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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Gabrieli Kani, pod tytulem
""Biokompatybilne, superparamagnetyczne nanoczgstki tlenku zelaza do

zastosowan biomedycznych"

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Gabrieli Kani pod tytulem
"Biokompatybilne, superparamagnetyczne nanoczastki tlenku zelaza do zastosowan
biomedycznych" zostala zrealizowana w Zespole Nanotechnologii Polimerow i
Biomaterialow na Wydziale Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego pod kierunkiem Pani prof.
dr hab. Marii Nowakowskiej.

Praca dotyczy otrzymywania i charakterystyki eksperymentalnej
superparamagnetycznych nanoczastek z tlenku zelaza oraz ich wykorzystania do celow
diagnostycznych, w szczegdlnosci w metodzie MRI oraz obrazowaniu fluorescenciji.
Zastosowanie nanomaterialdbw w medycynie jest niezwykle szybko rozwijang dziedzing
nauki. Nanomateriaty wykorzystywane sg jako no$niki lekéw, materiaty do regeneracji tkanek
oraz srodki poprawiajace kontrast w trojwymiarowych technikach obrazowania takich jak
MRI, CT, SPECT i PET. Tym samym tematyka pracy doktorskiej mgr Kani jest niezwykle
wazna, aktualna i posiada bardzo istotny wymiar aplikacyjny.

Rozprawa liczy 121 stron i sktada si¢ z cze$ci literaturowej, w ktorej omoéwiony zostat
aktualny stan wiedzy w zakresie tematyki poruszanej w pracy oraz cz¢sci badawczej, gdzie
zaprezentowane zostaly oryginalne wyniki badawcze Doktorantki.

Czes$¢ literaturowa jest do$¢ zwiezta i zajmuje 20 stron . Jest ona podzielona jest na
dwa gtowne rozdziaty: krotszy dotyczacy obrazowania metoda MRI oraz dtuzszy dotyczacy

otrzymywania, wlasciwosci i zastosowan nanoczastek superparamagnetycznych.



W rozdziale omawiajacym metode MRI Autorka podaje podstawowe informacje dotyczace
tej metody. W szczego6lnosci omawia mozliwosci obrazowania poszczegdlnych narzadow w
ciele cztowieka oraz zalety i wady metody. Nastepnie dyskutuje, dlaczego w obrazowaniu
MRI stosuje si¢ srodki kontrastujagce. Omoéwienie to jest nieco skrotowo potraktowane -
wiekszo$¢ informacji zawarta jest podpisie do Rys. 1.

W kolejnych podrozdziatach Autorka opisuje rodzaje stosowanych $rodkoéw kontrastujacych,
dzielac je na pozytywne i negatywne. Podaje informacje, ze pozytywne $rodki kontrastujace
skracajg czasy relaksacji protonow Ti, przytacza przyktady zwigzkéw spetiajgcych ten
warunek, w szczegélno$ci omawia zalety i wady stosowania zwigzkoéw gadolinu, w tym
mozliwo$¢ wystepowania powiktan, takich jak nefrogenne wtoknienie uktadowe. Omawiajac
negatywne S$rodki kontrastujagce Autorka wskazuje, ze ich cecha charakterystyczng jest
skracanie czasow relaksacji T, podaje przyktady zwigzkow znajdujacych zastosowanie do ich
wytarzania oraz przyklady produktow komercyjnych. Autorka podkresla tez, ze wada
komercyjnych produktéw, takich jak nanoczastki tlenku zelaza modyfikowe dekstranem, jest
agregacja rdzeni tlenkowych, gdzie "w jednej nanoczastce rozmiarow ok. 150 nm ($rednica
hydrodynamiczna) znajduje si¢ kilka rdzeni wielkosci 5 nm oraz duza ilo$¢ polimeru
scalajaca je w jeden klaster" (str. 31, podpis do Rys. 2). Uwaga jest zapewne stuszna, problem
w tym, ze w ramach realizacji swojej pracy doktorskiej mgr Kania otrzymala bardzo podobne
struktury, gdzie nanoczastki tworzg agregaty polaczone w klaster materiatem polimerowym
(str. 63). Na czym w takim razie polega przewaga otrzymanego materiatu?

Drugi rozdzial cze$ci literaturowej dotyczy kolejno ogolnej charakterystyki
nanoczastek z tlenkow Zelaza, metod otrzymywania, metod stabilizacji nanoczastek i ich
zastosowan medycznych (w tym zastosowan tzw. nanoczgstek wielofunkcyjnych).

Autorka podaje rodzaje materialow tlenkowych z jakich najcze$ciej wytwarzane sa
nanoczastki magnetyczne oraz opisuje zjawisko superparamagnetyzmu. Opis jest w zasadzie
poprawny. Szkoda, ze Autorka nie wspomniala, co dzieje si¢ z czastkami
superparamagnetycznymi ponizej temperatury blokowania.

W podrozdziale 2.1, Doktorantka podaje metody otrzymywania nanoczastek magnetycznych.
Omowienie rozpoczyna od nanoczastek otrzymywanych w wyniku izolacji z bakterii z
rodzaju Magnetospirillum. Nastgpnie wymienia szereg preparatywnych metod chemicznych i
fizycznych oraz prowadzi dyskusje¢ nad zaletami i wadami wybranych w nich. Szerszy opis,
umieszczony jest na koncu rozdzialu i dotyczy omoéwionej na przyktadzie magnetytu metody
wspotstracania z roztworéw wodnych,. W ocenie recenzenta rozdzial 2.1 jest potraktowany

zbyt skrotowo. Dlaczego na poczatku (i do$¢ wyczerpujaco) omawiana jest izolacja z
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mikroorganizmOow, a najistotniejsza z punktu widzenia czeSci badawczej metoda
wspoOtstragcania na samym koncu (i to tez w wersji mocno lakonicznej). Sadze tez, nalezatoby
czytelnikowi przynajmniej w skrécie przyblizy¢é na czym polegaja pozostale metody
otrzymywania nanoczastek.

Kolejny podrozdziat (2.2) omawia metody stabilizacji nanoczastek superparamagnetycznych.
Autorka dzieli rodzaje stabilizacji nanokoloidow na elektrostatyczne oraz steryczne, a same
stabilizatory na nieorganiczne i1 organiczne, omawiajac bardziej szczegétowo w tym
kontekscie chitozan 1 jego pochodne. Dyskusyjne jest umieszczenie w tym rozdziale
informacji o magnetosomach oraz magnetycznych polimerosomach. W ocenie recenzenta
struktury takie zashuguja raczej na osobny rozdziat.

Nastepny podrozdziat (2.3) traktuje o zastosowaniach nanoczastek superparamagnetycznych.
Doktorantka opisuje warunki jakie powinny speinia¢ nanoczastki, aby mogly znalezé
zastosowania medyczne, a nastgpnie omawia poszczegolne pola zastosowan. Nanoczastki
moga by¢é wykorzystywane jako negatywne $rodki kontrastujace w metodzie MRI, jako
no$niki lekow oraz kwaséw nukleinowych, w terapii hipertermicznej, obrazowaniu komorek
oraz inzynierii tkankowej.

Ostatni podrozdziat czgséci literaturowej (2.4) jest w porOdwnaniu z poprzednimi dosé
rozbudowany i dotyczy tzw. nanoczastek wielofunkcyjnych. Doktorantka podaje liczne
przyktady funkcjonalizacji nanoczastek pozwalajace na ich wykorzystanie do jednoczesnego
obrazowania co najmniej dwiema technikami. W tym kontekscie wymieniane sg m.in. metody
obrazowania fluorescencji, pozytonowej tomografii emisyjnej, tomografii emisyjnej
pojedynczych fotondw, ultrasonografii i innych. Nieco dziwi brak na tej liscie tomografii
komputerowej, ktora jest jedng z najpowszechniejszych metod tréjwymiarowego obrazowania
medycznego.

Cze$¢ literaturowa pracy doktorskiej mgr Kani sprawia dobre wrazenie. Oczywiscie
jak zawsze dyskusyjne jest to, czy wszystko si¢ w niej znalazto. Nie ma tu jednoznacznych
wskazowek, cho¢ wydaje si¢ rozsagdnym przyjecie, ze czesé literaturowa powinna zawieraé
takie informacje, aby osoba niebgdaca specjalista mogla w stopniu podstawowym zrozumieé
czes¢ badawcza pracy. Je§li przyja¢ takie kryterium, wydaje si¢, ze w przegladzie
literaturowym zabraklo oméwienia podstaw fizycznych zjawiska rezonansu magnetycznego,
zasady metody MRI oraz bardziej szczegdtowej dyskusji przyczyn fizycznych, dla ktorych
nanoczastki superparamagnetyczne skracajg czasy relaksacji T,. Przydatne byloby rowniez
omoOwienie jaki jest typowy los nanoczastek po podaniu dozylnym, w jakich narzadach sie

najczesciej akumulujg oraz jakie wywoluje to efekty niepozadane.



Cze¢s$¢ badawcza rozprawy doktorskiej liczy 48 stron i sktada si¢ z dwoch glownych
rozdzialow, w ktorych omowione zostalty wyniki badan nanoczastek odpowiednio tworzacych
klastery oraz umieszczonych w polimerosomach. Uktad czgéci badawczej nie jest w pelni
klasyczny. Kazdy z dwoch rozdzialow tworzy w pewnym sensie odrebna catos¢, w kazdym z
nich osobno opisywane sg stosowane materialy, aparatura, wreszcie wyniki 1 ich dyskusja. W
ocenie recenzenta taki uktad pracy jest niezbyt korzystny, a wynika on najprawdopodobniej z
tego, ze wyniki badawcze zostaly uprzednio opisane w dwodch artykutach (w Journal of
Nanoparticle Research i Journal of Materials Chemistry B), i uktad tresci w duzym stopniu
powiela ten z publikacji. Nalezato raczej cato$ci wynikow nada¢ nowg strukture, tak aby
stanowily w miar¢ mozliwos$ci spdjng catosc.

W rozdziale 3.1 opisywane sa materialy stosowane w pracy eksperymentalnej (dla
nanoczastek modyfikowanych chitozanem). Bez watpienia lista uzytych odczynnikow nie jest
kompletna, wilasciwie praktycznie wcale nie sg uwzglednione odczynniki stosowane w
eksperymentach biologicznych (informacja o nich pojawia si¢ za to w opisie aparatury). Opis
syntezy pochodnych chitozanu (podrozdziat 3.1.1) nie budzi zastrzezen, ewentualnie Autorka
mogla zamie$cié¢ reprezentatywne widma "H NMR otrzymanych zwiazkéw, w celu ilustracji
sposobu wyznaczania stopnia podstawienia. Kolejny podrozdziat (3.2) opisuje aparature i
metody doswiadczalne, po czym Autorka ponownie powraca do omawiania procedur
syntetycznych, tym razem syntezy nanoczastek 1 modyfikacji ich powierzchni. W opisie
otrzymywania nanoczastek pokrytych kationowa pochodng chitozanu wspomniane jest (str.
59), ze stosowane sg dwa rozne stgzenia tego polimeru (1 lub 3 g/l), ale jak si¢ wydaje wyniki
dotyczace charakterystyki otrzymanych nanoczastek przedstawiane sg w dalszej kolejnosci
tylko dla nizszego st¢zenia. Dlaczego? Jak dalsze zmniejszenie st¢zenia chitozanu (np. 0.5
g/l) wplynie na wlasciwosci otrzymanego produktu; czy mozliwe jest otrzymanie
nanoczastek, ktore nie grupuja si¢ w klastery? Autorka powinna tez wyjasni¢, czemu nie
stosuje anionowe] pochodnej chitozanu bezposrednio w trakcie wspotstragcania nanoczastek.
W opisie funkcjonalizacji powierzchni nanoczastek barwnikiem Alexa Fluor 647 zabrakto
krotkiego wyjasnienia, jakiego rodzaju wigzanie tworzy si¢ podczas tego procesu.

W  rozdziale 3.5 przedstawione zostalty wyniki dotyczace charakterystyki
fizykochemicznej nanoczastek. W pierwszym rzedzie omowiono pomiary potencjatu zeta dla
trzech roznych typéw nanoczastek. Wyniki te potwierdzaja modyfikacje odpowiednio
polimerem (kationowym, anionowym) oraz barwnikiem. Wyniki TEM pokazuja obecnosé¢
nanoczastek o rozmiarach ok. 11 nm, przy czym struktury modyfikowane anionowa forma

chitozanu s3 nieco mniejsze. Autorka tlumaczy to w nastgpujacy sposob: "Réznica wynika z
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jakosci zdje¢, na ktorych dokonywano zliczen, gdyz na zdjgciach wysokorozdzielczych
(lepszej jakosci) pracowano w przypadku SPION-CCh, a na tych w jasnym polu w przypadku
SPION-ACh." Dlaczeg6z Autorka nie przeprowadzita pomiaréw w tych samych warunkach?
Na podstawie pomiarow termograwimetrycznych Autorka szacuje zawarto$¢ procentowsq
sktadnikow organicznych zaktadajac, ze ulegaja one catkowitej dekompozycji pod wptywem
temperatury. Z termogramu na Rys. 13 wynika jednak, ze nie zostata osiggnieta stata masa, a
wigc nie caly material organiczny zostat rozlozony. Tym samym wyznaczona zawarto$¢
sktadnikow organicznych w prébce jest zapewne zawyzona. Na podstawie wynikow TGA
Doktorantka ocenia, ze ilo$§¢ polimeru jest na tyle duza, ze pozwala to na catkowite
optaszczenie rdzeni tlenku zelaza, a z drugiej "nie wplywa negatywnie na magnetyzacj¢ tego
materialu". Dlaczego obecno$¢ polimeru ma wptywaé znaczaco na magnetyzacje wyrazang na
mas¢ zelaza (tym bardziej, ze pomimo ok. 30% zawarto$ci polimeru, magnetyzacja nasycenia
bliska jest tej dla magnetytu, o czym mowa na str. 67)? Moze chodzi raczej o wplyw na czas
relaksacji T,? Czy Autorka moglaby oszacowaé jaka powinna by¢ grubo$¢ warstwy
organicznej zakladajac, ze nanoczastki sg od siebie odseparowane i nie tworza klasterow?

Na podstawie wynikow FTIR 1 przesunigcia pasma dla pierwszorzedowej grupy aminowe;j
(1572 - 1564 cm™) Autorka wnioskuje, ze pochodna chitozanu obecna jest na powierzchni
nanoczastek, gdyz grupa ta oddzialuje z jonami zelaza i tworzy kompleks. Czy dodajac jonow
zelaza do pochodnej chitozanu rowniez obserwuje si¢ taki efekt?

W celu potwierdzenia superparamagnetyczno$ci nanoczastek przeprowadzono pomiary
zalezno$ci magnetyzacji od przytozonego pola. Odpowiedni ksztalt krzywej 1 brak histerezy
swiadczy o tym, ze nanoczastki wykazuja wilasciwosci superparamagnetyczne. Do pelnego
potwierdzenia tego faktu nalezaloby zapewne przeprowadzi¢ jeszcze pomiary temperaturowe
oraz ewentualnie badania z wykorzystaniem spektroskopii Mossbauera.

Dalsze badania wlasciwosci magnetycznych nanoczastek prowadzone byly metoda
mikroskopii sit magnetycznych. Dlaczego z faktu, ze zmniejszanie odlegtosci pomiedzy
ostrzem 1 probka powoduje lepszy kontrast na obrazie MFM ma wynikaé, Zze materiat
wykazuje wlasciwosci magnetyczne? Moze chodzi raczej o to, ze w ogodle widoczny jest
obraz MFM mimo oddalenia ostrza od probki?

W dalszej cze$ci rozdziatu Autorka omawia przeprowadzone pomiary relaksacyjnosci. Z
wynikoéw tych wynika, ze uzyskane relaksacyjnosci r, sg nawet 2.5 razy wyzsze od wartosci
mierzonych dla komercyjnych $rodkéw kontrastujacych. Jest to bardzo ciekawy i

warto§ciowy wynik, jeden z najwazniejszych w calej pracy doktorskiej.



Autorka badata réwniez nanoczastki modyfikowane na powierzchni barwnikiem
Alexa Fluor 647. W tym celu zarejestrowala absorpcyjne widma elektronowe roztworu
nanoczastek. Pasma absorpcyjne sa bardzo dobrze wyksztalcone, co jest nieco zaskakujace.
Czy Doktorantka sprawdzita, ze sygnat nie pochodzi od barwnika niezwigzanego z
nanoczgstkami, np. zbierajac przy pomocy magnesu nanoczgstki i1 mierzac widmo
supernatantu?

Kolejny rozdziat (5.6) dotyczy badan dystrybucji nanoczastek po podaniu dozylnym
myszom BALB/c. W drugim zdaniu rozdzialu mgr Kania pisze, ze "obrazowanie
fluorescencji na zywym organizmie nie powiodto si¢ (...) co prawdopodobnie wynika ze zbyt
matej ilosci sondy fluorescencyjnej przytaczonej do powierzchni SPION-CCh", odsytajac do
Rys. 20. Na tym komentarz si¢ konczy. W ocenie recenzenta, nawet jesli wynik byl
negatywny, nalezalo cho¢ odrobing rozszerzy¢ opis tego wymagajacego przeciez
eksperymentu. By¢ moze nalezalo tez wyniki te zamiesci¢ na koncu rozdziatu, po bardzo
interesujacych innych danych uzyskanych przez Autorke.

Do owych interesujacych wynikéw nalezy zaliczy¢ obrazowanie ex Vivo Szeregu
organow myszy po dozylnym podaniu nanoczastek modyfikowanych barwnikiem Alexa Fluor
647. Wykorzystujac przyrzad do obrazowania matych zwierzat udalo si¢ zaobserwowaé
fluorescencj¢ phuc, nerek i watroby dla réznych czaséw od iniekcji, co §wiadczy o akumulacji
nanoczgstek w tych narzadach (Rys. 21 1 22, na obrazach brak skali). Brak fluorescenc;i
pochodzacej od Alexa Fluor 647 w probce moézgu interpretowany jest w ten sposob, ze
nanoczastki nie przechodza bariery krew-mozg, co wydaje si¢ wiarygodnym
wytlumaczeniem. Zastanawiajace, ze nie obserwowano gromadzenia si¢ nanoczastek w
sledzionie. By¢ moze wykorzystanie spektrometru (lub mikroskopu) fluorescencyjnego, ktory
jest znacznie czulszy, pozwolitoby na detekcje nanoczastek w innych organach.

Bardziej szczegotowo badano akumulacje¢ nanoczastek w nerkach i1 watrobie. W tym
pierwszym przypadku przeprowadzono pomiary in vivo czasow relaksacji T, (Tabela 4), ale
wyniki te nie zostaly skomentowane. Badano tez obecno$¢ nanoczgstek ($cislej fluorescencje)
w probkach moczu, obserwujac maksymalne ich stgzenie po czasie ok. 30-60 min.

W podobny sposob jak nerki, metoda MRI badano czasy relaksacji T, in vivo watroby w
réznych odstepach czasowych. Autorka zaobserwowala znaczace skrocenie czasu relaksacji
Ty, ktore utrzymuje si¢ przez ok. 14 dni. Interesujace wnioski wynikajg rowniez z obrazu
histologicznego wycinkdw watroby zebranych 24 godziny po iniekcji. Obserwowany jest
wzrost aktywnosci komorek Kupffera, a barwienie Perlsa (biekit pruski) wykazuje

zwigkszone stezenie jondw zelaza. Na tej podstawie Doktorantka wnioskuje, Ze nanoczastki
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po podaniu dozylnym poczatkowo kragza w uktadzie krwiono$nym, po czym czgSciowo
wychwytywane sg przez makrofagi w watrobie, gdzie ulegaja rozktadowi do jondow zelaza.
Dalsze badania obejmujg okreslenie wptywu nanoczastek na morfologi¢ krwi. Obserwowano
stosunkowo niewielki wzrost liczebnosci biatych krwinek, podczas gdy inne parametry krwi
pozostawalty w normie. Czy wyzszy poziom ptytek krwi po podaniu nanoczgstek
modyfikowanych kationowym chitozanem w dawce 2.75 mg Fe/kg (Rys. 26c) jest
incydentalny?

Badano réwniez poziom st¢zenia biatek ostrej fazy obserwujac podwyzszony poziom
niektorych z nich, co §wiadczy o stosunkowo niewielkim stanie zapalnym. Proby watrobowe
(AST, ALT) po podaniu nanoczastek réwniez ulegaja pewnemu podwyzszeniu, ale jak
przekonuje Doktorantka, moze to by¢ po czegsci efekt podania srodka usypiajacego. Pewnemu
pogorszeniu ulegaja tez zdolno$ci filtracyjne nerek, o czym $wiadczy relatywnie wysoki
poziom Kreatyniny i mocznika.

Nastepny rozdzial pracy doktorskiej Pani mgr Gabrieli Kani (3.7) dotyczy
obrazowania $rodblonka miazdzycowego in vitro. Jest to rozdzial bardzo krotki: pot strony
tekstu, tabela i rysunek. Autorka przekonuje, ze w warunkach uktadu symulujacego uktad
krwiono$ny nanoczastki modyfikowane fluoroforem nie przechodza do roztworu
zewnetrznego przez $cianki naczynia krwiono$nego, ale si¢ w nie wbudowuja. Ponadto
akumulacja nanoczastek jest zwigkszona, gdy w naczyniu krwiono$nym wystepuje stan
zapalny, mimo ze nie obserwuje si¢ jeszcze gromadzenia blaszki miazdzycowej. Obserwacja
ta ma niewatpliwie bardzo wazny potencjat diagnostyczny. Wydaje si¢, ze wyniki
przedstawione w rozdziale 3.7 s3 ciekawe 1 wartosciowe, ale opis jest nieco zbyt lakoniczny.
Rysunek 31 jest nieczytelny, w szczegolnosci niewidoczne sg oznaczenia liczbowe. W jakich
jednostkach podane sg warto$ci w Tabeli 5?

Drugi glowny rozdziat cze$ci badawczej (numerowany jako 4) omawia wyniki
otrzymywania polimerosomoéw modyfikowanych nanoczastkami magnetycznymi. Podobnie
jak w rozdziale 3, na poczatku podana jest lista odczynnikow 1 materiatow, opis aparatury i
procedur eksperymentalnych. W nastgpnej kolejnosci zamieszczone sag wyniki 1 ich dyskusja
dotyczace charakterystyki polimerosomow.

Sam proces tworzenia niemodyfikowanych polimerosomoéw jest bardzo ciekawy i ich opis
moglby zosta¢ rozszerzony. Autorka moglaby nieco bardziej szczegdtowo omédwic jaki jest
przypuszczalny mechanizm tworzenia polimerosoméw. Utatwiloby to zrozumienie w jaki

sposob klastery nanoczastek modyfikowanych kationowym chitozanem wbudowuja si¢ w te



struktury. Taka dyskusja prowadzona jest w publikacji w J. Mater. Chem. B, ktorej Pani mgr
Kania jest wspotautorka.
Do wykazania tworzenia si¢ polimerosomoéw zostata wykorzystana technika cryo-TEM. To
bardzo sensowne posuniecie, gdyz zastosowanie standardowej mikroskopii TEM zapewne nie
pozwolitoby uzyska¢ tak dobrej jakosci obrazow. Otrzymane zdjecia pokazujg obecno$¢ dosc
regularnych, pecherzykowatych struktur. Ich rozmiary wynosza ok. 200 nm co potwierdzaja
réwniez pomiary DLS. Jaka jest grubo$¢ $cianek polimerosomoéw? Jak koreluje ona z
dhugoscig blokow kopolimerow wykorzystanych do ich otrzymania? Wyniki cryo-TEM
pokazuja tez obecno$¢ skupisk nanoczgstek magnetycznych modyfikowanych kationowym
chitozanem. Klasterow nanoczastek jest stosunkowo niewiele i nie sg one rOwnomiernie
rozlozone w obrebie polimerosomu. Zapewne lepiej by bylo, gdyby rownomiernie
wbudowywaty si¢ one w struktury polimerowe, ale i tak uzyskany wynik budzi uznanie.
Trudno zreszta oczekiwaé innych rezultatow, skoro w poprzednim rozdziale jednoznacznie
pokazano tworzenie przez nanoczastki hybrydowych klasterow. Wyniki TEM sugeruja, ze
nanoczastki wbudowuja si¢ w S$cianki polimerosomow, jednakze na podstawie
dwuwymiarowych projekcji nie jest to w pelni jednoznaczne. Autorka probowata
wykorzysta¢ metode AFM do bardziej precyzyjnego okreslenia lokalizacji nanoczastek. W
ocenie recenzenta, pomimo zlozonosci i trudno$ci pomiardéw, uzyskane wyniki s3
umiarkowanie przekonujace. Prawdopodobnie najlepsza metodg byloby tu wykorzystanie
tomografii cryo-TEM.
Do okres$lenia wlasciwosci magnetycznych zmodyfikowanych polimerosoméw wykorzystano
metode mikroskopii sit magnetycznych. Dlaczego nie wykonano pomiarow z wykorzystaniem
magnetometru wibracyjnego, podobnie jak w przypadku nanoczastek modyfikowanych
chitozanem? Jaka jest procentowa zawarto$¢ nanoczastek w hybrydowych polimerosomach
(pomiary TGA)?
Przeprowadzone pomiary czaséw relaksacji zawiesin magnetycznych polimerosomow
potwierdzity, ze struktury te moglyby by¢ wykorzystywane jako §rodek kontrastujacy T, w
MRI. Uzyskano bardzo wysokie wartosci relaksacyjnosci r, ktore sa pordwnywalne z
najlepszymi wynikami znanymi z literatury. Tak wysokie warto$ci Autorka przypisuje
wlasciwo$ciom organicznego materialu polimerosomu i jego wysokim stopniem hydratacji,
co wydaje si¢ wiarygodnym wyjasnieniem.

Ostatni podrozdzial (4.5) pracy doktorskiej dotyczy badan polimerosomow w
warunkach in vitro na hodowli komoérek $rodbtonka EA.hy926. W pierwszej czesci

podrozdziatu omoéwione zostaty badania cytotoksycznosci polimerosomow z wykorzystaniem
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testu MTT, z ktorych generalnie wynika, iz nie sg one toksyczne 1 nie wptywaja negatywnie
na przezywalno$¢ komorek. Brak cytotoksycznos$ci polimerosoméw jest oczywiscie
wynikiem bardzo korzystnym z punktu widzenia zastosowania takich struktur zaréwno jako
srodkow kontrastujagcych w MRI, jak 1 jako no$nikow lekow. W dalszej czgsci podrozdziatu
4.5 zaprezentowane sg wyniki badan wnikania polimerosoméw do komorek §rdédblonka na
podstawie selektywnego barwienia fluorescencyjnego i obrazowania z wykorzystaniem
mikroskopii  konfokalnej. Polimerosomy zawierajace nanoczastki  modyfikowane
chromoforem Alexa Fluor 647 byly inkubowane z komoérkami przez 24 godziny, a nastgpnie
barwione z wykorzystaniem fluoroforu Hoeschst 33342, ktory akumuluje si¢ w jadrach
komoérkowych. Efekt obrazowania z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego jest z punktu
widzenia naukowego niezwykle interesujacy, a z punktu widzenia estetycznego - pigkny.
Trojwymiarowa rekonstrukcja obrazu pozwala potwierdzi¢, Ze nanoczastki wnikaja do
komoérek. Mozna co najwyzej zastanawiac si¢, dlaczego wybarwiane byly jadra, a nie blona
komoérkowa lub cytoplazma. Wtedy wynik bylby najprawdopodobniej jeszcze bardziej
jednoznaczny... ale czy rownie urzekajacy?

Prace doktorska konczy pottorastronicowe podsumowanie. Grupuje ono najwazniejsze
osiggniecia przedstawione w pracy i nie budzi zastrzezen (poza niektorymi kwestiami
zasygnalizowanymi powyzej).

W recenzjach prac doktorskich zazwyczaj wylicza si¢ btedy i niescistosci jezykowe,
btedy w numeracji rysunkow, odnos$nikow literaturowych, itp. W tak dtugim tekscie jak praca
doktorska trudno o brak pomytek i bledow, ktore jednak nie wptywaja na zawarto$¢
merytoryczng pracy. Recenzent ograniczy si¢ w tym przypadku do jednej tego typu uwagi. Na
pierwszej stronie rozprawy, w tytule, w stowie "Zelaza" zakradt si¢ biad literowy. Tu rada dla
Pani mgr Kani: zawsze nalezy czyta¢ tytuly swoich prac naukowych.

Z obowiazku recenzenckiego nalezy doda¢, ze praca zawiera 41 rysunkow i ilustracji, 7 tabeli
oraz 159 pozycji literaturowych. Na wstepie rozprawy zamieszczone jest streszczenie (W
wersji polskiej 1 angielskiej), a na koncu informacje o dorobku naukowym mgr Kani:
publikacjach naukowych i popularnonaukowych, zgtoszeniach patentowych i licznych

wystapieniach konferencyjnych.

Whioski koncowe

Po starannym zapoznaniu si¢ z pracg doktorska Pani mgr Gabrieli Kani oceniam, ze

cele pracy zostaly jasno sformulowane, a zastosowane materialy i metody badawcze
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pozwolity na ich pomysing realizacje. Praca wpisuje si¢ w dynamicznie rozwijany na calym
Swiecie nurt badan nad otrzymywaniem biokompatybilnych materialtéw nanokoloidalnych,
ktére moga znalez¢ zastosowanie w diagnostyce oraz terapii wielu choréb. Uwazam, ze
gléwnym atutem rozprawy doktorskiej Pani mgr Gabrieli Kani jest niezwykle szeroki zakres
prowadzonych badan i kompetentne wykorzystywanie metod 1 wiedzy z réznych dziedzin
nauki. Jestem pod ogromnym wrazeniem pomystowos$ci, erudycji 1 dojrzatosci naukowe;j
Autorki. Wazny jest rowniez aspekt aplikacyjny uzyskanych wynikow badawczych. Oprocz
czterech bardzo dobrych publikacji naukowych, Pani mgr Kania jest wspotautorkg patentu
krajowego oraz patentu mi¢dzynarodowego, ktore dotyczaca otrzymywania nanoczastek
magnetycznych.

Nalezy podkresli¢, ze podniesione w recenzji kwestie maja charakter polemiczny i nie
wplywaja na ogdlng bardzo wysoka oceng catej pracy. Wielo$¢ uwag wynika przede
wszystkim z przekonania recenzenta, ze obrona rozprawy doktorskiej powinna by¢ okazjg do
poglebionej dyskusji o wynikach badawczych kandydatki na doktora.

Biorac pod uwage powyzsze stwierdzam, ze praca doktorska spetnia wszelkie warunki
okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule z zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r., nr 65 poz. 595 z
poOzniejszymi zmianami) i wnosz¢ do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego o
dopuszczenie Pani Gabrieli Kani do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na wysoka ocen¢ merytoryczng pracy doktorskiej, jej nowatorstwo i
interdyscyplinarnos¢, jak rowniez fakt opublikowania czgsci wynikow badawczych w formie

znaczacych publikacji 1 zgloszen patentowych, wnioskuje o jej wyrdznienie.
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