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Recenzje wykonano dla Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu £6dzkiego.

Dynamiczny rozwdj nauk biologicznych 1 medycznych zmierza w kierunku poszukiwania
nowych rodzajow terapii leczenia wielu choréb. Bardzo waznym problemem jest dostarczenie
leku bezposrednio do chorych komorek i uwolnienie go w miejscu docelowym. Nanomedycyna
to nowa dziedzina wiedzy wykorzystujaca nanotechnologi¢ dla potrzeb medycznych. Obecnie
w medycynie prowadzone sg badania nad wykorzystaniem polimerow, dendrymerdéw rowniez
takich materialow jak: nanowldkna, nanoczipy, nanordrki i wiele innych. W wigkszosSci
powinny one by¢ biokompatybilne, rozpuszczalne w wodzie i nietoksyczne dla zdrowych
komorek. Znalezienie idealnej struktury speiniajgcej te wszystkie wiasciwosci jest bardzo
trudne.

Nanoczasteczki krzemionki sa materialem inertnym i moga by¢ stosunkowo tatwo
modyfikowane. Mezoporowe krzemionki stosowane jako nosniki nadajg si¢ do dostarczania
lekow slabo rozpuszczalnych w wodzie szczegoOlnie przeciwnowotworowych ktore w
wigkszosci sg stabo rozpuszczalne i niestabilne. Przedstawiona mi do oceny praca doktorska
pani mgr Matgorzaty Ferenc wykonana zostala pod kierunkiem Prof. dr hab. Marii
Bryszewskiej, ktoéra z duzym powodzeniem zajmuje si¢ zastosowaniem dendrymerow w
medycynie jako no$nikéw lekéw przeciwnowotworowych, a takze jako czynnikow
rozbijajacych biatkowe agregaty wystepujace w chorobach neurodegeneracyjnych.

Cel i zakres pracy

Celem pracy Pani mgr. Malgorzaty Ferenc jest charakterystyka funkcjonalizowanych
krzemionek mezoporowatych typu SBA.n

Postawiony cel pracy zostal zrealizowany przez Doktorantke poprzez scharekteryzowanie
morfologii krzemionek, zbadanie ich toksycznosci wzgledem erytrocytow a takze linii
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komorkowych prawidlowych i nowotwotworowych. Zbadane zostaty takze odziatywania
pomiedzy nanoczasteczkami a biatkiem obecnym we krwi ludzkie;.
Wybdr tematu dysertacji nalezy uzna¢ za niezwykle trafny i uzasaadniony bioragc pod uwage
obecny stan wiedzy w tej dziedzinie.
W pracy badano cztery mezoporowate nanoczasteczki krzemionkowe typu SBA-15

SBA-OH -  natywna krzemionka, posiadajgca na swojej powierzani jedynie grupy

hydroksylowe

SBA-SH -  krzemionka z grupami tiolowymi na powierzchni

SBA-NHz.  krzemionka z grupami aminowymi na powierzchni

SBA-COOH - krzemionka z grupami karboksylowymi na powierzchni

oraz krzemionke amorficzng. a-SiO>

Cytotoksyczno$¢ krzemionek badana byla w stosunku do komorek linii prawidlowych B-14
(fibroblasty chomika chinskiego) oraz komorek linii nowotworowych HL-60 (linia ludzkich
komorek ostrej biataczki szpikowej), 1301 (linia ludzkiej ostrej biataczki komorek T), BRL
(szczurze komorki raka watroby)

Dysertacja Pani mgr. Matgorzaty Ferenc zredagowana zostata w tradycyjnej formie obejmuje
ona 93 strony. Otwiera ja rzetelny, kompletny przeglad literatury obejmujacy najnowsze
badania dotyczace zastosowania nanoczasteczek krzemionkowych w naukach biomedycznych.
Sadze, ze mimo czeg$¢ literaturowa nie jest zbytnio rozbudowana stanowi ona bardzo dobre
uzasadnienie podjetej tematyki. (str. 8-20).

Dalej Doktorantka w sposob bardzo zwiezly a jednocze$nie precyzyjny przedstawia
uzasadnienie podjecia tematu oraz cel pracy (str. 21-22).

Kolejny rozdziat to ,,Materiaty i Metody” (str. 23-37). Precyzyjnie opisane metody badan w
sposob bardzo dostepny i jasny pozwalajg §ledzi¢ wyniki badan, a jednoczesnie swiadczg o
dobrej znajomosci stosowanych metod a takze umiejetnosci interpretowania wynikow.

Takze wykaz skrotow i symboli przedstawiony na (str. 6-7) w wersji angielskiej i polskiej jest
pomocny w lekturze dysertacji.

Najobszerniejszy rozdziat czwarty (str. 38-61) i kolejny (str. 62-72) zawieraja przedstawienie
wynikow badan 1 ich dyskusje.

Na poczatku autorka zajmuje si¢ badaniami hemotoksycznosci nanoczasteczek
krzemionkowych. Znajomo$¢ biokompatybilnosci nanoczasteczek we krwi jest niezwykle
wazna poniewaz uzycie ich jako lekéw czy tez nosnikéw lekéw czesto odbywa sie poprzez
bezposrednie wstrzykiwanie do krwioobiegu co powoduje, Ze juz na tym etapie maja pierwszy
kontakt ze skfadnikami krwi. Dlatego tez ten fragment badan uwazam za bardzo wazny.
Badania wplywu krzemionek na erytrocyty pokazaly, Zze badane krzemionki SBA sa
nietoksyczne przy stezeniu 200pg/ml natomiast dla stg¢zenia 1000pg/ml obserwowano hemolizg
po 2 godz. 50%, 5%, 2,5% i 5% dla krzemionek SBA-NH., SBA- OH, SBA-SH, SBA-COOH
- odpowiednio. Hemoliza dla krzemionki amorficznej w najnizszym stezeniu wynosita 50%.
Waznym procesem podczas podawania lekoOw przez nanoczasteczki do organizmu jest
odzialywanie no$nikow z biatkami. Autorka przeprowadzila szereg badan stosujac dichroizm
kotowy, wygaszanie fluorescencji albuminy oraz wolnego tryptofanu, a takze adsorpcji
albuminy przez nanoczasteczki. Badany byt wptyw albuminy surowicy cztowieka (HSA) na
hemolize¢ powodowana przez nanoczasteczki krzemionkowe. Dodanie albuminy (HSA)



spowodowalo znaczne obnizenie hemolizy. Na odziatywanie krzemionek z albuming ma
wplyw morfologia nanoczgsteczek wielkos¢ porow a takze grupy funkcyjne.

Dalej autorka bada wychwyt hemoglobiny przez badane krzemionki. Wnikliwe badania
pokazaty, ze ilo§¢ zaadsorbowanej hemoglobiny jest funkcja czasu i stezenia krzemionek.
Ponadto mozliwosci wychwytu hemoglobiny przez SBA-COOH sg znacznie lepsze w
porownaniu z innymi badanymi nanoczasteczkami SBA-SH, SBA-NH> SBA-OH. Po uptywie
24h absorpcja hemoglobiny przez t¢ krzemionke wnosi 90%.

Kolejne badania dotycza cytotoksycznosci krzemionek mezoporowatych oraz krzemionki
amorficznej w odniesieniu do komorek prawidlowych B14 - (fibroblasty chomika chinskiego)
i nowotworowych HL60, 1301 - (linie ludzkich komorek ostrej biataczki) oraz BRL - (szczurze
komorki raka watroby). Amorficzna krzemionka okazata si¢ najbardziej toksyczna w stosunku
do prawidlowej linii komérkowej B14 oraz nowotworowej linii komérkowej 1301 i wynosita
80% przy stezeniu 1000ug/ml, nizszg toksyczno$¢ odnotowano dla linii komorkowych HL60 i
BRL. W poréownaniu z krzemionkami mezoporowatymi krzemionka amorficzna wykazuje si¢
znacznie wyzsza cytotoksycznoscig w odniesieniu do wszystkich linii komorkowych.

Badanie morfologii badanych nanoczasteczek pokazato, ze majg one budowe pretowa z wysoce
uporzadkowang struktura. Informacje te pozyskano przy pomocy elektronowego mikroskopu
transmisyjnego TEM a takze mikroskopu sit atomowych ATM. W celu poznania powierzchni
nanoczgsteczek wykonano pomiary potencjalu zeta. Najnizszy potencjal zarejestrowano dla
krzemionki amorficznej -17,8mV, natomiast najwyzszy wnoszacy -5,6mV dla SBA-NH..
Badania polegajace na wykresleniu izoterm adsorpcji/desorpcji azotu pozwolity oszacowac
powierzchni¢ wlasciwag badanych krzemionek, catkowita objeto$¢ poréw oraz ich srednice. Z
badan wynika, ze srednica porow SBA-COOH wynosi 6,19nm, podczas gdy dla SBA-OH tylko
2,56nm.

Doktadna analiza badan pokazala, ze wplyw na zachowanie si¢ mezoporowatych
nanoczasteczek w stosunku do komorek prawidlowych i1 nowotworowych majg grupy
powierzchniowe. Uzyskane wyniki pokazaly, ze z czterech badanych krzemionek SBA-SH,
SBA-NH;, SBA-OH, SBA-COOH nanoczasteczki SBA-COOH posiadajg najwickszy potencjat
aplikacyjny.

Podsumowanie i wykaz literatury dotyczacej prezentowanej tematyki zamyka dysertacje. (Str.
73-84).

Aktywnos$¢ naukowa pani mgr. Malgorzaty Ferenc zaprezentowana zostala w rozdziale ,,Spis
publikacji i komunikatéw zjazdowych” (str.91-93). Dorobek naukowy Doktorantki to 5 prac
opublikowanych w czasopismach o zasiggu §wiatowym, w ktorych jest wspotautorka, 2
prezentacje ustne, oraz 10 prezentacji w formie plakatow prezentowanych na konferencjach
krajowych 1 migdzynarodowych.

Po lekturze niezwykle interesujacej pracy, wyczerpujacej w zakresie wlasnosci biologicznych
badanych krzemionek mezoporowatych pozwole sobie na komentarz a takze kilka pytan.

W swojej pracy badawczej zajmowala si¢ Pani rowniez dendrymerami, ktére od kilkunastu lat
sg szeroko badane w celu zastosowania ich w medycynie.

Leki przenoszone przez dendrymery sg czg¢sto powigzane poprzez wigzania wodorowe lub
oddziatywania elektrostatyczne co sprawia, ze lek jest zbyt szybko uwalniany a jego
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efektywnos$¢ limitowana w czasie. Stosuje si¢ takze polaczenia wigzaniami atomowymi ktore
z kolei czesto trudno uwalniaja dostarczany przez nie lek w miejscu docelowym. Znane sa
przyktady dendrymerow fosforowych i krzemowych ktore maja wlasnosci przeciwzapalne lub
przeciwnowotworowe. Kolejnym ciekawym zastosowaniem dendrymerow polikationowych
jest mozliwo$¢ tworzenia przez nie dendrypleksow z si-RNA.

Unikalna budowa krzemionki mezoporowatej tworzacej przestrzenng regularng sie¢ z
obecnymi wieloma regularnymi porami a takze mozliwos¢ jej modyfikowania sprawia, ze
wydaje si¢ ona by¢ bardziej uzyteczna niz czasteczki dendrymeréw jako materiat stuzacy do
przenoszenia lekow. Ponadto uwalnianie leku na poziomie chorych komoérek moze by¢ tatwo
monitorowane.

Czy krzemionki mezoporowate posiadaja aktywnos$¢ lecznicza bez potaczenia z lekami, co ma
miejsce dla dendrymeréw fosforowych?

Do tej chwili nie jest mozliwe uzycie krzemionek SBA w diagnostyce klinicznej czy leczeniu
poniewaz podanie SBA poprzez iniekcje powoduje stan zapalny w miejscu podania. Czy znane
sg inne mozliwosci (drogi) podawania SBA do organizmu np. doustnie, poprzez inhalacjg itp.?

Czy wiadomo co$ na temat stabilnos$ci, a rowniez odpornosci na hydrolize¢ modyfikowanych
krzemionek?

Przy okazji nasuwa si¢ pytanie, czy nie byloby zasadne do modyfikacji krzemionek
mezoporowatych uzy¢ sililowanych fosfoniandéw, czy kwaséw fosfonowych ktoére sg bardziej
biokompatybilne ?

Mniejsza pojemno$¢ absorpcyjng hemoglobiny przez krzemionki SBA-FA-COOH w
poréwnaniu z krzemionkami SBA-COOH tlumaczy Pani mniejszg ilo$cig przytaczonych grup
funkcyjnych do powierzchni krzemionki a takze hydrofobowg naturg tancuchéw kwasu
thuszczowego. Czy nie nalezaloby takze uwzgledni¢ mozliwosci tworzenia wigzan
wodorowych pomiedzy grupami hydroksylowymi, a tlenem karbonylowym sasiadujacych z
sobg grup karboksylowych, co wydaje si¢ by¢ tatwiejsze w przypadku SBA-FA-COOH?

Z badan hemolizy indukowanej przez badane czasteczki wynika, ze najwyzsza hemolize
odnotowata Pani dla krzemionki SBA-NH2, (80% po 24 h) jakkolwiek nie znalaztam
uzasadnienia takiego wyniku. Wiadomo, ze polikationowe czasteczki sg toksyczne np.
polikationowe dendrymery sa znacznie bardziej toksyczne niz polianionowe czy obojetne. Czy
zgodzi si¢ Pani, ze toksyczno$¢ krzemionki SBA-NH, wynika z mozliwosci protonowania
grupy NHa, (utworzenia dodatnio natadowanej grupy amoniowej) podczas inkubacji?

Nie jest takze jasne dlaczego krzemionki SBA-SH sg mniej toksyczne oraz powoduja najnizsza
hemoliz¢. Czy moze wynika to ze specyfiki grup SH, ktére moga tworzy¢ wigzania
dwusiarczkowe co ma miejsce np. w insulinie gdzie grupy SH z cysteiny poprzez tworzenie
wigzan dwusiarczkowych (S-S) facza fancuchy polipeptydowe?

W rozdziale pt. Dyskusja (str. 66) napisata Pani ,.,gdy nanoczgsteczki sq wstrzykiwane do krwi
ich powierzchnia szybko przykrywa sie warstwq bialek licznie obecnych we krwi, taka warstwa



nazywa si¢ korong biatkowq. Dla wielu zastosowan biomedycznych formowanie sig¢ takiej
biatkowej warstwy na powierzchni krzemionek jest niepozgdane” Natomiast w streszczeniu
czytamy, ze w wyniku odziatywania krzemionek z albuming na ich powierzchni tworzy si¢
korona bialkowa w wyniku czego zyskuja one nowe — lepsze wlasciwosci. Czy moglaby Pani
skomentowac te informacje?.

Do obowiazku recenzenta nalezy takze ocena jako$ci maszynopisu przedstawione]
dysertacji. Pragne podkresli¢, ze zostala ona przygotowana bardzo starannie. Drobne btedy 1
pomytki w zaden sposob nie wpltywaja na jej czytelnos¢. Niemniej jednak na str. 58 rys. 7
podpisany jest zdjecia z TEM przedstawiajgce mezoporowate nanoczgsteczki krzemionkowe
SBA-NH: natomiast na zdjeciu jest napis, ze dotyczy ono krzemionki SBA-COOH.

Str.68 rys.11 niejasny jest podpis pod rysunkiem , zaleznos¢ dostepu do powierzchni
nanoczgsteczek krzemionkowych od diugosci tqcznika a) SBA-COOH, b) SBA-FA-COOH "-
rozumiem ze chodzi o czgsteczki hemoglobiny, ktoére na rysunku przedstawione sg jako
czerwone krazki.

Doktorantka nie ustrzegta si¢ drobnych btedow, tzw. literéwek i kilku niezbyt poprawnych
stylistycznie sformutowan. Nie sgdze, jednak aby bylo wskazane wymienianie ich w tym
miejscu, bowiem nie majg wplywu na mojg wysokg oceng rozprawy.

Reasumujgc stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pani mgr
Malgorzaty Ferenc pt. ,,Wlasciwosci biologiczne funkcjonalizowanych krzemionek
mezoporowatych typu SBA” spetnia warunki okreslone w art.13 ust.1 z dnia 14 marca 2003 r.
o0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65
poz. 595, z pdzniejszymi zmianami). Zwracam si¢ do Rady Wydziatu Biologii 1 Ochrony i
Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego o jej przyjecie i dopuszczenie pani mgr Malgorzaty
Ferenc do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Maria Zabtocka



