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Wptyw nanoczqstek platyny Pt(o)

na stan morfologicz:no funkcjonalny wybranych komorek zwierzqt modelowych
i kom6rek glerjaka wielopostaciowego lac. Glioblastoma multiforme

Recenzja zostala wykonana na wniosek Rady Wydzialu Nauk o Zwierzglach, SGGW w Warszawie
zgodnie z wymaganiami lJstawy z dnia 14 marca 2003 roku ,,O stopniach naukowych i tytule naukowym

oraz o st<tpniach i ty,tule w zakresie sztuki" (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z po2niqszymi zmianami)

1. Glejak wielopostaciowy (Glioblastoma multiforme) jest zloSliwyrn nowotworem CUN,

charakteryzujEcvm sig 'wysokq aktywno6ciq mitotycznq oruz nasilonE angiogenezq. Ma

charakter naciekajqcy, rlo sprawia, 2e w miarg wzrostu upoSledza pracg sqsiadujqcych

czg5ci ukladu nerwowes,o. Pzy standardowej terapii (resekcja i agresywna chemioterapia

i/lub radioterapia) rokowianie jest zle. Z powy2szego powodu, w wielu o5rodkach naukowych

poszukuje siq alternatyvunych metod terapii. Badania prowadzone od wielu lat, w Katedrze

Zywienia i Biotechnologii Zwierzqt, Wydziatu Nauk o Zwierzgtilch, Szkoty Gl6wnej

Gospodarstwa \tViejskie5;o w Warszawie pod kierunkiem pani prof. rCr hab. Ewy Sawosz-

Chwalibog, mies;zczqsig wla6nie w tym nurcie dociekafi naukowych.

2. Pani mgr Marta Kutwin jako oryginalne rozwiqzanie problemu naul<owego, w rozumieniu

art. 13 ust. 1 i 2 ustavry , z dnia 14 marca 2003 roku ,,O stopniac;h naukowych i tytule

naukowym oraz o sto,pniach i tytule w zakresie sztuki" (Dz. tJ. Nr 65, poz. 595,

z p62niejszymi zmianami) przedlo2yta rozprawg doktorskq ;ratytulowanq: Wplyw

nanoczqstek platyny Pt(O) na stan morfologiczno funkcjonalny wybranych kom6rek zwierzqt

modelowych i k.om6rek glejaka wielopostaciowego tac. Glioblastomet multiforme. Praca ta

stanowi spojny tematycznie zbior trzech oryginalnych prac naukowych:

1. Prasek M, Sawc,sz E, Jaworski S, Grodzik M, Ostaszewskat T, Kamaszewski M,

Wierzbicki M, Ch'walibog A. lnfluence of nanopafticles of platinum on chicken embryo

developrnent and brain morphology. Nanoscale Research L.etters, 2013, 8, 251.

lF= 2,48'1 lzor+1, (3;0 pkt.)



Kutwin M., Saw,osz E., Jaworski S., Kurantowicz N., Strojny 8., Chwalibog A.

Structural damage of chicken red blood cells exposed to platinum nanoparticles and

cisplatin. Nanosciale Research Letters, 2014,9,257.lF= 2,481 pzor+1, (30 pkt.)

Kutwin M., Sawosz E., Jaworski S., Wierzbicki M., Hinzrnann M., Grodzik M.,

Winnicka A., Chwalibog A. lnvestigation of platinum nanoparticles properties against

U87 Glioblastoma multiforme. Archives of Medical Science, "Praca przyjqta do druku"

lF= 2,030 lzor+1, (25 pkt.)

Powyzsze pracer sE wsp6lautorskie, jednak we wszystkich, doktorantka jest

pierwszym wsprilautorern, a jej udzial w projektowaniu i prowadzeniu badaf oraz pisaniu

pracy, jest znaczqcy i ;zostal oszacowany odpowiednio na 60, 65 i 50%. Prace zostaly

opublikowane w renomouranych czasopismach naukowych, o czym Swiadczy lqczny lF, ktory

wynosi 6,992 pol4toraz suma punkt6w wynoszEca 85 rzor+l (wg wykazu MN|SW).

W tym rniejscu chcialbym podkreSli1, 2e mgr Marta Kutwin jest r6wnie2 wspolautorkq

14 innych oputtlikowanych oryginalnych prac tw6rczych, kt1rych sumaryczny lF wynosi

38,187 oraz czterech innych publikacji. Jest wspolautorkq trzech zgloszen patentowych,

w tym dotyczqcego wyl.corzystania nanoczqstek platyny. Jest tak2e kierownikiem projektu

NCN i byla wspolwykctnawcE czterech innych projekt6w NCN oraz dwoch proiekt6w

finansowanych zre 2r6del zewnqtrznych. Odbyla trzy sta1e naukowe (N,iemcy, RPA, Dania).

lntegralnq czg6ciq rozprawy doktorskiej, poza kopiami ww. prac, jest autorskie ich

opracowanie obejmujqce nastqpujqce rozdzialy: Wstgp, Hipoteza badawcza, cel i zakres

pracy, Metodyka, Onr6wienie gl6wnych wynik6w przeprowadz,onych do6wiadcze6,

Podsumowanie i Wnioski. Poza wymienionymi wy2ej rozdzialami praca zawiera r6wniez

streszczenie (w jqzyku polskim i angielskim), wykaz publikacji stanowiqcych rozprawg

doktorskq, v'tykitz stosowanych skr6t6w oraz wybrane pozycje pi5miennictwa dotyczqce

pzedmiotowych zagadnieri. Ponadto autorka zamieScila o6wiadczenia wszystkich

wsp6lautor6w cytowanyc;h prac, o ich udziale w badaniach i publikacjach.

W tym miejscu jestem zmuszony stwierdzi6, 2e miqdzy wado6ciq merytorycznE prac

bgdqcych pods'tawq ro:zprawy doktorskiej, a zbiorczym opracowaniem tych prac pzez

doktorantkq, istnieje znaczqca rS2nicajako6ciowa. Wiqkszo5c rozdzialow tego opracowania,

zostata napisana zawilynn i malo precyzyjnym jqzykiem, co sprawia,2e sq one malo czytelne.

Doktorantka nie ustrzegla siq takze licznych blqd6w i uchybieri, zwlaszcza stylistycznych

i redakcyjnych. V-aznaczylem je w maszynopisie rczprawy.

2.
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3. Charakterystyka prac bgdqcych podstawq ocenianej pracy doktorskiej.

3.1. W pracy, lpfluence of nanoparticles of platinum on chicken embryo development and

brain morlhology, badafia wplyw nanoczqstek platyny na wzrost i rozw6j embrionalny kurczqt

orazna morfologiq tkanki nenruowej, wobec potencjalnej penetracji przez nanoczqstki platyny

bariery krew-m6zg, w aspekcie wykozystania ich w terapii glejaka.

W badahiach wykorzystano hydrokoloid nanoczqstek platyny o wysokiej czysto6ci

(99,999%) i koncentracji 20 mg/kg (forma niejonowa platyny). Eksperymentalnie

potwierdzono duzq stabilno66 hydrokoloidu (pomiar potencjalu ,,zeta") oraz zwizualizowano

nanoczqstki, za pomocE transmisyjnego mikroskopu elektronowego. Udokumentowano,

ze ich Srednica wahala sig od 2 do 19 nm.

Ba$ania przeprowadzono na modelu zarodka kurzego. Wykor:zystano 150 zarodk6w

podzielonych na sze56 grup (n=25): kontrolnq i pig6 grup badawczych (dla r62nych stg2eri

nanoczqstek platyny - 1, 5, 10, 15, 20 pg/ml). Po 4 dniach inkubacji zaplodnionych jaj, do

biafka podawano roztwrSr nanoczqstek platyny. W dwudziestym dniu inkubacji kurczgta

dekapitowano i pobierano tkanki (kresom6z9owie, serce, wqtrobq, Sledzionq, torebkq

Fabrycjusza - do oceny prawidtowoSci rozwoju embrionalnego) oraz krew, w kt6re1

analizowano: aktywnoSd aminotransferazy asparainianowej i alaninrowej, dehydrogenazy

mleczanowq oraz fosfatazy zasadowej, a tak2e stgzenie glukozy i mocznika.

W wybranych losowo pr6bkach tkanki m6zgowej (w obrgbie grupy kontrolnej i tzech

eksperymentalnych) wykonano analizy histologiczne (wizualizacjg po wybanvieniu

hematoksylinq i eozynq) oraz immunohistochemiczne (z wykon:ystaniem przeciwcial

dla antygenu jqclrowego proliferacji kom6rkowej PCNA - liczba kom6rek PCNA-pozytywnych

byla maqq natgzenia proliferacji). Badano takze kom6rki apo,ptotyczne, w te5cie

z poliklonalnynri przeciwciatami kr6liczymi ,,przeciw" kaspazie-3. Liczba kom6rek

pozytywnlch byta miarq natgzenia procesu apoptozy. Wykorzystujqc transmisyjny mikroskop

elektronouyy badano tafi<ze zmiany na poziomie ultrastruktury kom6rek kresom6zgowia

w wybranyich pr6bkach po zastosowaniu roztworu nanoczqstek platyny o stg2eniu 20 pg/ml.

DO istotnych wyrrik6w tych badari zaliczam przede wszystkim wykazanie wplywu

nanoczqslek platyny na: (i) obnizenie proliferacji kom6rek nerwowych kresom6zgowia;

(ii) zwigkslzenie natqzenia procesu apoptozy w tych kom6rkach; (iii) ultrastrukturg kom6rek

nenruowyQh, zwlaszcza destrukcyjny wplyw na poziomie mitoc;hondri6w; (iiii) brak

negatywnego oddzialywania na wzrost i rozw6j embrion6w kurczqt oraz liczbq neuron6w

kresom6z9owia.

3.2. Druga praca, Structural damage of chicken red blood cells exposed fo platinum

nanopartibles and cispla'tin, dotyczy por6wnania wplywu dw6ch form platyny na morfologiq



i ultrastrukturg erytrocyt6w kurczqt. Wykorzystano nanoczqstki platyny (w formie

hydrokoloidu o stqZeniu 2,6 pg/ml - posta6 niejonowa) oraz cisplertyny (roztw6r wodny,

o ekwiwalentnynn do nanoczqstek platyny, stq2eniu - 4 pg/ml, forma jonowa).

Badania przeprowadzono na krurri pozyskanej z zarodk6w kurzych. Dwadzie5cia

zaplodnionych jaj inkubowano w standardowych warunkach, w okrersie od 4 do'19 dnia.

W 20. tym dniu kurczqta dekapitowano i pobierano krew, ktorq dzielono na cztery grupy:

kontrolnq (bez <>zynnika hemolizujqcego) i trzy do5wiadczalne (z do<latkiem 3o/o nadtlenku

wodoru 100o/o zhernolizowanych knruinek oraz z dodatkiem nanoczqstek platyny

i cisplatyny). Po trzygoclzinnej inkubacji pr6bki krwi analizowano w rnikroskopie Swietlnym

oraz skaningowym miliroskopie elektronowym. Mierzono tak2e s;tqzenie hemoglobiny

w supernatancie.

Stwierdzono, 2e obie formy platyny powodujq deformacjq struktury blon kom6rkowych

i ich uszkodzenie, co skutkuje hemolizq i aglutynacjq knruinek. Powodujq takze wzrost liczby

patologicznych form erytrocyt6w. Wydaje siq jednak, ze wplyw nanoczqstek platyny

na te procesy jest bardzi,ej znaczqcy.

3.3. Trzecia praca, lnvestigation of platinum nanopafticles properties against U87

Glioblastoma multiforme', dotyczy wplywu nanoczqstek platyny i cisplatyny na morfologig

i ultrastrukturg kom6rek glejaka wielopostaciowego linii U87 oraz tkankg guza.

Do5wiadczenie przeprowadzono w dw6ch czq5ciach: in vitro oraz in vivo.

W pierwszej czgSci inkubowano kom6rki glejaka, w czasie 24 godzin, z dodatkiem

nanoczqtek platyny w trzech stqzeniach - 0,14;0,29; 0,65 pM/ml orez dodatkiem roztworu

cisplatyny w elkwiwalerrtnych trzech stgzeniach - 0,22; 0,44; 1,0 pM/ml. Odniesienie

stanowila grupa kontroln;a.

Badano wplyw obu form platyny na morfologig (mikroskopia Swietlna), ultrastrukturg

(transmisyjna mikroskopia elektronowa), zywotno6c (pomiar ggsto6ci optycznej),

genotoksyczno66 (1-DEi test kometowy), natqZenie proces6w apoptozy inekrozy

(cytom etria prze plywowa ).

Do istotnych wynikow tej czg6ci badafi zaliczam wykazanie, 2E nafioczqstki platyny:

(i) wplywajq na obnizenie liczby kom6rek glejaka oraz na zmniejszenie ilo6ci wypustek

cytoplazmatycznych (niezaleznie od zastosowanego stqzenia i formy platyny); (ii) wplywajq

na zwigkszenie liczby kom6rek z deformacjami struktury, zwlaszcza blon wewnqtrznych

mitochondri6w (wyzsze powinowactwo nanoczqstek platyny, niZ cisprlatyny); (iii) obnizenie

zywotno5ci kom6rek (niezaleznie od stg2enia i formy platyny); (iiii) wykazanie aktywacji

szlaku apoptozy (wy2sz"a po zastosowaniu cisplatyny - 58o/o, niZ nanoczqstek platyny -
51o/o), oraz obnihenie naligzenia nekrozy.



W drugiej czqSci (badania in vivo), analizowano wpfyw nanoczqstek platyny,

w roztworach o stqzenir.r 8,45 pM/ml oraz cisplatyny w roztworach o stqzeniu 13,0 pM/ml,

na tkankq guza glejaka wielopostaciowego linii U87.

Do5wiadazenie zostalo przeprowadzone na modelu zarodk6w kurzych. Zaplodnione

jaja (n=60) inkubowano w czasie 6 dni, a nastgpnie, na silikonowy krqzek, umieszczony na

blonie kosm6wkowo-omoczniowej, nanoszono 30 pL roztworu zawierajqcego 3-4 x 106

kom6rek glejaka. Po kolejnych siedmiu dniach inkubacji zarodki z rozurijlqcym siq glejakiem

(n=36) podzielono losowo na grupy: kontrolnq i dwie do6wiadczalne traktowane

odpowiedniq formq platyny podawanej w ilo5ci 200 pL, bezpo6rednio do guza. Po dw6ch

dniach guzy wycinano i proddawano badaniom.

Wykorzystujqc nrikroskop stereoskopowy dokonano pomiarow i zdjqc guzow,

a nastgpnie szacowano ich objgto56, okre6lano masg, oceniano :zmiany morfologiczne

i ultrastrukturalne, zmiany w ekspresji mRNA gen6w kodujqcych proapoptotyczne biatka

(kaspazq-3 i p53) oraz bialko PCNA - marker proliferacji kom6rkowel1, a tak2e obrazowano

(mikroskopia konfokalna) lokalizacjg tych bialek w guzie.

Do istotnych wynikow badah in vivozaliczam wykazanie: (i) istotnego obni2enia masy

i objgto5ci guz6w po podaniu nanoczqstek platyny i cisplatyny; (ii) zmian ultrastruktury

kom6rek, zwlaszcza w obrqbie wewngtrznych blon mitochondrialnych; (iii) wzrostu ekspresji

czynnik6w proapoptotycznych i obni2enie ekspresji wska2nika proliferacji kom6rkowej

(niezale2nie od zastosowanej formy platyny).

4. Kozystajqc z przywileju recenzenta chcialbym poprosi6 doktorantkg o kr6tki komentarz

do nastqpujqcych zagadnierl: (i) na ile wyniki badah wyja5niajq mechanizm dzialania

nanoczqstek platyny i rno2liwo56 wykozystania ich w terapii glejakra wielopostaciowego;

(ii) jakie rezultaty badari wskazujq na wysokie powinowactwo nanoczqstek platyny do DNA

i ich destrukcyjrTe dzialanie w tym obszaze; (iii) jakie przeslanki decydowaly o wyborze

dawek i czasu oddzialywania nanoczqstek platyny - w poszczegolnych do6wiadczeniach.

KONKLUZJA

Rozprawq doktorskq pt.'Wplyw nanoczqstek platyny Pt(o) na stan morfologiczno funkcjonalny

wybranych kom6rek ,zwierzqt modelowych i kom6rek glejakra wielopostaciowego

lac. Glioblastoma multiforme oceniam pozytywnie.

Podjgty przez doktorantkq temat (cel) pracy uwa2am za wyjqtlkowo istotny, zar6wno

z naukowego, jak i aplikacyjnego punktu widzenia. Zalo2eniit metodyczne prac,

wykorzystane innowacyjne techniki eksperymentalne, wysokospecjalistyczne procedury

i metody analityczne otaz aplikacje bioinformatyczne i metody analizy statystycznej,



umozliwil

w

Szczecin,

I uzyskanie wiarygodnych wynik6w. Wnioski majq pelne uzasadnienie

ych do6wiadczeniach i powinny stanowid inspiracjq do dalszych badari.

, 2e przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spelnia wymogi

w Uslawie z dnia 14 marca 2003 roku ,,O stopniach naukowych i tytule naukowym

iacll i tytule w zakresie sztuki" (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pa2niejszymi zmianami)

sie do Wysokiej Rady Wydzialu Nauk o Zwiezgtach, Szkoly Gf6wnej

\{Viejskiego w Warszawie, o przyjgcie pracy doktorskiej pani mgr Marty Kutwin

pracy do publicznej obrony.

dnia 15 pa2dziernlka2015 roku
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