INSTYTUT MEDYCYNY PRACY IM. PROF. J. NOFERA

Dr hab. med. Maciej Stepnik, prof. nadzw. Lodz, 2016-05-27
Zaktad Toksykologii i Kancerogenezy
E-mail: mstep@imp.lodz.pl

Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr. Natalii Syzochenko, pt.
»Optimal selection of descriptors for structure-activity modeling of nanoparticles based

on causality analysis”

Przedtozona do recenzji rozprawa mgr Natalii Syzochenko zostala wykonana na Wydziale
Chemii Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem dr hab. Tomasza Puzyna, Prof. UG.

W ocenie substancji chemicznych pod katem ich bezpiecznego stosowania (tj. w celu
wyeliminowania substancji posiadajacych potencjalne wtasciwosci toksyczne) modele QSAR
odgrywaja coraz wazniejszg rolg. Ma to istotne znaczenie ze wzgledu na wysokie koszty
zwigzane z rejestracjg chemikaliow na terenie Unii Europejskiej i nie tylko, a z drugiej strony
ze wzgledu na coraz wigksze sprzeciwy, gldwnie etyczne, wobec stosowania zwierzat do
oceny toksycznosci. Modele QSAR pozwalajg skutecznie przewidywa¢ wihasciwosci
substancji przydatne dla okreslenia zagrozenia przez nie stwarzanego i szacowania ryzyka
rozwoju zmian chorobowych po narazeniu na nie. Na liscie modeli QSAR rozwijanych dla
celow regulacyjnych (np. system REACH w UE), nieustannie pojawiajg si¢ nowe pozycje. W
zwigzku z pojawianiem si¢ na rynku lawinowo rosnacej liczby produktéw codziennego
uzytku zawierajagcych sktadniki w formie nanoczastkowej, istnieje coraz wigksza potrzeba
testowania tych sktadnikéw w kierunku potencjalnej toksyczno$ci. Poniewaz dotychczasowe
wyniki badan toksykologicznych sugeruja, iz wlasciwosci substancji w formie nano- moga w
wielu przypadkach zdecydowanie rézni¢ si¢ od formy standardowej, sugeruje sie, ze
dotychczas stosowane, tradycyjne metody toksykologiczne moga by¢ niewystarczajagce w
przypadku form nano. W zwiazku z tym poszukuje si¢ nowych metod, lub tez adaptuje juz
istniejgce. Cho¢ zakres wiedzy z dziedziny nanotoksykologii juz jest imponujacy, to jednak
wiele pytan o mechanizmy toksycznosci nanoczastek nadal pozostaje bez odpowiedzi.

W prace skierowane na poszukiwanie niezawodnych metod przewidujacych efekty
toksyczne nanoczastek doskonale wpisuje si¢ przedtozona rozprawa doktorska, ktorej
Autorka przedsigwzigta sobie za cel m.in.: a) opracowanie nowych deskryptorow
strukturalnych odzwierciedlajacych wiasciwosci nanoczastek w zaleznosci od ich wielkosci i
ksztattu, b) zaproponowanie hierarchicznej kombinacji deskryptorow opisujacych strukture
nanoczastek na réznych poziomach ich organizacji (od jonéw i1 pojedynczych czastek do
agregatow) oraz ¢) probe zastosowania metod analizy przyczynowej jako dodatkowych
kryteriow walidacyjnych pomocnych przy interpretacji mechanizméow toksycznosci.
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Rozprawa doktorska mgr Syzochenko to maszynopis napisany w jezyku angielskim
liczacy 64 strony, 126 pozycji piSmiennictwa, z dotagczonymi 4 pracami oryginalnymi (facznie
38 stron), stanowigcymi podstawe przygotowanej rozprawy wraz ze stosownymi deklaracjami
autorki oraz promotora, jak réwniez o$wiadczeniami wspotautorow (tgcznie 15 stron).
Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania (IF) 4 prac badawczych zwigzanych z rozprawa
doktorska jest wysoki 1 wynosi 23.4, przy sumarycznej punktacji MNiSW réwnej 150.

Uktad pracy odbiega od standardowego, niemniej jednak nalezy podkresli¢, iz catos¢
rozprawy ma ukfad przejrzysty i1 logiczny, za$ styl jezykowy nie budzi zastrzezen. We
wstepnym rozdziale podsumowujacym przeprowadzone badania Autorka przedstawia
problematyke zwigzang z réznicami we wlasciwosciach fizyko-chemicznych i biologicznych
pomigdzy formami nano i standardowg substancji, 1 zwigzanych z tym nowych strategiach
testowania i szacowania ryzyka dla form nano. W podrozdziale po$wigconym metodologiom
modelowania QSAR, opisane zostaly m.in. rodzaje stosowanych deskryptorow
molekularnych, kryteria ich selekcji, systemy samouczace si¢ do opisu zaleznosci pomigdzy
wlasciwosciami substancji a ich strukturg, jak réwniez metody walidacji i1 interpretacji modeli
QSAR. Szczegdlng uwage Autorka zwraca na wyzwania 1 perspektywy badan nad
deskryptorami nano-QSAR, opisane w rozprawie w podrozdziale opartym na opublikowane;j
pracy przegladowej w J. Nanotoxicology Nanomedicine w 2016 roku. Podrozdziat ten
zrecznie wprowadza czytelnika w nastgpujacy po nim opis probleméw badawczych, ktore
Autorka zdecydowata si¢ rozwigza¢ w swej rozprawie oraz przy$wiecajace temu gltowne
hipotezy badawcze.

Po tych informacjach wstepnych Autorka przedstawia w kolejnych rozdziatach swe
znakomite osiggni¢cia badawcze, w formie osobnego, zwiezlego podsumowania kazdej z 4
prac oryginalnych. Wsrod tych osiggnie¢ nalezy wymienic:

- opracowanie nowych, teoretycznych deskryptoréw strukturalnych do
modelowania nano-QSAR i ich udane zastosowanie do przewidywania przewodnictwa
cieplnego nanopltynow (J. Phys. Chem. C 2015, 119: 25542-25547). Zastosowany model
wykorzystywat teoretyczne deskryptory modelu ,,ciektej kropli” (LDM) oraz deskryptory
wyprowadzone doswiadczalnie. Niewatpliwag zaleta opracowanych deskryptorow jest to, ze
nie wymagaja ztozonych lub dtugotrwatych obliczen, i maja uzasadnienie we wspotczesnych
teoriach przewodnictwa cieplnego nanoptynows;

- nowatorskie opracowanie panelu deskryptoréow doswiadczalnych (wielkos¢
pojedynczej nanoczastki, po agregacji, oraz punkt zerowy potencjalu zeta) oraz
teoretycznych (opartych na modelu LDM, podejsciu SIRMS, i charakterystyce jonowej z
zastosowaniem teorii wiazan metal-ligand) opisujacych strukture nanoczastek na
réznych poziomach organizacji, do przewidywania cytotoksycznosci nanoczgstek
tlenkow metali. Modele te z powodzeniem zastosowano do analizy poréwnawczej
cytotoksycznosci na komorki bakteryjne E. coli oraz keratynocyty cziowieka HaCaT
(Nanoscale 2014, 6: 13986-13993), jak rowniez na komorki linii wyprowadzonej z nabtonka
phuc cztowieka BEAS-2B i1 komorki linii biataczki monocytarno-makrofagowej myszy RAW
264.7 (RSC Advances 2015, 5: 77739-77745);
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- wykazanie przydatnosci metod analizy przyczynowej do modelowania
biologicznej aktywnosci nanoczastek na przykladzie efektow cytotoksycznych
nanoczastek tlenkéw metali na komoérki ssakéw linii BEAS-2B oraz RAW 264.7 (RSC
Advances 2015, 5: 77739-77745) oraz komorki bakterii E. coli (Nanoscale 2016, 8: 7203-
7208).

Czes¢ opisowa przeprowadzonych badan zamykaja ogolna dyskusja oraz wnioski wraz
z pokrotce nakreslonymi przez Autorke przysztymi kierunkami badan nad modelami nano-
QSAR.

W trakcie analizy przedlozonej rozprawy nasungly mi si¢ nastgpujace
watpliwosci/pytania:

1. Uwaga ogolna: w wielu miejscach Autorka w stosunku do wybranych linii
komoérkowych cztowieka uzywa okreslenia ,,normalne komodrki” w odrdznieniu od
komoérek myszy okre§lanych mianem ,,nowotworowe”. Otdz, nalezy pamigtaé, ze
prawie wszystkie ustalone linie komoérkowe tzw. unie$miertelnione (tj. cechujace si¢
nieograniczonym wzrostem), cho¢ pod wieloma wzgledami maja identyczne cechy z
komorkmi pierwotnymi (izolowanymi bezposrednio z organizmu), to jednak posiadaja
pewne wyjatkowe cechy morofologiczne 1 cytogenetyczne, ktore umozliwiajg taki
nieograniczony wzrost. Dla przykladu, linia HaCaT (od ang. Human adult skin
keratinocytes propagated under low Ca®" conditions and elevated Temperature)
wyprowadzona w specjalnych warunkach hodowlanych, swo¢j stransformowany fenotyp
in vitro zawdzigcza obecnosci okreslonych zmian chromosomowych (aberracji).
Réwniez linia BEAS-2B swdj nieograniczony wzrost zawdzigcza obecnosci w ich
genomie fragmentu DNA hybrydy adenowirusa typ 12 z wirusem SV40 kodujacego
antygen T, ktory ma zdolno$¢ do hamowania aktywnos$ci biatka p53. Dlatego tez,
uogolnianie wnioskow co do efektow toksycznych, oparte na wynikach uzyskanych na
ustalonych liniach, moze niejednokrotnie by¢ obarczone bledem. Dla celow
regulacyjnych najbardziej wartosciowe sa wyniki uzyskiwane na komorkach
pierwotnych.

2. Dobor linii komdrkowych dla opracowania modeli QSAR nie jest dla mnie catkowicie
jasny, mam na mysli porownanie efektow cytotoksycznych nanoczastek na komorkach
bakteryjnych i1 ssakow, w tym komorek od réznych gatunkéw (cztowiek vs. mysz) oraz
o diametralnie r6znych fenotypach (komorki nablonkowe vs. makrofagi), co wigze si¢
rowniez z zasadniczymi réznicami w skladzie podtéz hodowlanych, mechanizmach
internalizacji nanoczastek, itp. Jakimi kryteriami kierowata si¢ Doktorantka przy
wyborze typow komorek do swych badan?

3. Czy Doktorankta brala pod uwage przy opracowywaniu swych modeli QSAR
mozliwo$¢ rozwoju efektu cytostatycznego (hamowanie proliferacji komoérek), a moze
nawet cytotoksycznego (powodujacego $mieré¢ komorek), spowodowanego
mechanizmami pozakomérkowymi, np. wynikajagcymi z wigzania si¢ roéznych
czynnikbw wzrostowych, niezbednych do rozwoju komorek, do powierzchni
nanoczastek (tworzenie korony biatkowej), szczegdlnie po zastosowaniu wysokich
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stezen nanoczastek? W mojej opinii, modelowanie oddzialywan nanoczastek ze

sktadnikami podloza hodowalnego w ukladach bezkomoérkowych moze wnie$¢ wiele

cennych informacji o potencjalnych efektach cytotoksycznych.

4. Ze wzgledu na specyfike badan nanotoksykologicznych postuluje si¢ aby ste¢zenia
nanoczastek wyrazaé nie tylko w jednostkach masowych (np. pg/ml), ale takze innych
np. w postaci masy lub liczby nanoczastek w przeliczeniu na cm’® naczynia
hodowlanego. Czy Doktorantka podejmowata proby opracowania swych modeli QSAR
stosujac jednostki metryczne dla EC50, inne anizeli masowe?

Przy tak skomplikowanym opracowaniu jakie przygotowata Doktorantka, niezwykle trudno
jest ustrzec si¢ pewnych bledow w tekscie. Z obowigzku recenzenta przedstawiam ponizej
takie btedy, ktore napotkalem podczas lektury rozprawy:

- strona 30, Figure 3. Example of TiO, labeling — rysunek bt¢dnie przedstawia Ti,O

zamiast TiO;;

- strona 44, numeracja rysunkow wydaje si¢ nieprawidtowa (jest: Figure 6., powinno

by¢: Figure 11.);

- strona 25544 w oryginalnej publikacji J. Phys. Chem. C 2015 — rownanie nr 2 1 3 jest

nieprawidtowe;

- strona 13988 w oryginalnej publikacji Nanoscale 2014 — Figure 1. jest: example of

TiO,, powinno by¢: example of Al,Os;

- strona 13991 w oryginalnej publikacji Nanoscale 2014 — pierwszy akapit od gory —

wielko$¢ komorek podana jest blednie w nm, zamiast w um.

Wyzej wymienione uwagi i niedociggnigecia w zaden sposob nie przestaniajg znaczacej
warto$ci naukowej rozprawy oraz znakomitego przygotowania Doktorantki. Podsumowujac
przedtozong rozprawe stwierdzam, ze Autorka uzyskata niezwykle ciekawe 1 uzyteczne
wyniki, ktére z calg pewnos$cig zostang wykorzystane przy doskonaleniu modeli nano-QSAR.
Moze to mie¢ nie tylko wartosci naukowo-poznawcze (w kategorii poznawania
mechanizméw toksyczno$ci nanoczastek), ale takze bardziej wymierne, finansowe
(zastgpowanie uktadow badawczych in vivo, szybszymi i tanszymi metodami in silico). W
realizacji swych prac Doktorantka, poza rozleglta wiedza z zakresu chemii obliczeniowe;,
wykazata si¢ duza biegloscia w postugiwaniu si¢ specjalistycznym oprogramowaniem
komputerowym do QSAR oraz znajomoscig metod statystycznych. Analiza dotychczasowe;
kariery oraz dorobku publikacyjnego Doktorantki dodatkowo potwierdza Jej znakomity
warsztat naukowy 1 uzasadniania Jej starania o nadanie stopnia naukowego doktora.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki okre§lone w art. 13
Ustawy z 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki, dlatego przedktadam wniosek do Rady Naukowej Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr. Natalii Syzochenko do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Jednocze$nie biorgc pod uwage wysoka jako$¢ i1 nowatorski
charakter badan Doktorantki wnosze do Wysokiej Rady o wyrdznienie jej rozprawy
doktorskie;j.
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