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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Marie Cristine Nevarez Martinez
pt. ,Koniugaty nanopretdéw ztota z Affibody w terapii fototermalnej celowanej na komorki HER2-
dodatniego”, przedstawiona w formie monografii, sporzagdzona w odpowiedzi na pismo
przewodniczacego Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne dr. hab. Prof. UG Zbigniewa Kaczynskiego
z dnia 5 pazdziernika 2023 roku.

Praca doktorska Pani mgr inz. Marii Cristiny Nevarez Martinez zostata wykonana na Wydziale
Chemii Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Inz. Adriany Zaleskiej-Medynskiej oraz

dr Ewy Wieczerzak.

Przedstawiona do recenzji praca  dotyczy opracowania  nowych  ukftadéw
przeciwnowotworowych, ktérych baze stanowig modyfikowane przeciwciatami nanoprety zfota.
Temat podjetych badan jest niezwykle aktualny i ma zawigzek z poszukiwaniami nowych substancji
aktywnych oraz zastosowaniem koniugatéw organiczno-nieorganicznych do celowanych terapii
przeciwnowotworowych. Pomimo wielu prac odnoszgcych sie zarowno samych zwigzkdw aktywnych
jak i pofaczen z nanoczgstkami problemy zwigzane z ich zastosowaniem w terapiach wymagajg
ciggtego poszerzania wiedzy na temat witasciwosci fizykochemicznych, sposobdw modyfikacji

i odtwarzalnosci stosowanych metod syntez.

Rozprawa ma forme monografii i podzielona zostata na kilka czesci przedstawionych na 148
stronach jednolitego manuskryptu. Autorka przedstawita zatozenia i wyniki swoich badan w sposéb
typowy dla publikacji naukowych z zakresu chemii. Praca zawiera wprowadzenie (30 stron), ktore
stanowi czesc literaturowa, cel i zatozenia pracy doktorskiej (1 strona), materiaty i metody (26 stron),
wyniki i dyskusje (44 stron) oraz podsumowanie (2 strony) i plany (2 strony). W sktad manuskryptu
wchodzg réwniez: , Abstrakt” ,Streszczenie” i (2 strony), spis tabel, rysunkéw i stosowanych skrotéow
oraz lista osiggnie¢ naukowych. Prace konczy spis literatury (24 strony, 215 pozycji) oraz aneksy (3

strony).

W czesci literaturowej Doktorantka zwiezle wprowadzita i wyjasnita podstawowe pojecia
i zatozenia niezbedne do poznania celu podjetych w dalszej czesci pracy badan. Przedstawita

strukture receptora HER2 i jego wykorzystanie w terapiach przeciwnowotworowych. Omodwita
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przyktady zastosowania nanoczastek biorgc pod uwage pasywny i aktyny mechanizm ich dziatania.
Bardzo interesujgce sg zestawienia w tabelach 1i 2. W pierwszej Doktoranta zawarfa dane dotyczace
zatwierdzonych lekdw nowotworowych i ich no$nikébw z podaniem roku, agencji lub kraju
zatwierdzajacego oraz schorzenia lub/i mechanizm dziatania. W kolejnej skupita sie na zestawieniu
nos$nikdw z nanoczastkami ztota. Ta czes$¢ pracy wskazuje na konkretne zastosowania nanonosnikéw
w terapiach klinicznych, co podnosi zasadnos¢ podejmowania zmudnych badan podstawowych.
W kolejnych rozdziatach przedstawione zostaty: terapia fototermiczna, w tym z udziatem nanodrutéw
ztota, ich potaczen z Affibody specyficznych w stosunku do biatek receptorowych HER2. Autorka
zwrdcita rowniez uwage na mechanizmy $mierci komérkowej w tym mechanizmy terapii
fototermicznej. Za cenne uwazam podsumowanie, tej czesci pracy, w ktédrym wypunktowane zostaty
zalety terapii fototermicznej, wady dotychczas stosowanych metod oraz mankamenty i problemy
dotyczace otrzymywania nosnikéw, ich modyfikacji i stabilnosci w roztworach wodnych. Powyzsze
sktonito Panig Martinez do poszukiwan nowych uktadéw do terapii celowanej oraz uzasadnia
potrzebe optymalizacji metodologii ich przygotowania. Cze$¢ teoretyczna jest bardzo dobrym

wprowadzeniem do dalszej czesci pracy.

Pani mgr Maria Nevarez Martinez postawita kilka celéw w swojej pracy. Dotyczyly one
opracowania odtwarzalnej metody otrzymywania nanopretéw ztota i Affibody oraz modyfikacji
nanoczastek Au przeciwciatem. Kolejnymi zatozeniami badawczymi byty: weryfikacja zdolnosci
oddziatywania uzyskanego koniugatu z receptorem HER2 oraz poznanie aktywnosci w stosunku do
komodrek raka piersi HER2-dodatniego i HER2-ujemnego z zastosowaniem terapii wspomaganej

Swiattem.

W kolejnym rozdziale pracy Doktoranta umiescita informacje na temat materiatéw
i stosowanych metod instrumentalnych oraz warunkéw prowadzenia analiz. Badania zostaty
zapanowanie i opisane z duza starannoscig ze szczegdélnym zwrdceniem uwagi na procesy
optymalizacji warunkdéw wzrostu nanodrutéw oraz metod oczyszczania uzyskanego w wyniku syntezy

na nosniku statym przeciwciata.

Cze$¢ pracy dotyczagcg wynikdéw i dyskusji oceniam bardzo wysoko. Metodologia modyfikacji
powierzchni nanoczastek jest skomplikowana, ze wzgledu na ilos¢ zmiennych, ktére nalezy bra¢ pod
uwage. Nie jest rowniez proste potwierdzenie hipotez badawczych, ktore wymaga wykorzystania
wielu réinych badan fizykochemicznych i biologicznych. Dobrze zaplanowany i uzyskany
nanoterapeutyk powinien by¢ stabilny w medium, w ktérym jest aplikowany. Dodatek surfaktantéw

wprowadza dodatkowe komplikacje - jest to ,balast” mogacy mie¢ wptyw na efektywnosé
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terapeutyczng. Zgadzam sie z ogdlnymi wnioskami w odniesieniu do zastosowania PEG-ylowanych
pochodnych. Dtugie tancuchy polimerowe w zaleznosci od rozpuszczalnika, sity jonowej i pH mogg
»optaszczaé” lub ulegac , ktebuszkowaniu”, co utrudnia dostep na powierzchni nanoczastki i wptywa
na efektywnos¢ dalszych modyfikacji. Wydajnos¢ tzw. ,szczepienia na” spada wraz z dtugoscia
taiicucha polimerowego i gestoscig upakowania polimeru na powierzchni. Doceniam, ze Doktorantka
na zakonczenie podsumowania pracy przedstawita propozycje modyfikacji nanouktadéw w celu
uzyskania lepszych efektéw terapeutycznych. Zaproponowana koncepcja umieszczenia przeciwciata
Affi na powierzchni nanoczastek, a nie pomiedzy tancuchami PEG, powinna zdecydowanie zwiekszy¢

mozliwosci oddziatywania z receptorem HER2.

Z uwagi na to, ze rolg recenzenta jest zadawanie trudnych pytan uprzejmie prosze

o komentarze w nastepujgcych kwestiach:

- Na aktywnos¢ biologicznqg ma wptywy nie tylko rodzaj nanoczqgstek ale rdwniez ich ksztaft i wielkosc.

Co zadecydowato o wyborze nanopretdw, a nie sferycznych nanoczgstek?

- Jak obecnos¢ pozostatosci kationowego surfaktanu, jakim jest CTAB, moze lub wptywa na aktywnos¢
biologiczng catego uktadu? Zwiqzki kationowe wykazujq dziatanie draznigce i uczulajgce, a jest to

coraz czesciej obserwowane réwniez w przypadku poli(glikolu etylenowego) i jego pochodnych.

- Badata Pani mase przeciwciata metodq MALDI. Prosze o informacje na jakim urzgdzeniu? Zazwyczaj
MALDI! daje nam bardzo doktadng i tozsamq odpowied? w odniesieniu do masy czgsteczkowej
zaktadanej i uzyskanej. Jest to przeciez technika wykorzystywana do identyfikacji biatek w nieznanych
matrycach. Réznicy 7 u, w porownaniu do masy oczekiwanej, nie mozna wyttumaczy¢ fragmentacjq
lub obecnosciq dodatkowego jonu np. (z matrycy lub soli - utatwiajgcych przenoszenie energii
i zwieszajgcych lotnos¢ duzych czgsteczek). Nie rozumiem rdwniez rdznicy pomiedzy masq

oczyszczonego i nieoczyszczonego biatka.

- Przeprowadzita Pani badania konwersji energii Swietlnej w cieplng, z zastosowaniem wyjsciowych,
niezmodyfikowanych nanoczgstek, w dosc¢ duzym stezeniu, stwierdzajgc, ze zachodzi ona z dobrg
wydajnosciqg. Prosze o komentarz, czy i jezeli tak to w jaki sposob modyfikacja nanopretéow wpftynie na
wydajnos¢ konwersji energii? Z jakim stezeniem NP w przypadku badan na komdrkach
nowotworowych mogta miec¢ Pani do czynienia (po usunieciu nadmiaru, ktdry nie ulegt immobilizacji)?
Czy zastosowana zostata ta sama intensywnos¢ Swiatta podczas naswietlania? Czy obserwowana
aktywnos¢ terapeutyczna miata szanse by¢ wynikiem efektu cieplnego wynikajgcego ze zjawiska

hipertermii?
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- W literaturze mozna znaleZé doniesienia na temat jeszcze innego mechanizmu dziatania terapii
fototermicznej, cho¢ wymaga to dodatkowego potwierdzenia. Prawdopodobnym jest, ze wyniku
aktywowania nanoczgstek ztota swiattem (o odpowiedniej energii), na ich powierzchni wytwarzajq sie

wolne rodhniki, ktdre rowniez mogq by¢ odpowiedzialne za Smier¢ komorki?

Pragne zaznaczy¢, ze przedstawione wyniki sg bardzo ciekawe oraz wazne w aspekcie
poszukiwania nowych lekéw i stosowania terapii celowanych do zwalczania nowotworédw. W tym
agresywnej postaci raka piersi HER2, ktéry szybko sie rozwija i czesciej daje przerzuty. HER2 to biatko
receptorowe, ktére jest zaangazowane w przekazywanie komérkom sygnatéw zwigzanych z kontrolg
ich wzrostu i funkcjonowania. Zaproponowana przez Doktorantke metodologia opiera sie na
koncepcji blokowania agresywnego receptora HER2. Pomimo, iz wyniki badan biologicznych nie byty
do konica satysfakcjonujgce, wyciggniete zostaty prawidtowe wnioski i postawione nowe hipotezy

badawcze zwiekszajgce prawdopodobienstwo sukcesu.

Nalezy podkreslié, ze nie tylko nowe uktady terapeutyczne sg interesujgce, lecz z punktu
widzenia metodologicznego kluczowe znaczenie ma réwniez doskonalenie metod syntezy oraz

optymalizacja procedur i eksperymentalna weryfikacja stawianych hipotez.

Praca pod wzgledem edytorskim zostata zredagowana dobrze, z duig uwaznoscig
i starannoscig. Do tekstu rozprawy zakradta sie pewna, niewielka, liczba btedéw jezykowych

i literowych, ktérych nie bede wymieniac.

Doktorantka ma bardzo dobry dorobek publikacyjny. Jestem przekonana, ze wyniki bedace
przedmiotem rozprawy bedg réwniez opublikowane w dobrym czasopismie o zasiegu
miedzynarodowym. Pani Martinez wykazuje sie aktywnoscig konferencyjng oraz poznawczg, np.
w aspekcie badan biologicznych (staz w Londynie). Na podkreslenie zastuguje réwniez efektywnos¢
w pozyskiwaniu funduszy na badania naukowe (3 projekty, w tym Preludium) oraz uczestnictwo

w realizacji projektéw docenionych i finansowanych przez NCN w ramach konkursu OPUS.
Podsumowanie

Stwierdzam, ze Doktorantka prawidtowo ustalita plan i metodyke zaprezentowanych badan.
Jest to bardzo solidna praca wymagajgca sprawnos$ci oraz ogromnej cierpliwosci i starannosci
eksperymentatorki. Analiza wynikdw badan wymagata interdyscyplinarnej wiedzy teoretycznej
i umiejetnosci. Doktorantka wykazata sie znajomoscig réoznorodnych technik, na podstawie ktérych
potrafita opracowac wyniki. Przedstawiona zostata odpowiednia ilos¢ badan pozwalajgca na poznanie

metodologii odtwarzalnego otrzymywania i wtasciwosci zmodyfikowanych przeciwciatem HER2
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nanoczastek. Wnikliwe analizy fizykochemiczne i biologiczne doprowadzity do wyciggniecia bardziej
szczegotowych wnioskéw zwigzanych z mozliwosciami ich zastosowania w leczeniu raka piersi.
Interpretacja wynikow nie budzi zastrzezen merytorycznych. Praca doktorska Pani mgr inz. Marii
Cristiny Nevarez Martinez zawiera wymagane w rozprawach doktorskich elementy nowosci

naukowe;.
Whiosek koncowy

Wyniki uzyskane przez Pani mgr inz. Marie Nevarez Martinez sg oryginalne, a rozprawa wnosi
istotny wkfad w rozwdj chemii. Zamieszczone uwagi majg charakter formalny oraz wynikajg
z zainteresowania wynikami pracy. Nie majg one wptywu na bardzo dobrg ocene merytoryczng badan

przedstawionych w ramach rozprawy. Rozprawe cechuje wysoki poziom naukowy i poznawczy.

Z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca Pani mgr inz. Marii
Nevarez Martinez pt. ,,Koniugaty nanopretow ztota z Affibody w terapii fototermalnej celowanej na
komoérki HER2-dodatniego”, spetnia wszystkie wymagania okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j.: Dz. U. z 2020 r. poz. 85 z pdzn. zm.)
i zwracam sie do wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego o dopuszczenia Pani mgr inz. Marii Nevarez Martinez do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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