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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Pudlarz pt.: ,,Analiza aktywnosci
biologicznej nanoczgstek srebra i zlota z unieruchomionymi enzymami

antyoksydacyjnymi in vitro i in vivo”

Promotor pracy — Prof. dr hab. n. med. Janusz Szemraj

Przedlozona mi do oceny rozprawa na stopiefi doktora nauk medycznych jest cyklem
tematycznych publikacji, na ktory skladajg si¢ cztery prace naukowe w jezyku angielskim. Jest
to jedna praca przegladowa oraz ftrzy prace eksperymentalne. Trzy prace (dwie
cksperymentalne oraz praca przegladowa) zostaly opublikowane w czasopismach znajdujacych
sie w bazie Journal Citation Reports (JCR), natomiast jedna praca eksperymentalna jest
wskazana jako publikacja znajdujaca si¢ na etapie recenzji W czasopi$mie ,,Nanomedicine”.
We wszystkich przedstawionych pracach Doktorantka jest pierwszym Autorem jak réwniez
jest wskazana jako Autor korespondencyjny. Laczna punktacja opublikowanych prac
wihaczonych w cykl stanowigcy podstawg rozprawy doktorskiej stanowi 64 pkt. MNiSW
wedlug ujednoliconego wykazu z dnia 26.01.2017 oraz 180 pkt. MNiSW wedlug wykazu
z dnia 31.07.2019. Laczny wspolezynnik oddzialywan Impact Factor (wg. wykazu za rok
2018) dla opublikowanych prac wynosi 4,784. Wszystkie prace zostaly sfinansowane ze
srodkow Narodowego Centrum Nauki w ramach grantu naukowego OPUS 5, ktorego
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Skuteczno$é dziatania wielu lekow, w tym takze tych najnowszej generacji bywa

ograniczona poprzez brak mozliwosci ich efektywnego transportu do komorek docelowych.



Czesto rowniez obserwuje sie niekontrolowang dystrybucje lekoéw w organizmie, co wymaga
stosowania . duzych dawek, aby uzyskaé spodziewany efekt terapeutyczny. Jednym
z najbardziej obiecujgcych rozwigzan tych probleméw wydaja sie by¢ czastki o wyjatkowych

wlasciwosciach fizykochemicznych zwane potocznie nanonosnikami.

Nanonos$niki sa Scisle zwigzane z nanotechnologia, ktéra opiera si¢ na wytwarzaniu
materiatow i struktur o rozmiarach do 100 nm. Nanotechnologia nalezy do najbardziej
dynamicznie rozwijajacych sie dziedzin nauki i techniki. Jest to dziedzina interdyscyplinarna,
ktéra taczy wieloaspektowe wagtki roznych dziedzin w tym elementy fizyki ciala stalego,
chemii, materialoznawstwa, a takze biochemii i biologii molekularnej. Glownym celem
nanono$nikéw jest umozliwienie terapii celowanej i kontrolowane dostarczanie lekow. Nosnik
uzyty w tego typu terapii nie powinien posiada¢ wlasciwosci toksycznych, powinien dobrze
wigzaé lek ale tez umozliwi¢ uwolnienie go w docelowym miejscu w stgzeniu mieszczacym sig
w zakresie terapeutycznym. Ponadto uzycie nanoczastek powinno wplywac¢ na rozpuszczalnose
leku, jego czas retencji, mozliwo$¢ przenikania przez blony biologicznej, jak réwniez
zwigkszaé jego odpornosé na dzialanie enzyméw znajdujacych si¢ w plynach ustrojowych.
Jednymi z bardzo obiecujgcych nanoczgstek, ktére mogg znalezé zastosowanie jako
nanono$niki  terapeutykéw  sa  metale  szlachetne, w  tym  glownie  Zoto
i srebro. Charakteryzujg sie one wysokg stabilnoscia, ktora pozwala na standaryzacj¢
otrzymywanych  koniugatow lek-nanoczastka. W ciggu ostatnich lat  opracowano
i dopracowano réwniez wiele metod otrzymywania nanoczastek zdota i srebra, co pozwala na

obnizenie kosztow produkcji i zwieksza szanse na wlaczenie ich do terapii klinicznych.

Stres oksydacyjny jest powszechnie wystepujacym zjawiskiem zwigzanym
7 metabolizmem energetycznym komorki, jednak ma on negatywny wplyw na organizm
czlowiekai przyczynia sie do rozwoju wielu chordb, w tym nowotworéw, cukizycy., chor6b
ukladu krazenia, przewleklej choroby nerek, chorob neurodegeneracyjnych. W warunkach
zwiekszonej produkeji reaktywnych form tlenu olbrzymie znaczenie ma ich inaktywacja przez
enzymatyczny system ochrony, na ktory gtownie skladaja si¢ trzy enzymy antyoksydacyjne:
dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), peroksydaza glutationowa ( GPx) oraz katalaza (CAT).
Jednak ze wzgledu na skomplikowané budowe bialkowa, enzymy te maja bardzo ograniczong
mozliwo$é bezposredniego zastosowania w przeciwdzialaniu zmianom powodowanym przez
stres oksydacyjny. Badania przeprowadzone przez Doktorantke w ramach przedstawione]
dysertacji wpisuja si¢ w nurt naukowy, ktory ma na celu praktyczne wykorzystanie

nanoczastek w celu przeciwdzialania zmianom wywolywanym przez stres oksydacyjny, co ze



wzgledu na mozliwo$é przyszlego terapeutycznego zastosowania zasluguje na szczeg6Olng

pochwale.

Za cel glowny realizowanych badan Doktorantka postawila sobie stworzenie oraz
okresélenie wlasciwosci biologicznych koniugatéw nanoczgstek ztota i srebra z enzymami
antyoksydacyjnymi — dysmutazg ponadtlenkowg oraz katalaza. Cel ten zostal rozbity na szeS¢
celow szczegdtowych, kiore zostaly osiggniete przez Doktorantke w trakcie realizacji swoich
badan. Bardzo waznym elementem szeroko zakrojonych prac badawczych bylo
zapoczatkowanie do$wiadczen na poziomie in vitro aby nastgpnie wykona¢ eksperymenty

in vivo na modelu mysim.

We wprowadzeniu do pracy Doktorantka szczegélowo przedstawia zjawisko stresu
oksydacyjnego wraz z systemem obrony organizmu przed reaktywnymi formami tlenu.
Pozwala to zrozumieé¢ cel prac badawczych podjetych w ramach dysertacji, ktore sa
ukierunkowane na dostarczanie do komdrek dwoch najwazniejszych  enzyméw
antyoksydacyjnych. Moim zdaniem w tej czesei zabrato jedynie krétkiej informacji na temat
promieniowania jonizujacego, jako jednej z waznych przyczyn powstawania stresu
oksydacyjnego — ten czynnik pojawia si¢ pézniej w opisywanych badaniach prowadzonych na
$wiecie. Dalsza cze$é wprowadzenia przedstawia nanoczastki i ich potencjal jako elementy
nosnikowe. W mojej ocenie calo$¢ wprowadzenia w sposob wyczerpujacy przedstawia

problematyke przedlozonej dysertacji.

Doktorantka  bardzo plynnie porusza si¢ w  zagadnieniach — zwigzanych
z wykorzystaniem réznego typu nanoczgstek w tym srebra i ztota w terapiach celowanych.
Dowodem tego jest opublikowana i wlaczona w sktad rozprawy doktorskiej praca

rzegladowa, ktora bardzo szezegdlowo i doglebnie opisuje potencjat nanoczgstek.
£ g 21¢

W toku prac badawczych Doktorantka opracowata biotechnologiczny model bakterii
E. coli produkujacy ludzka katalaze oraz dysmutaze ponadtlenkowa. Skutecznos¢ transformacyji
zostala potwierdzona metodg sekwencjonowania DNA plazmidowego jak réwniez analiza
produktu koncowego przy uzyciu techniki Western-Blot. W przedlozonych do oceny pracach
eksperymentalnych znajduje si¢ opis metodyki transformacji bakterii 1 izolacji enzymow, jak
rowniez podana jest wydajnos¢ tego procesu, €O mOze stanowi¢ wazng wskazowke
ekonomiczng do prac wdrozeniowych. Kolejnym elementem prowadzonych badan byla
synteza nanoczastek srebra i zlota, ktére nastepnic byly wykorzystywane jako nosniki dla
otrzymanych enzymow antyoksydacyjnych. W tym aspekcie Doktorantka dokonata szeroko

zakrojonych prac, co pozwolito na syntezg az pigciu typow nanoczgstek ztota i czterech typow



nanoczastek srebra. Charakteryzujgc je Doktorantka podaje, iz réznig sie one wymiarem,

proponowalbym uscisli¢, ze chodzi w tym przypadku o $rednice uzyskanych nanoczgstek.

Doktorantka otrzymata szereg koniugatéw enzym-nanoczgstka o réznym stopniu
pokrycia nanoczgstki przez biatko (66; 100 oraz 133%), moim zdaniem przydatna bylaby
informacja, czy stopien pokrycia nosnika byl weryfikowany empirycznie, czy zostal on
obliczony teoretycznie. W dwoch opublikowanych pracach eksperymentalnych Doktorantka
wykazala aktywno$¢ enzymatyczng katalazy i dysmutazy ponadtlenkowej, co wskazuje na
stusznosé i funkcjonalnos¢ koncepcji opracowanego modelu nanoczastka-enzym. Jedyna moja
uwaga dotyczy sposobu przedstawienia wynikow zmiany aktywnosci w czasie, w mojej opinii
bardziej czytelnym byloby podanie warto$ci procentowych oprocz wartosci bezwzglednych, co

pozwoliloby na lepsze porownanie ukladéw pomigdzy sobg.

Opublikowane wyniki badan przeprowadzonych przez Doktorantke posiadaja wysoki
potencjal naukowy umozliwiajacy ich kontynuacj¢ w bardziej skomplikowanych ukladach
badawezych in vitro jak i in vivo. Bez watpienia Doktorantka wykorzystata to w pracy, ktora
obecnie znajduje sie w procesie recenzji w czasopismie Nanomedicine i jednoczesnie stanowi
cze$é skladowa dysertacji doktorskiej. W -pracy tej Doktorantka przedstawia wyniki badan
in vivo na modelu mysim, ktére na poziomie molekularnym wykazujg efektywne dziatanie
ochronne koniugatéw nanoczastek z katalazg oraz z dysmutazg ponadtlenkowsg na zmiany
oksydacyjne indukowane w skorze przez promieniowanie UV. Stanowi to bardzo wazny
aspekt, gdyz uszkodzenia DNA wywolywane przez promieniowanie UV stanowig glowna
przyczyng nowotworow skory. Moja uwaga do tej pracy jest jedynie natury edytorskiej,
a mianowicie dotyczy ona figury nr 2, ktora nie odpowiada opisowi w tekscie oraz podpisowi.

W zakonczeniu rozprawy doktorskiej Doktorantka podsumowuje otrzymane wyniki
w czytelny i syntetyczny sposob. Nastepnie, jako ostatni element pracy przedstawia Ona osiem
wnioskéw, ktére konkluduja badania oraz analizy odnoszac sie do glownego celu
postawionego w pracy doktorskiej, jak réwniez w peini odpowiadaja na cele szczegdlowe.
Whioski te jednoznacznie wskazujg na ogromny potencjal wynikow otrzymanych podczas
realizacji pracy i mogg stanowi¢ impuls do dalszych zakrojonych na szeroka skale badan nad

wykorzystaniem koniugatéw nanoczgstka-enzym antyoksydacyjny w terapiach celowanych

W podsumowaniu stwierdzam, ze przediozona mi do oceny rozprawa doktorska Pani
mgr Agnieszki Pudlarz pt. . Analiza aktywnosci biologicznej nanoczastek srebra i zlota

z unieruchomionymi enzymami antyoksydacyjnymi in vitro i in vivo” posiada bardzo duzg



warto$¢ poznawcza i bez watpienia spelnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14
marca 2003. r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pOzZniejszymi zmianami). Moje uwagi przedstawione
w recenzji nie wplywaja na warto$¢ merytoryczna pracy. Przedstawione wyniki badan

wskazujg na bardzo dobry warsztat metodologiczny Doktorantki, jak réwniez szczegélne

Nauk o Zdrowiu Uniwersytetu Medycznego w Lodzi wniosek o dopuszczenie mgr Agnieszki
Pudlarz do dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz publicznej obrony pracy doktorskiej.

Jednoczesnie sktadam wniosek o wyrdznienie pracy.
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