawidlowo
przedstawione zatozenia pracy i jej cele zostaly zrealizowane w odpowiednio
zaprojektowanych badaniach eksperymentalnych, ktére dotyczyly syntezy nosnikéw i ich
charakterystyki przy wykorzystaniu standardowych technik analitycznych, oceny wtasciwosci
fizykochemicznych, stopnia wydajnosci enkapsulacji, srednicy hydrodynamicznej, tadunku
powierzchniowego potencjatu elektrostatycznego, oraz badan biologicznych (generowanie
reaktywnych form tlenu, ocena wchtaniania nosnikéw, dziatanie cytotoksyczne w tzw. fazie
ciemnej i jasnej PDT). W przypadku pracy 3 wykonano réwniez badania in silico dotyczace
tworzenia kompleksow i wpltywu kompleksowania na geometri¢ badanych dendrymerdw.
Badania w modelu hodowli komérkowych in vitro wykonano z wykorzystaniem mysich
komorek raka podstawnokomorkowego skory. Wybor metod badawczych jest prawidlowy
i pozwala na zweryfikowanie hipotezy badawczej. Pismiennictwo zarowno we wstgpie
teoretycznym jak w poszczegolnych pracach cyklu jest dobrane w sposéb prawidtowy.

Nalezy rowniez podkresli¢, Ze badania prowadzone przez Doktoranta maja charakter
interdyscyplinarny, poniewaz dotycza tematyki roznych specjalnosci takich jak chemia
medyczna, inzynieria farmaceutyczna oraz biologia na poziomie komorki.

Na podstawie wykonanych badan, Doktorant wykazat, ze enkapsulacja réozu bengalskiego
w odpowiednim nosniku moze zwigksza¢ jego wchtanianie przez komoérki nowotworowe.
Dodatkowo, zalezno$¢ uwalniania fotouczulacza od pH srodowiska jest niezwykle istotna dla
zwiekszania selektywnosci terapii, jak roéwniez daje mozliwosci osiggnigcia wyzszych stezen
w okreslonych kompartymentach komarki np. lizosomach.

Na podstawie analizy zaprezentowanych prac stanowigcych rozpraweg doktorska, bardzo
wysoko oceniam wiedz¢ specjalistyczng Doktoranta, umiej¢tno$¢ analizy otrzymanych
wynikow i ich omdwienie w zestawieniu z aktualng literaturg w tym temacie. Po zapoznaniu
si¢ z publikacjami, chciatabym prosi¢ Doktoranta o odniesienie si¢ do nast¢pujacych pytan
i komentarzy:

1. Dlaczego w pracy wykorzystano jedynie mysie komorki raka podstawnokomorkowego
skory, a nie zostaly uzyte ludzkie linie tego typu nowotworu?

2. W jaki sposob zostaty obliczone wartosci ICsp w pracach numer 4 i 5. W pracy numer 4
stezenie RB w badaniach cytotoksycznosci wynosito 0.25 pM, 0.5 uM, 1 pM oraz 2 uM,
natomiast obliczone wartosci ICso dla wykraczajg poza badany zakres stezen i wynoszg
odpowiednio 3.18 pM, 5.71 uM oraz 3.25 uM odpowiednio dla linii AsZ, BsZ oraz CsZ.
Podobnie wartos¢ ICso dla RB dla linii AsZ wynosita 1.38 uM (przy badanych st¢zeniach
0.25 uM, 0.5 uM, 0.75 uM oraz 1uM) w publikacji numer 5. W zwigzku z powyzszym
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chciatabym prosi¢ o doprecyzowanie w jaki$ sposéb zostaty obliczone wartosci ICso dla
rdzu bengalskiego.

. Opis dotyczacy analizy generowania tlenu singletowego we wszystkich pracach w moim
odczuciu nie jest wystarczajacy. Czy Doktorant mogtby doktadniej opisaé jak zostato
obliczone generowanie tlenu singletowego? W pracach dotyczacych terapii
fotodynamicznej najczesciej stosuje si¢ parametr wydajnosci kwantowej generowania
tlenu singletowego (ang. singlet oxygen quantum yield) do okreslania zdolnosci
generowania tlenu singletowego przez badany zwigzek. W przypadku rézu bengalskiego
zgodnie z danymi literaturowymi po naswietlaniu RB ($wiatlem z zakresu 500-580 nm)
kwantowa wydajnos¢ generowania tlenu singletowego w zaleznosci od uzytego
rozpuszczalnika wynosi 0.8 dla etanolu i metanolu, 0.75-0.76 dla wody i D20. Z czego
moze wynika¢ wzrost generowania tlenu singletowego w pracach 3, 4 oraz 5, jesli dla
samych formulacji (,,pustych” no$nikow) nie zaobserwowano zmian w generowaniu tlenu
singletowego, co wskazuje na to, ze RB jest w tym uktadzie induktorem powstawania
tlenu singletowego, a jego stezenie dla kazdej testowanej formulacji jest takie same?
Drugie moje pytanie z tego zakresu dotyczy markeréw stuzacych do oceny generowania
tlenu singletowego. W pracy 2 wykorzystano sond¢ SOSG, w kolejnych pracach ABDA;
z czego wynikata zmiana markera? Ponadto, ABDA moze by¢ oczywiscie stosowany
jako marker fluorescencyjny, natomiast w licznych publikacjach naukowych jest
wykorzystywana spektroskopia UV-vis, a wyniki prezentowane w formie zaleznosci
absorbancji od czasu. W zwigzku z tym prosze wyjasni¢ dlaczego wybrano pomiar
fluorescencji?

. W pracy 2 badano nosniki dla RB potgczone w sposdb kowalencyjny. Czy w uktadzie
biologicznym po przejsciu przez btony biologiczne, ma miejsce rozpad potaczenia RB-
tyramina? Zaktadajac, ze jest to potaczenie stabilne w ukfadzie biologicznym, czy
roznice, ktore wykazano w testach wchtaniania mogg by¢ wytlumaczone faktem, ze
potgczenie RB-Tyr wykazuje nizsza intensywnos$¢ fluorescencji w odniesieniu do samego
RB? Wyniki cytometrii przeptywowej wskazuja na nizszg o polowe intensywno$é
fluorescencji G3-3RB w stosunku do RB, ale czy mozna to interpretowaé jako obnizone
wchianianie, czy moze to réwniez wynika¢ ze ,stabszego™ sygnatu potaczenia TB-
tyramina? Czy oprécz pomiaru intensywnosci fluorescencji okreslono réwniez procent
komorek pozytywnych?

. Czy badane polimersomy i dendrymersomy sg zwigzkami biokompatybilnymi? Czy po
»uwolnieniu” leku w komérce, nosnik moze zosta¢ usuniety z komoérek? A jesli tak to
w jaki sposéb? Czy moze dochodzi¢ do jego akumulacji, ktéra moze przetozy¢ sie na
wystgpienie odlegtych dziatan niepozadanych albo efektow toksycznych?

. W badaniach wchtaniania nosnikow przez komorki nowotworowe, w poszczegdlnych
pracach analizy wykonywano po réznych czasach inkubacji komorek z badanymi
nos$nikami: w pracy 2 po czasie 0-5h, w pracy 3 i 4 po czasie 0-4h, w pracy 5 po czasie
0-3h. Czym podyktowany byt wybor réznych czaséw inkubacji oraz jakie kryteria
postuzyty do wyboru stezenia SuM do badania wchtaniania RB w uktadzie
komorkowym, jesli to stezenie nie pojawia si¢ w badaniach cytotoksycznosci?
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7. W pracach numer 2 i 3 nie podano dawki $wiatta wyrazonej w jednostkach J/cm? oraz
mocy zrodia swiatta.

8. Dlaczego w badaniach cytotoksycznosci, komorki byty naswietlane w PBS-ie, a nie
w kompletnej pozywce hodowlanej?

9. Dziatanie cytotoksyczne samego RB w pracach numer 2 i 3 wykazuje pewne roznice.
W pracy numer 2, RB w st¢zeniu 1 M obnizyt przezywalno$é komorek linii BsZ do
okoto 25-30 %, natomiast w pracy numer 3, RB przy tym samym st¢zeniu przezywalnos¢
wynosita ponad 80%. Z czego moga wynikaé réznice w dziataniu RB pomiedzy tymi
eksperymentami?

10. W pracach pojawia si¢ definicja ,,idealnego” fotouczulacza, ktéry powinien byé
aktywowany $wiattem z zakresu 650-850 nm. Réwniez wsréd naukowcdw zajmujacych
si¢ terapig fotodynamiczng czesto wyrazany jest poglad, ze zwigzki absorbujgce swiatto
ponizej 630 nm moga mie¢ pewne ograniczenia w klinicznej PDT z uwagi na fakt
utrudnione przenikanie przez tkanki $wiatla o takiej dtugosci fali. Czy maksimum
wzbudzenia dla RB (500-580 nm) moze stanowi¢ czynnik limitujgcy jego kliniczne
zastosowanie?

11. Mam rowniez drobng uwagg, ktora nie wptywa na oceng wartosci pracy i dotyczy sposobu
omoéwienia wynikdw, ktore zaczynajg si¢ od przedstawienia wynikow pracy 3, nastepnie
2, 5 oraz 4 (numeracja zgodna z wykazem prac). W zwigzku z tym Doktorant mogt
konsekwentnie odnies¢ si¢ do kolejno publikowanych prac, chociaz rozumiem jaki byt
powod rozpoczecia omawiania wynikéw od pracy 3. Pewnym utrudnieniem w ocenie
rozprawy doktorskiej jest brak zataczenia materiatdéw dodatkowych (supplementary
materials), ktére byty przygotowane dla poszczegélnych prac i zamieszczone na
serwerach wydawcow.

Powyzsze pytania nie wplywajg na warto$¢ merytoryczng rozprawy i nie zmieniajag wysokiego
poziomu prowadzonych badan.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona do oceny praca doktorska spetnia zaréwno
pod wzgledem formalnym jak imerytorycznym wszystkie kryteria stawiane rozprawom
doktorskim, ktére okresla art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z dnia 20 lipca 2018 r., poz. 1668 z p6zn. zm.). W zwigzku
z powyzszym wnioskuje do Komisji Uniwersytetu L.odzkiego do spraw stopni naukowych
w dyscyplinie nauki biologiczne, o przyjecie rozprawy doktorskiej idopuszczenie mgr
Krzysztofa Sztandery do dalszych etapdw postepowania doktorskiego.

Rozprawa doktorska stanowi oryginalne opracowanie naukowe dotyczace aktualnego
problemu zwigzanego z dostarczeniem leku do docelowego miejsca dziatania. Chemia
medyczna oferuje tysigce aktywnych struktur, a postep w technikach biologii molekularnej
pozwala na szczegdtowa analiz¢ mechanizmu dziatania na poziomie komorki. Jednak bez
mozliwosci dostarczenia leku do miejsca docelowego, nawet najbardziej aktywna w warunkach
in vitro struktura chemiczna nie pozwoli na uzyskanie oczekiwanej skutecznosci w warunkach
in vivo. Uzyskane wyniki dostarczajg tym samym nowej wiedzy na temat nosnikow takich jak
dendrymery, dendrymersomy i polimersomy i mozliwos$ci ich zastosowania dla efektywnego
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dostarczania leku i kontrolowanego uwalniania, w tym uwalniania zaleznego od pH
mikrosrodowiska, a najwazniejszym osiggnigciem Doktoranta jest opracowanie nosnika dla
rozu bengalskiego, ktéry pozwala na poprawe aktywnosci fotodynamicznej tego zwigzku.
Dodatkowo, wyniki badan zostaty opublikowane w bardzo dobrych czasopismach, co réwniez
potwierdza wysoki poziom prowadzonych badan. W zwiazku z powyzszym, uwzgledniajac
innowacyjny charakter prowadzonych badan, ich interdyscyplinarno$¢, wysoki poziom
naukowy oraz charakter aplikacyjny wnioskuj¢ o wyrdznienie pracy doktorskiej Pana magistra
Krzysztofa Sztandery.

UNIWERSYTET MEDYCZNY
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu
Katedra i Zaklad Toksykologii

Hx:&yxmc\, Ruceste
dr hab. n. farm. Malgorzata Kuciriska
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