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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pani mgr Elzbiety Gumieniczek-Chlopek
pt. ,Nanokapsuly polimerowe z magnetycznym rdzeniem
do zastosowan biomedycznych”

Praca doktorska Pani mgr Elzbiety Gumieniczek-Chlopek zostata
wykonana w Katedrze Fizyki Ciata Stalego Wydziatu Fizyki i Informatyki
Stosowanej Akademii Gérniczo-Hutniczej im. Stanistawa Staszica
w Krakowie pod kierunkiem prof. dr hab. Czestawa Kapusty i Zaktadzie
Chemii Fizycznej i Elektrochemii Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Jagiellonskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Szczepana Zapotocznego.

Doktorantka postawila sobie ambitny cel, polegajacy na opracowaniu

nowych nos$nikéw polimerowych 2z cieklym rdzeniem olejowym
do enkapsulacji paramagnetycznych nanoczastkek tlenku zelaza, o duzym
potencjale poznawczym i aplikacyjnym. Cel badan zostat zrealizowany dzieki
zastosowaniu nowoczesnej metodyki badawczej, tj. technik emulsyfikacji
oraz selektywnej adsorpcji nastepczej polielektrolitow o zmiennym tadunku
w postaci nowych pochodnych chitozanu, pelniacych zaréwno funkcje
Aspekt praktycznego zastosowania

emulgujace, jak 1 stabilizujace.

otrzymanych ukladéow w potencjalnej terapii sterowanej polem

magnetycznym zostat udowodniony dzigki badaniom in vitro na modelowych
komoérkach nowotworowych pochodzacych z mysiego gruczotu sutkowego.
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Strona redakcyjna

Oceniana dysertacja przygotowana jest wedlug tradycyjnych zasad
przyjetych dla prac doktorskich na stopien naukowy doktora w zakresie
nauk eksperymentalnych i ma charakter klasycznej rozprawy doktorskie;j
z podzialem na dwie czeSci: teoretycznag (literaturowa) i badawcza
(doswiadczalna). Rozprawa napisana jest w jezyku polskim i obejmuje

tacznie 139 stron. Poprzedzaja je spis tresci, uzyteczny wykaz
najwazniejszych skrétow stosowanych w dysertacji, streszczenia w jezyku
polskim oraz angielskim oraz bardzo pomocny wstep, ktéory wprowadza

w zakres tematyczny pracy i pozwala na zdefiniowanie celu badan.

W pierwszym, 5-cio stronicowym rozdziale czeSci teoretycznej,
Doktorantka przedstawita przeglad literaturowy odnos$nie bardzo ogélnej
charakterystyki polimeréw i ich zastosowan biomedycznych. Kolejny,
bardziej obszerny 22-stronicowy rozdziat dotyczy nanoczastek, ich definicji
1 klasyfikacji, w duze] mierze skupiajac si¢ na paramagnetycznych
tlenku
nanoparticles, SPIONs) odnosnie ich struktury, wlasciwosci, preparatyki

nanoczastkach zelaza (ang. superparamagnetic iron oxide
1 zastosowan biomedycznych. Nastepnie Pani mgr Gumieniczek-Chtopek
przeszta do opisu uktadow przeznaczonych do kontrolowanego dostarczania
1 uwalniania zwigzkéw biologicznie czynnych (10 stron) indukowanym
polem magnetycznym. Ostatni, czwarty rozdzial czeSci teoretycznej
obejmuje S5 stron i dotyczy magnetycznego wspomagania ukladow

do celowanego i kontrolowanego uwalniania.

W czesSci doswiadczalnej przedstawiony zostal bardzo uzyteczny
schemat ilustrujacy poszczegolne etapy badawcze. Nastepnie Doktorantka
opisala stosowane odczynniki oraz linie komoérkowa (4T1). Kolejnym
elementem rozprawy sa metody badawcze i aparatura stosowana podczas
przeprowadzonych prac doswiadczalnych. Najbardziej spojny Rozdziat 4
zawiera wyniki badan i ich dyskusje z podzialem na: charakterystyke
chemicznag zmodyfikowanych pochodnych chitozanu (4.1); charakterystyke
fizykochemiczna  otrzymanych nanoczastek magnetycznych (4.2);
charakterystyke fizykochemiczna kapsul polielektrolitowych pokrytych
warstwami zmodyfikowanego chitozanu i zaladowanych nanoczastkami

magnetycznymi oraz badania biologiczne in vitro na komoérkach 4T1 (4.4).

Warto podkreslic, ze kazdy podrozdziat w tej czesci zamyka bardzo pomocne
i dobrze napisane, krotkie podsumowanie otrzymanych wynikow.
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Czes¢ doswiadczalng konczy niemal dwustronicowe podsumowanie i wazne
dla pracy wnioski. Dopelnieniem rozprawy jest bibliografia obejmujaca 149
pozycji literaturowych, wykaz rysunkow i tabel zawartych w pracy.

Wartosé merytoryczna i uzytkowa

Praca badawcza Pani mgr Elzbiety Gumieniczek-Chlopek wpisuje
sie¢ w obszar najnowszych trendéw badawczych z pograniczna fizykochemii
polimeréw i uktadéw koloidalnych oraz nanomedycyny i farmagji,
realizowanych w renomowanych osrodkach naukowych w Polsce i na
Swiecie, ukierunkowanych na projektowanie i otrzymywanie nowych
snteligentnych”

platform nosnikowych 2z magnetycznym rdzeniem

przeznaczonych do aplikacji farmaceutycznych 1 biomedycznych.
Przedmiotem przedlozonej do oceny dysertacji sa zagadnienia zwigzane
z odpowiednia modyfikacja chitozanu jako gléwnego komponentu kapsut
polimerowych z cieklym olejowym rdzeniem, zatadowanych nanoczastkami
magentycznymi, otrzymywanych przy zastosowaniu techniki adsorpcji
nastepczej polielektrolitow (ang. layer-by-layer, LbL) oraz ocena odpowiedzi
biologicznej komérek nowotworowych 4T1 pochodzacych z mysiego gruczotu

sutkowego na terapie sterowana polem magnetycznym.

We wprowadzeniu (wstepie) Doktorantka zarysowuje motywacje do
podjecia tej interesujacej tematyki badawczej, formutuje gléwna hipoteze
badawcza wskazujaca na istotne znaczenie uzytkowe otrzymanych wynikow
w potencjalnej przeciwnowotworowej terapii sterowanej. Ten fragment
zapowiada rowniez ciekawa prace badawcza o duzym potencjale naukowym
1 rozwojowym w dziedzinie nauk chemicznych i fizycznych.

Czes¢ teoretyczna dysertacji liczaca 45 stron, wsparta 121
odnosnikami literaturowymi, napisana jest bardzo ogélnie, z krotkim
popularnonaukowym wprowadzeniem do kazdego rozdzialu. Rozdzial 1
dotyczacy polimeréw zostal potraktowany dos¢ powierzchownie, zwlaszcza
odnos$nie zastosowan biomedycznych chitozanu w procesie otrzymywania
kapsul polimerowych. Tutaj mozna by oczekiwaé szerszego, krytycznego
przegladu prac 1 duzej zbiorczej tabeli, ktora w przejrzysty sposob
pokazywalaby potencjal badawczy stosowanego polimeru, ale rowniez jego
ograniczenia (1). Takie omoéwienie stanowiloby dobry punkt wyjscia
do potrzeby modyfikacji struktury tego zwiazku i baze do dyskusji wynikow
uzyskanych przez Doktorantke. W opinii Recenzentki, przeglqdowej tabeli
o

zabralklo réwniez w Rozdziale 3, gdzie w sposob dosé nieuporzadkowany

zostaty opisane ukiady nosnikowe stosowane w terapiach sterowanych
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polem magnetycznym (2). W tym przypadku brak zbiorczej tabeli, ktéra
stanowilaby zestawienie najwazniejszych, obecnych w literaturze lub
badaniach klinicznjrch nos$nikéw magnetycznych wraz z ich komponentami,
zaladowanymi zwigzkami aktywnym, prezentujac ich zalety i ograniczenia
oraz uwypuklajac nowos¢ naukows pracy, jest dos¢ zaskakujaca.
Najwiekszym niedopatrzeniem czesci teoretycznej jest bez watpienia
luka w zdefiniowaniu 1 starannej charakterystyce kapsul/nosnikow

z cieklym rdzeniem olejowym otrzymywanych za pomoca techniki
selektywnej adsorpcji nastepczej polielektrolitéw o przecuvnym laduniu,
potocznie nazywanej metoda ,,warstwa po warstwie” (LbL) (3). Technika LbL
jest stosowana przez Doktorantke do otrzymywania kapsul polimerowych
1 powinna zostal starannie opisana, zilustrowana i1 réwniez opatrzona
stosowana tabela w osobnym podrozdziale, aby pokazaé nowoS¢ swojego
pionierskiego podejscia, tj. zastgpienie tradycyjnych surfaktantow
amfililowymi kopolimerami. Pobiezny i dos¢ niespéjny opis na stronach 57
1 58 niniejszej dysertacji jest w ocenie Recenzentki niewystarczajacy.

Czes¢ doswiadczalna rozpoczyna krotki Rozdziat 1 zatytulowany
»Zakres przeprowadzonych prac” dopelniony bardzo pomocnym schematem
ilustrujacym etapy przeprowadzonych eksperymentéow badawczych.
W ocenie Recenzentki, w/ w rozdzial powinien nosic tytut , Cel badan i zakres
przeprowadzonych prac” oraz zostac poszerzony i uzupelniony o szczegoélowo
wyznaczone cele 1 hipotezy badcawcze, do zrealizowania i udowodnienia

w wyniku przeprowadzonych przez Doltorantke elksperymentow (4.).

Kolejny rozdzial dotyczy opisu stosowanych odczynnikéw, metod
badawczych i1 aparatury. Warto podkreslic, ze Doktorantka zadbala
o okreslenie czystosci chemicznej stosowanych do badan odczynnikéow,
szkoda tylko, ze wykaz nie jest uszeregowany alfabetycznie a cze$¢ opisu
podano w jezyku angielskim (np. ,deacetylation degree”, ,for microscopy”
czy ,gold label”). W ocenie Recenzentki metody badawcze opisane
w podrozdziale 2.2. zostaly przedstawione skrétowo, bez uzasadnienia
wyboru danej techniki, wyjasnienia szczegdlowo opisanych warunkow
pomiaréw i metod przygotowania probek (5). Pewne zastrzezenia budzi
rowniez kolejny rozdzial czesci doswiadczalnej tj. Rozdzial 3, ktéry zawiera
opis syntez odnoszacych sie do modyfikacji chemicznych chitozanu (6).
Zastanawiajacym jest fakt, zZe nie pokazano tutaj schematycznie nawet
Jjednej reakceji chemicznej, a jedynie dwa rysunki o dosé slabej rozdzielczosct
ze wzorami strukturalnymi otrzymanych produktow, tj. kationowa pochodna
chitozanu zmodyfikowang chlorkiem glicydylotrimetyloamoniowym (GTMAC)

1 hydrofobwo grupami n-dodecylowymi (Rysunelk 24) oraz anionowq

4
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pochodna chitozanu zmodyfikowana grupami sulfaminowymi (Rysunek 25).
Niepelne saq réwniez opisy syntez kapsul (podrozdziaty 3.3-3.6). Nie
wystarczajacy jest opis kolejnego etapu charakterystyki fizykochemicznej,
tak jak wyczerpujaco opisano to dla syntezy SPIONs z powloka hydrofobowq
(podrozdzial 3.2) (7). Brakuje réwniez informacji w jaki sposob
przygotowywano kapsuly kontrolne tzw. puste, czyli niezaladowane
nanoczastikami magnetycznymi (£). Z drugiej strony, na podkreslenie
zastluguje szczegb6lowy i satysfakcjonujacy opis eksperymentow dotyczacych

czes$ci biologicznej - podrozdziaty 3.7-3.11.

Ostatni rozdzial obejmujacy wyniki badan i ich dyskusje jest
najbardziej spéjny w calej pracy. W pierwszej czesci Doktorantka dokonuje
charakterystyki otrzymanych pochodnych zmodyfikowanego chemicznie
chitozanu w oparciu o techniki HNMR oraz FT-IR. W opinii Recenzentlki

2y

na Rysunku 33 powinno znalezé sie rowniez widmo substratow,

tj. karboksymetylochitozanu (CMC) oraz kompleksu trojtlenku siarki
z trimetyloaming (TMST), aby faktycznie potwierdzié otrzymanie pozgdanego
produktu — anionowej pochodnej chitozanu, tak jalk zostalo to pokazane
na Rysunku 35 dla czastelk magnetycznych (9). Nastepny rozdzial dotyczy
charakterystyki (m.in. przy zastosowaniu STEM, FT-IR TGA-DC, XRD)
nanoczastek magnetycznych zsyntezowanych dwuetapowo w oparciu
o metode termicznej

dekompozycji organometalicznego prekursora

w obecnosci kwasu oleinowego. W dyskusji wynikéw  otrzymanych
za pomoca STEM oraz podsumowaniu rozdziatu, Doktorantka pisze
o sferycznym ksztalcie otrzymanych nanoczastek i ich Srednim
nanometrycznym rozmiarze rownym 15 nm przy waskim rozkladzie
wielkosci. Jednakze, niewyrazny obraz SPIONs pokazany na Rysunku 34,
wskazuje na dosé liczne agregaty, dlatego trudno jednoznacznie stwierdzic¢
czy otrzymane nanoczaqstki maja ksztalt sferyczny i jaki jest ich faktyczny
rozmiar. W konsekwencji Recenzentce nasuwa sie pytanie, czy wylkonano
pomiar dynamicznego rozpraszania Swiatla badanej dyspersji SPIONSs,
aby okresli¢ srednice hydrodynamiczna i polidyspersyjnosc ukladu (10)?

charakterystyki  kapsul
polielektrolitowych z cieklym rdzeniem olejowym otrzymywanych technika

W  kolejnym  rozdziale  dokonano
emulsyfikacji i LbL. W w/w rozdziale pokazano wykresy wartosci Srednicy
hydrodynamicznej (Du), {-potencjalu oraz obrazy wykonane za pomoca cryo-
TEM 1 mikroskopu konfokalnego. Rozdzial konczy pokazanie krzywej
magnesowania magnetycznych kapsul kationowych w funkcji pola,
w temperaturze 300K (Rysunek 46). Oprocz wspomnianego Rysunku 34,
wyniki zaprezentowane sq w sposob czytelny, pozostaje jednak pewien
niedosyt odnosnie ich poréwnania z literatura przedmiotu (11). Analogiczna
sytuacja ma miejsce w przypadku wynikéw opisanych w ostatnim rozdziale,

5
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gdzie oceniana jest aktywno$¢ biologiczna i1 potencjal aplikacyjny
otrzymanych uktadéw w testach in vitro wobec nowotworowej linii
komorkowej. Badania biologiczne in vitro na komoérkach 4T1 pochodzacych
z mysiego gruczolu sutkowego stanowig bardzo istotny i wartoSciowy
element przedilozonej dysertacji. Doktorantka opisuje w nim ocene
biokompatybilnosci otrzymanych nosnikéw oraz wplyw zewnetrznego pola
magnetycznego na ich internalizacje komérkows oraz uwalnianie zwigzku
aktywnego,
konfokalnego. Na pochwale zasluguja bardzo wnikliwe eksperymenty

ktora zostala zweryfikowana 2za pomoca mikroskopu
badajace wplyw stalego i zmiennego pola magnetycznego na efektywnoscé
wnikania do komoérek kapsul o roznym ladunku z uwzglednieniem
eksperymentéw kontrolnych. Tym bardziej dziwi fakt, ze rowniez w tym
rozdziale nie odniesiono sie do ani jednej pozycji literaturowej. Uwazam,
ze tak wartosciowe wyniki badan stanowia podstawe do przeprowadzenia
bardziej wnikliwej dyskusji i analizy oraz ich konfrontacji z rezultatami

uzyskanymi przez innych autoréw, zgodnie z literaturq przedmiotu (12).

Przedlozona dysertacje konczy bardzo przejrzyste i dobrze napisane
syntetyczne podsumowanie oraz wnioski.

Z obowiazku Recenzentki chciatam pros' Doktorantke o ustosunkowania

C. .;\_,‘LuL. ¢

sie do powyzszych uwag (0z d 1 do 12), ktére nasunely sie

podczas lektury niniejszej dysertacji oraz odpomedm na kilka dodatkowych
pytan (13-

dalszym opracowaniu wynikéw w celu ich potencjalnej publikacji.

20), zachecajacych do dyskusji naukowej i pomocnych przy

Dodatkowe pytania szczegolowe

13. W podrozdziale 3.3.

Dolktorantka zamiesScila informacje, ze synte
kapsut zostala przeprowadzona w oparciu o zmodyfikowanag procedure
opisanag w pracach Szafraniec, J. et al. Polimery 62, 509-515 (2017) oraz
Szafraniec, J et al. Nanoscale 7, 5525-5536 (2015). Na czym polegala
n'y.ody/?kacja tej procedury?

.. Na stronie 69 wkradl sie nieznaczny blad, bo masa molowa chitozanu
zostata podana w kDa. Czy Doktorantka miala na mysli mase molowa
czy czqsteczlkowaq?

15. Dlaczego do procesu syntezy kapsui polielektrolitowych o ujemnym
ladunku site jonowa dla roztworu chitozanu modyfikowanego anionowo
(AChit) stanowil 0,0015 M NaCl a dla tych modyfikowanych kationowo

(CChit-C12) 0,15 M NaCl?
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16. Czy dla otrzymanych ukladow zostal wyznaczony stopien enkapsulacji?
W ocenie Recenzentki w rozdziale 4.3.1. brakuje poréwnawczych widm
spektrofotometrycznych dla wolnych nanoczastek w rozpuszczalniku,
pustych kapsut oraz SPIONs zatadowanych w kapsulach.

17. Na

hydrodynamicznych dla otrzymanych kapsut zmierzone technilkq DLS.

rysunkach 42 oraz 43 pokazano  wartosci  Srednic
Czy sq to Srednie wartosci tzw. (Z-ave), czy tez konkretne wartosci Dy
po intensywnosct lub po liczbie?

18. Na Rysunku 44 zobrazowano pojedyncze kapsuly otrzymane przy
pomocy cryo-TEM. W zwiqzku z tym trudno ocenic¢ polidyspersyjnosé
otrzymanych ukiadow. Czy udalo sie zaobserwowaé wiekszaq populacje
kapsul na zdjeciach cryo-TEM lub STEM?

19. Czy test cytotoksycznosci zostal przeprowadzony rowniez dla kontroli
pozytywnej (wolne nanoczastki magnetyczne np. w DMSO) oraz
negatywnej (puste/niezatadowane kapsuly)? W jakim celu do wolnych
komorelk byl dodawany wylacznie NaCl w objetosci 0,1 ml?

20. Co oznacza stezenie czynnika? Czy mozna powiqzal ten parametr

ze stopniem enkapsulacji?

Dodatkowe uwagi

Przedlozona praca zawiera wartosciowe wyniki badan o potencjale
badawczym i wnosi element nowosci naukowej, zwlaszcza w zakresie
syntezy nos$nikéw magnetycznych z cieklym rdzeniem otrzymywanych
za pomoca potaczonych techniki selektywnej adsorpcji polielektrolitow
poprzedzonej metoda emulsyjna. Pani mgr Elzbiety Gumieniczek-Chlopek
podjela sie trudnego zadania otrzymania i charakterystyki fizykochemiczne;j
stabilnych uktadéw, ktérych uwalnianie w docelowych komorkach
nowotworowych moze by¢ wspomagane polem magnetycznym.

W mojej ocenie zatozone cele zostaly osiagniete i po wnikliwej analizie
calosci dysertacji nie mam wiekszych zastrzezen do jej strony merytoryczne;.
Jednakze
otrzymanych wynikéw w odniesieniu do najnowszej literatury przedmiotu

roznego typu niedopatrzenia, zwlaszcza brak dyskusji
w podrozdziatach 4.3 i 4.4 nieco rzutuja na jej odbiér. Recenzentka odniosta
wrazenie, ze praca jest jakby niedokonczona a Doktorantce zabrakto rowniez
literaturowego odnosnie

czasu, aby dokona¢ wnikliwego przegladu

podstawowych zagadnien oraz najnowszych osiagnie¢ w zakresie
modyfikowanych pochodnych chitozanu, nos$nikéw z magnetycznym
rdzeniem i techniki LbL, stosujac w zamian ogoélnikowe, czasem nawet

nadmiernie popularnonaukowe sformutowania i opisy.
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Na podkreslenie zastuguje fakt, ze przedstawione wyniki zostaty
czeSciowo opublikowane (badania dotyczace syntezy i charakterystyki
fizykochemiczne] nanokapsul magnetycznych pokrytych hydrofobowsa
modyfikacja kationowej pochodnej chitozanu), w czasopismie Materials
z listy filadelfijskiej (IF2020 = 3,623, 140 pkt MEiN), gdzie Doktorantka jest
pierwszym autorem. Pani mgr Gumieniczek-Chlopek jest réwniez
wspoélautorem jeszcze dwoch innych artykutéw w wysoko punktowanych
czasopismach  naukowych (Nanomaterials oraz  ACS  Applied
Materials & Interfaces). Sumaryczny wspoélczynnik odzialywania (Impact
Factor) wszystkich prac Doktorantki, zgodnie z rokiem opublikowania

wynosi IF =16,415 przy 410 pkt MEiN.

Ponadto Pani mgr Elzbiety Gumieniczek-Chtopek posiada spory dorobek
konferencyjny obejmujacy wystapienia podczas 10 zjazdéw naukowych,
w tym 4 miedzynarodowych. Za bardzo wazny elementem dorobku uwazam
realizacje ponad trzytygodniowego stazu naukowego w Institute of
Nanoscience of Aragon (INA) na Hiszpanskim Uniwersytecie w Saragossie.

Podsumowanie

Biorac pod uwage powyzsze uwazam, ze rozprawa doktorska Pani
mgr Gumieniczek-Chlopek spelnia warunki okreslone w art. 13 ust 1
ustawy o stopniach i tytulach naukowych z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (tj. Dz. U. z 2017 r. poz. 1789) w zwiazku z art. 179 ust. 1
iust. 2 ustawy z dnia 3 lipca 2018r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 30 sierpnia 2018 r. poz. 1669
z pozn. zm.), dlatego wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Fizyczne AGH
0 przyjecie rozprawy i dopuszczenie jej do publicznej obrony.

Z wyrazami szacunku,
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