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dach modelowych i komérkowych

Praca doktorska pani Anny Koziriskiej wykonana na Wydziale Fizyki, Astronomii i Informatyki
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kierunkiem prof. dr hab. Wojciecha Gawlika i prof. dr hab. Tadeusza Sarny.

Praca byta czesciowa realizowana w ramach grantu Preludium finansowanego przez NCN

Przedstawiona do recenzji rozprawa sktada sie z szesciu rozdziatéw oraz streszczenia i abs-
traktu w jezyku angielskim. Ostatnie rozdziaty rozprawy zawierajq literature zwiqzang z tematykg
pracy — 124 pozycje, w tym jedna pozycja z 2012 roku jest pracq, w ktorej Doktorantka jest wspotau-
torkq. W Suplemencie zebrane zostaty widma EPR adduktu spinowego DMPO - Nj (lub $O3) dla
wszystkich badanych nanomateriatéw w warunkach tlenowych i beztlenowych i dla réznych stezen

wybranych rozpuszczalnikow.

W streszczeniu Doktorantka przedstawita materiaf, ktéry byt przedmiotem jej badar. Mate-
riat zaskakujgcy, gdyz Autorka postanowita przebadac zwiqzki fotouczulajgce (fotosensybilizujgce):
funkcjonalizowane pochodne fulerenu — BB6 | BB11 oraz modyfikowane powierzchniowo ditlenki
tytanu — Hmx@TiOz i Brp@TiO,, ktdre ze wzgledu na swe wiasciwosci mogq znalez¢ zastosowanie
w terapii fotodynamicznej nowotworéw (PDT). Od pewnego czasu pojawia sie bardzo duzo prac
dotyczqcych zastosowania nanomateriatéw Jako potencjalnych lekéw, w tym w terapii PDT | ten

temat podjety zostat w niniejszej rozprawie .
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W pierwszy rozdziale pracy — ,Wstep” - oméwione zostaty podstawy terapii fotodynamicznej, wy-
magania stawiane dla skutecznego fotosensybilizatora, powstawanie takich produktow w procesie
aktywowania uczulaczy jak tlen singletowy, zredukowane reaktywne formy tlenu czy inne wolne
rodniki. Przedstawione zostaly tez mozliwe Sciezki niszczenia komorek patologicznych, w tym szcze-
gélna uwaga zostata zwrocona na peroksydacje warstwy lipidowej komdrek oraz wtasciwosci
ochronne melaniny, gdyz badania in vitro wykonano na czerniaku, w ktérym obecna jest melanina.
W koricowej czesci tego rozdziatu podane zostaly wtasciwosci i charakterystyka funkcjonalizowa-

nych fulerendw jak i modyfikowanych nanoczgstek TiO.. .

W kolejnym rozdziale ,Cele pracy” Doktorantka przedstawita gtéwne zadania jakie chciataby
rozwigzac¢ w niniejszej pracy: okreslenie wiasciwosci fotofizycznych i fotochemicznych funkcjonali-
zowanych fulerenéw i modyfikowanych ditlenkow tytanu, zbadanie fotoefektywnosci nanoczgstek w
utlenianiu lipidéw tak w liposomach jak i w komérkach in vitro, ustalenie optymalnych warunkow
procesu PDT dla badanych fotosensybilizatoréw oraz analiza wptywu melaniny na przezywalnosc

badanych w pracy komdrek czy okreslenie tempa peroksydacji lipidéw w tychze komdrkach.

Rozdziat trzeci ,Materialy i metody” zawiera opis metod przygotowywania fotosensybilizatorow,
preparatyki DOPA - melaniny i liposomoéw uzytych w pracy. Opisane zostaty techniki badawcze jakie
zastosowata Doktorantka. Spektrofotometr zostat uzyty do pomiarow absorpcji fotosensybilizato-
réw, do wyznaczenia produktow peroksydacji lipidow czy transmitancji przy pomiarach fotokon-
sumpgji tlenu, putapkowania spinowego i indukowania peroksydacji lipidow. Przy pomocy uktadu
rozdzielczo — czasowej detekcji fosforescencji wykonano pomiary generacji tlenu singletowego 10z i
czasu jego zaniku. Technikq spektroskopii EPR wykonano szereg badan takich jak: wyznaczenie
tempa fotokonsumpcji tlenu, putapkowania spinowego w réznych uktadach modelowych oraz ozna-
czono stezenia melaniny w prébkach biologicznych. Inne badania takie jak okreslenie na przyktad
mechanizmu peroksydacji lipidow, wyznaczenie rodnikéw wykonano stosujgc m. in. chromatografie

cieczowq HPLC - EC(Hg).

Badania in vitro, na komdrkach melanomy mysiej dotyczqce oceny ich przezywalnosci czy rodzaju

¢mierci wykonano standardowymi metodami takimi jak testy MTT.
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Rozdziat 4 , Wyniki” przedstawia uzyskane rezultaty badan wtasciwosci fizykochemicznych zastoso-
wanych fotosensybilizatoréw (funkcjonalizowane fulereny i modyfikowane nanoczgstki ditlenku ty-
tanu), efektywnosc¢ generowania przez nich reaktywnych form tlenu, wolnych rodnikow w obecnosci

tlenu czy w warunkach beztlenowych, w srodowiskach takich jak: azydek sodu, rodanek sodu, siar-

czyn sodu.

W obszernej czesci , Dyskusja” szczegotowo omdwione zostafy uzyskane w pracy doktorskiej wyniki,
ktére miaty odpowiedzie¢ czy nowe funkcjonalizowane pochodne fulerenu oraz modyfikowane po-
wierzchniowo ditlenki tytanu wykazujg aktywnosc fotodynamiczng, czy mogq byc zastosowane jako

potencjalne fotouczulacze w terapii PDT.

Badania in vitro przeprowadzono na liniach komdrkowych czerniaka mysiego B16, gdy? ta odmiana
nowotworu skdry jest wyjgtkowo oporna na terapie fotodynamicznq i eksperymenty zaproponowa-
ne w niniejszej pracy ukierunkowane byty na okreslenie wptywu melaniny na wydajnosc fotodyna-

miczng badanych nanomateriafow.

Okreslono wiasciwosci fotofizyczne i fotochemiczne badanych nanomateriatow: wykazano, ze
oprécz fulerenu BB11, pozostate zwiqgzki wykazujg stosunkowo duzq aktywnosc¢ fotodynamiczng
zalezng tak od srodowiska, stezenia fotosensybilizatoréw jak i od czasu ich naswietlania. Udowod-
niono, ze mechanizmy zwigzane z wytwarzaniem tlenu singletowego czy form wolnorodnikowych
zalezq od Srodowiska, w ktérym sie znajdujq. | tak w nanoczgsteczkach ditlenku tytanu, ktére sq
pétprzewodnikami, w srodowisku donora elektronéw (np. NADH — dinukleotyd nikotynoamidoade-
ninowy) po naswietleniu, ma miejsce przeniesienie elektronu z pasma przewodnictwa na czgsteczki
substratéw. Funkcjonalizowany fuleren (BB6) jest w stanie utleniac substraty w komorce biologicz-
nej zaréwno poprzez wytwarzanie tlenu singletowego jak i wolne rodniki. W zaleznosci od srodowi-
ska, w ktérym znajduje sie, dominujgcym staje sie jeden z mechanizmow fotosensybilizowania. W
przypadku modyfikowanych nanoczgsteczek ditlenku tytanu, proces przenoszenia elektronu i wy-

twarzanie réznych form wolnorodnikowych jest procesem bardziej wydajnym.

Z badar in vitro uzyskano wyniki, ktore wskazujq, ze tak fulereny jak i modyfikowane TiO; indukujq

w procesie fotouczulania peroksydacje lipidow tak w wielowarstwowych liposomach (POPC:Chl) jak i
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w tkankach nowotworowych (linia B16). W przypadku funkcjonalizowan ych fulerenow za uszkodze-
nia blon lipidowych odpowiedzialny jest wygenerowany tlen singletowy (mechanizm typu ), pod-
czas gdy dla modyfikowanych ditlenkéw tytanu dominujgcym produktem utleniania cholesterolu
jest wodorotlenek cholesterolu (7a/6-O0H), ¢wiadczgcy o wolnorodnikowym mechanizmie uczula-
nia. Badania te jednoznacznie wskazujg, ze omawiane zwigzki (oprécz BB11) skutecznie niszczq ko-

marki czerniaka B16, uzytego w niniejszej pracy.

W ostatniej czesci pracy, zatytutowanej , Wnioski” podsumowano, ze najistotniejszymi wnioskami

uzyskanymi w niniejszej pracy to:

1. Funkcjonalizowane fulereny wykazujq wysokq efektywnos¢ generowania tlenu singletowego

i wolnych rodnikow, przy czym lepszym fotosensybilizatorem okazaft sie BB6.

2. Wolne rodniki N3* i SOs™ generowane przez aktywowany fuleren BB6 oraz modyfikowane

nanoczqstki TiOz obserwowane sq tylko w Srodowisku azydku sodu i siarczynu sodu

3. W przypadku modyfikowanych nanoczqstek ditlenku tytanu, badanych w niniejszej pracy,
wykazano ich wysokq efektywnos¢ generowania wolnych rodnikéw, podczas gdy wytwarza-

nie tlenu singletowego w warunkach omowionych powyzej jest znikome.

4. Podobnie jak w ocenie wysokiej wydajnosci generowania tlenu singletowego i wolnych rod-
nikéw, funkcjonalizowany fuleren BB6 wykazuje lepsze efekty peroksydacji lipidow dla lipo-
soméw POPC:Chl. Stwierdzono, ze gtéwnym mechanizmem odpowiedzialnym za peroksyda-

cje lipidow jest oddziatywanie z wygenerowanym tlenem singletowym.

5. Okreslono wptyw melaniny na wtasnosci fotosensybilizujgce badanych zwigzkow, pod kgtem

ich zastosowania w badaniach in vitro na komdrkach czerniaka.

6. Badania in vitro przeprowadzone na liniach komdrkowych czerniaka mysiego B16 wykazaty,
ze oprécz fulerenu BB11, pozostafe zwiqzki wykazujq stosunkowo duzq aktywnosc fotody-

namiczng zalezng tak od stezenia fotouczulaczy jak i od czasu ich naswietlania.
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7. Te ostatnie wyniki rokujg pewnq nadzieje na zastosowanie badanych w pracy modyfikowa-
nych nanoczqgsteczek fulerenu i ditlenku tytanu w niszczeniu komérek czerniaka, nowotworu

opornego na terapie PDT.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zawiera cenne dane eksperymentalne, ktdre ma-
jg na celu potwierdzenie przydatnosci badanych modyfikowanych fulerenéw i nanoczgstek ditlenku
tytanu w terapii fotodynamicznej. Jest przyktadem pracy interdyscyplinarnej, w ktdrej przy pomocy
fizycznych metod badawczych i znajomosci proceséw fotofizycznych opisano mozliwe Sciezki reakcji
fotochemicznych w komdrkach, prowadzgc ostatecznie do ich programowanej smierci. Doktorantka

bardzo wnikliwie przebadata i opisata mozliwe mechanizmy

Praca napisana jest bardzo przejrzyscie, dobrym, profesjonalnym jezykiem. Zauwazytam jedynie
drobne literéwki, ktére w zaden sposéb nie umniejszajq jej wartosci. Doktorantka biegle porusza si¢
po ,obszarach fizyki”, wéwczas kiedy opisuje podstawy fizyczne zjawisk dotyczqcych spektroskopii
UV-VIS, fotolizy blyskowej, spektroskopii EPR, jak i po ,0bszarach chemii”, gdy omawia procesy
chemiczne zachodzqce w uktadach biologicznych. Wykonata bardzo rzetelnie pomiary dla czterech,
zaproponowanych zwigzkéw, fotosensibilizatorow, stosujgc rézne rozpuszczalniki od ktérych zaleza-
fo powstawanie produktéw fotochemicznych. Sporo miejsca poswiecita dyskusji uzyskanych wyni-
kéw, dochodzgc do wnioskow, ktére na tym etapie eliminujq lub wskazujg najlepsze kombinacje

zwigzku i rozpuszczalnika, co ma istotne znaczenie, przy ich wyborze do badan in vitro.

Podsumowanie:

Podjety przez panig Anne Koziriskq temat, jak i sposcb prezentacji oraz omdowienie wynikéw
majg wysokg wartos¢ merytoryczng. Sposéb przedstawienia wynikow badan, umiejetna ich inter-
pretacja $wiadczq o dobrym opanowaniu teorii z zakresu zjawisk fotofizycznych, fotochemicznych i
ich przetozeniu do terapii fotodynamicznej. Uzyskane przez Autorke rozprawy wyniki mogq przyczy-

ni¢ sie do lepszego zrozumienia mechanizmu odpowiedzialnego za PDT.
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Konkluzja:

Recenzowana rozprawa doktorska pani Anny Kozinskiej, z tak podjetq tematykq jak i sposobem
prezentacji uzyskanych wynikdw i ich interpretacjq spetnia wszelkie wymogi stawiane tego typu
pracom. Doktorantka pokazata, ze posiada odpowiednig wiedze i bardzo dobrze opanowany
warsztat badawczy. Dlatego z petnym przeswiadczeniem stwierdzam, ze rozprawa spetnia wa-
runki stawiane pracom doktorskim okreslone w art.13 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stop-
niach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r,
nr 65 poz. 595 z poéZniejszymi zmianami) i wnioskuje o dopuszczenie panig mgr Anne Kozinskqg do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie wnioskuje o jej wyréznienie, z uwagi na
wysoki poziom recenzowanej rozprawy, wysokq wartos¢ naukowq i istotny wktad uzyskanych

wynikéw w rozwdj terapii fotodynamiczne;.
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