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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Elzbiety Gumieniczek-Chlopek
»Nanokapsuly polimerowe z magnetycznym rdzeniem do zastosowan biomedycznych”

Recenzowana rozprawa doktorska powstata pod opieka pana prof. dr. hab. Czestawa
Kapusty w Katedrze Fizyki Ciata Stalego Wydzialu Fizyki i Informatyki Stosowanej
Akademii Gérniczo-Hutniczej oraz pana prof. dr. hab. Szczepana Zapotocznego w Zakladzie
Chemii Fizycznej i Elektrochemii Wydzialu Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego. Praca ma
charakter interdyscyplinarny i obejmuje bania z zakresu nauk fizycznych, chemicznych oraz
biologicznych. Jej celem bylo otrzymanie oraz scharakteryzowanie nos$nikéw w postaci
biopolimerowych kapsut przeznaczonych do celowanego oraz magnetycznie kontrolowanego
dostarczania substancji biologicznie aktywnych. Podjg¢ta przez Doktorantke tematyka jest
bardzo wazna i ciekawa zar6wno z poznawczego, jak i praktycznego punktu widzenia.
Rozprawa powstata dzigki wsparciu finansowemu w ramach Programu Operacyjnego Wiedza
Edukacja Rozw¢j oraz grantu dziekanskiego Wydziatu Fizyki i Informatyki Stosowanej
AGH. Czg$¢ badan zostala sfinansowana z programu ,,Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia
Badawcza” w AGH. Uzyskane rezultaty zostaly przedstawione w trzech artykutach
opublikowanych w czasopismach z listy filadelfijskiej. Wyniki pracy doktorskiej zostaty
réwniez zaprezentowane w formie plakatow na 5 konferencjach krajowych i 4 konferencjach
migdzynarodowych oraz w formie referatu na jednej konferencji krajowej. Doktorantka
odbyta krotki staz naukowy w Instytucie Nanonauki w Saragossie, Hiszpania.

Dysertacja ma posta¢ 139 stronnicowej monografii, wlaczajac w to streszczenie w
jezyku polskim i angielskim, bibliografig, spis rysunkdéw i tabel oraz opis dorobku naukowego
Doktorantki. Streszczenie zawiera jasno sprecyzowany cel pracy oraz hipoteze badawcza.
,Czes$C literaturowa” skladajgca sie czterech rozdzialéw stanowi dla czytelnika bardzo dobre
wprowadzenie do zagadnien zwigzanych z przedmiotem rozprawy. Praca rozpoczyna si¢
krétkim wprowadzeniem do tematyki polimeréw. Nastepnie zaprezentowane zostaty
podstawowe wlasnosci fizyczne nanoczastek magnetycznych tlenkéw zelaza, metody ich
otrzymywania oraz zastosowania nanoczastek w biomedycynie. W dwoch ostatnich
rozdzialach czesci literaturowej omoéwiono zagadnienia zwigzane z nos$nikami  do
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celowanego i kontrolowanego uwalniania substancji biologicznie czynnych. Szczeg6lna
uwage Autorka poswiecita uktadom sterowanym zewngtrznym polem magnetycznym.
Najwazniejszg czescig rozprawy jest bez watpienia ,,Cz¢$¢ doswiadczalna” sktadajgca
sie z czterech rozdziatéw, w ktérych Doktorantka prezentuje wykonane w ramach pracy
doktorskiej badania. Przeprowadzone prace obejmowaty syntez¢ zwigzkow oraz nanoczastek
magnetycznych niezbednych do wytworzenia kapsul polimerowych opartych na ciektych
olejowych rdzeniach z enkapsulowanymi nanoczgsteczkami magnetycznymi, szczegdtows
charakterystyke fizykochemiczng otrzymanych materiatdw oraz badania komoérkowe. W
pierwszej kolejnosci zostala wykonana dwuetapowa modyfikacja chitozanu polegajaca na
przytaczeniu grup kationowych oraz hydrofobowych fancuchéw n-dodecylowych. Stopien
podstawienia chitozanu grupami aminowymi odpowiadajacymi za kationowy charakter
zwiazku zostal wyznaczony za pomocg miareczkowania konduktometrycznego natomiast
stopien podstawienia grupami hydrofobowymi okreslono na podstawie analizy intensywnosci
sygnatow w widmie '"HNMR. Otrzymane produkty zostaly wykorzystane do przygotowania
kationowych kapsul opartych na olejowych cieklych rdzeniach z enkapsulowanymi
nanoczasteczkami magnetycznymi. W celu uzyskania kapsut wykazujgcych ujemny tadunek
powierzchniowy przeprowadzono anionowa modyfikacje chitozanu poprzez przylaczenie
grup sulfaminowych. Poprawno$¢ syntezy zostala potwierdzona za pomocg spektroskopii w
podczerwieni (FTIR), z kolei stopien podstawienia chitozanu grupami anionowymi
wyznaczono na podstawie analizy elementarnej. Ostatnim elementem prac z zakresu syntez
bylo otrzymanie nanoczastek tlenkow zelaza z powtoka hydrofobowa. Uzyskane nanoczastki
zostaly poddane szczegblowej charakterystyce fizykochemicznej szeregiem metod
eksperymentalnych. Obrazowanie przy uzyciu skaningowo-transmisyjnego mikroskopu
elektronowego wykazato, ze nanoczastki maja ksztalt sferyczny a ich $redni rozmiar wynosi
15 nm. Odlozenie si¢ warstwy kwasu oleinowego na powierzchni nanoczastek potwierdzito
wystepowanie pasma chelatowego w widmie FTIR oraz analiza termiczna TGA-DSC. Na
podstawie badan strukturalnych przy pomocy rentgenowskiej dyfraktometrii proszkowe;j
(XRD) wywnioskowano, ze rdzen otrzymanych nanoczgstek stanowi wurstyt, natomiast
powloka utworzona jest z innej fazy tlenku zelaza. Analiza widm moessbauerowskich
zmierzonych w réznych temperaturach doprowadzita do wniosku, ze drugg obecng w
nanoczastkach fazg tlenku zelaza jest maghemit. Superparamagnetyczne wiasciwosci
nanoczgstek w temperaturze pokojowej zostaly potwierdzone zaréwno przez badania
moessbauerowskie jak i pomiary przy uzyciu magnetometru. Kolejnym etapem badan byta
optymalizacja procesu otrzymywania kationowych i anionowych kapsut polimerowych
opartych na cieklych rdzeniach olejowych tak, aby otrzyma¢ stabilne nosniki o odpowiednim
rozmiarze, posiadajace w swoim rdzeniu jak najwicksze stezenie nanoczastek
magnetycznych. Kapsuly o dodatnim fadunku powierzchniowym zostaly otrzymane w
oparciu o zjawisko samoorganizacji amfifilowych polimeréw szczepionych natomiast uktady
posiadajace ujemny tadunek powierzchniowy uzyskano poprzez natozenie na powierzchnie
kapsut kationowych warstwy chitozanu zmodyfikowanego grupami anionowymi. Uzyskane
uktady charakteryzuja sie duza stabilnoscig. Srednie wielkosci $rednic hydrodynamicznych
kapsut kationowych mierzonych w ciagu 48 tygodni miescity si¢ w zakresie 140 nm — 170 nm
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a w przypadku kapsul anionowych wynosity 140 nm — 230 nm. Natomiast warto$¢ potencjatu
dzeta wahata si¢ w granicach 30 i 40 mV dla uktadéw kationowych oraz -35 do -45 mV dla
uktadow anionowych. Obecno$¢ nanoczastek magnetycznych we wnetrzu nosnikow
potwierdzity zdjecia cryo-TEM oraz zdjecia wykonane mikroskopem konfokalnym dla
probek posiadajacych dodatkowo w olejowym rdzeniu hydrofobowym barwnik
fluorescencyjny. Ostatni etap prac miat na celu zweryfikowanie aplikacyjnego potencjatu
wytworzonych kapsut. Na podstawie tekstu cytotoksycznosci kapsut o dodatnim i ujemnym
fadunku powierzchniowym wzgledem komorek nowotworowych linii 4T1 wybrano stezenie
nie powodujace negatywnej odpowiedzi komodrkowej. Nastepnie wykonano eksperymenty
majace na celu sterowanie no$nikami do wnetrza komoérek nowotworowych zewnetrznym
stalym polem magnetycznym pochodzacym z magnesu neodymowego. Uzyskane rezultaty
dowodza, ze zastosowanie statego pola magnetycznego wspomaga proces wnikania kapsut do
wnetrza komoérek. Z kolei uzycie zmiennego pola magnetycznego skutkuje zwigkszeniem
efektywnosci przechodzenia kapsut kationowych przez blong komoérkowa a w przypadku
kapsut anionowych prowadzi do uwolnienia enkapsulowanej substancji we wnetrzu komorki.

Rozprawa mgr Elzbiety Gumieniczek-Chlopek jest zredagowana w sposéb przejrzysty
1 staranny. Z obowiazku recenzenta zebratam pewne niescistosci na ktore natrafitam podczas
lektury pracy doktorskiej

-str. 13, ,,GMR - sensor magnetorezystywny .... ,powinno by¢ ,gigantyczny
magnetoopdr”

- str. 14, ,,ZFC — krzywa podatnosci magnetycznej w funkcji temperatury mierzona w
warunkach grzania w statym zewngtrzym polu megnetycznym uprzednio schtodzonej probki”
powinno by¢ ,.krzywa podatnosci magnetycznej zmierzona podczas ogrzewania po uprzednim
schtodzeniu prébki w zerowym polu magnetycznym”

-str. 16, ,,przy réznych temperaturach” zamiast ,,w réoznych temperaturach”.

- str. 62 odpowiedni mechanizm uwalniania moze zosta¢ zainicjowany przez rozne
zjawiska fizykochemiczne” powinno by¢ ,,rézne czynniki zewnegtrzne”

-str. 80, Rysunek 26, powinno byé¢ ,wzrost krysztatu” zamiast ,krystalizacja”.
Brakuje rowniez w tekscie komentarza informujacego dlaczego rozdzielenie etapu nukleacji i
wzrostu krysztatu odgrywa istotng rolg w przeprowadzonej syntezie nanoczastek tlenkow
zelaza,

- str. 82 ,,uktady posiadajgcy ujemny” zamiast ,,posiadajgce”

- str. 104, ,,Analogiczne pomiary wykonano dla kapsut kationowych” powinno by¢
»anionowych” ,

- numeracja podrozdziatéw w rozdziale 2 cze¢sci literaturowej jest nieckonsekwentna.

W rozprawie zabrakio w mojej opinii réwniez informacji o wktadzie Doktorantki w realizacje
poszczegblnych badan. W zwigzku z tym chciatabym prosi¢ Doktorantke o krétkie
wyjasnienie tej kwestii podczas obrony.

Powyzsze wuwagi krytyczne nie umniejszaja mojej bardzo wysokiej oceny
przedstawionej pracy.
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Na zakonczenie chciatam podkresli¢, ze rozprawa pani mgr Elzbiety Gumieniczek-
Chilopek zawiera bogaty i oryginalny material doswiadczalny. Wyniki badan przedstawione w
rozprawie pokazujg, ze Autorce udalo si¢ uzyskaé bardzo obiecujagce w kontek$cie terapii
celowanych noéniki sterowane zewnetrznym polem magnetycznym. Na uwage zastuguje fakt,
iz realizacja tematu niemniejszej pracy doktorskiej byla zadaniem bardzo ambitnym,
wymagata opanowania szeregu metod syntez chemicznych oraz duzej liczby
eksperymentalnych metod fizykochemicznych i metodyki badan biologicznych. Uwazam, ze
przestana do recenzji rozprawa czyni za do$¢ wymogom stawianym pracg doktorskim. Z
pelnym przekonaniem kieruj¢ wniosek do Rady Dyscypliny Nauk Fizycznych Akademii
Gorniczo-Hutniczej im. Stanistawa Staszica w Krakowie o dopuszczenie pani mgr Elzbiety
Gumieniczek-Chtopek do dalszych etapdw postepowania doktorskiego.
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