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Naukowe zagadnienia rozprawy obejmujg obszar: chemii, biochemii 1 chemii
materialowej, za$ koncentruje si¢ ona na poszukiwaniu nowych kompozytow aktywnych
biologicznie. Autorka podjeta si¢ otrzymania kompozytow zawierajacych nanoczastki(NPs)
oraz biopolimery. Jako biopolimery wybrane zostaly chitozan (CS) i alkohol poliwinylowy
(PVA), ktére sa biokompatybilne i degradowalne, a w polgczeniu z nanoczastkami metali
(Ag, Au), lub tlenkéw (ZnO, TiO; ) moga tworzy¢ materiaty hybrydowe. Potencjalne
zastosowanie tych kompozytéw moze polega¢ na wytwarzaniu nowych lekéw lub
opatrunkow wykazujgcych aktywnosc antygrzybiczg i antybakteryjng badz cytotoksyczng,
szczegolnie w przypadku zjawiska lekoopornosei szczepow bakteryjnych 1 grzybow
posiadajacych zmieniony mechanizm obronny. Tak zdefiniowana tematyka rozprawy stanowi
atrakcyjny temat naukowy o duzym fadunku poznawczym waznym dla nauk chemicznych i
biomedycznych, wigc o wyraznie interdyscyplinarnym charakterze, co uwazam za zalete tej
pracy doktorskiej. Ponadto tematyka rozprawy wnosi nowe mozliwosci rozwoju metod
wytwarzania nanomaterialow nieorganiczno-polimerowych.

Praca jest opisana na 203 stronach, zawiera 406 pozycji literaturowych, spis
publikacji, patentow i komunikatow konferencyjnych Autorki oraz streszczenie w j. polskim i
suplement eksperymentalny dotyczacy szezegélowych badan ilosciowych, mechanicznych i
cytotoksycznych kompozytow CS-Ag, czyli w sumie 243 strony, tym samym jest to
najobszerniejsza praca doktorska, ktéra miatem przyjemno$é ocenia¢. Uklad pracy jest
klasyczny dla rozpraw doktorskich: wprowadzenie, czg$¢ literaturowa, cele pracy, czgs¢

eksperymentalna i podsumowanie z literaturg. Mimo tak duzej objetosci muszg stwierdzi¢, ze
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w pracy nie ma zbednego materiatu, za$ szeroki zakres badan eksperymentalnych wymagal
stosownego opisu.

Doktorantka w czesci literaturowej rozprawy przeprowadzila analizg stanu badan w
obszarze kompozytéw nanometali i nanotlenkéw z biopolimerami. Przedstawila zasady
wytwarzania nanoczastek metali oraz ich wilasciwosci — optyczne. Nastepnie omoéwila
wiasciwosci fizykochemiczne i antymikrobowe chitozanu oraz alkoholu poliwinylowego w
funkcji masy czgsteczkowej. Podobnie przedstawiono charakterystyke AgNPs i AuNPs w
nawiazaniu do potencjalu mikrobiotycznego nanoczgstek. Dale; nastepuje opis wiasciwosci
kompozytow tlenkoéw metali z polimerami w procesach fotokatalitycznych z udziatem tlenku
tytanu(IV) 1 cynku jako polprzewodnikéw. Kolejny rozdzial dotyczy procesow
fotokatalitycznych w polgczeniu z mechanizmami biologicznymi oraz stresem oksydacyjnym
i zjawiskiem wystepowania reaktywnych form tlenu (ROS). Nastgpnie wytlumaczyla zasady
zmniejszania negatywnych efektow dzialania potprzewodnikéw na tkanke czlowieka,
podkreslajge mozliwo$é tworzenia biokompatybilnych polimerow na przyktadzie kompozytu
tlenku cynku z chitozanem na réznych noénikach (membrany, bawelna, poliuretany).

Analiza danych literaturowych pozwolita Autorce na sformutowanie celu naukowego
rozprawy, ktory najogélniej pokrywa si¢ z tytulem rozprawy. Hipoteza naukowa zawarta jest
w  zalozeniu o mozliwoéci wytworzenia ukladu  posiadajgcego  whasciwosci
antymikrobiotyczne i jednoczesnie blokujacego promicniowanie nadfioletowe. Koncepcja
prowadzenia badaf wyréznia sig¢ tym, Zze obejmuje obszar chemii nieorganicznej,
materialowej i badan biologicznych z wyraZnie okreslonymi celami aplikacyjnymi w
medycynie i kosmetyce, za$ cele naukowe s3 wazne dla badain chemicznych (synteza
nanoczastek), biologicznych (cytotoksycznos¢) oraz materialowych ~wytwarzanie 1
charakterystyka kompozytéw polimer biodegradowalny — nanoczastki, czyli jest to zakres
badan znacznie przekraczajgcy wymagania i praktyke realizacji rozpraw doktorskich.

W celu weryfikacji hipotez naukowych w czgéci doswiadezalnej (na 158 stronach)
zaczynajacej sie od rozdziatu zatytulowanego ,,Materialy i metody” Autorka opisala syntezg
nanoczastek metali (Ag i Au) w obecnosdci CS i PVA oraz modyfikacji powierzchni czgstek
tlenkéw metali (Ti, Zn) przy pomocy chitozanu. Do badania otrzymanych kompozytow
zastosowala nastepujace metody instrumentalne: spektrofotometria, oznaczania metali ICP
MS i ICP OES ( uwaga s.52 neutralized with nitric acid lepiej byloby mineralized by ... ,),
pomiar $rednicy hydrodynamicznej, potencjalu zeta, kata zwilzania, widma IR powierzchni,
mikroskopii - TEM, SEM — EDS, spektrometrii XPS, pomiary uwalniania srebra z
nanokompozytéw, TGA, DRS, pomiary wytrzymalogci na zrywanie oraz XRD, - czyli
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zastosowala az 15 metod instrumentalnych, ktére daly peing charakterystyke fizykochemiczng
otrzymanych kompozytéw. Konieczne pomiary aktywnosci foto-elektrochemicznej i foto-
katalitycznej kompozytéw Autorka wykonata metodami woltamperometrycznymi i
spektrofotometrycznymi w stosunku do modeli chemicznych takich jak: Azuryna B, o-
terpinen (pytanie - czy sprawdzono fotoutlenianie roziworu slepego?; uwaga podpisy do fig.
4, 6, 7 itd. W pracy uzyto ,,structure of chlorofenol” to sq wzory strukturalne), 4-chlorofenol
i kwas tereftalowy. Natomiast oddziatywanie BSA i HSA z nanoczgstkami polprzewodnikow
w obecnosci promieniowania UV w tym badania degradacji bialek na zelu
poliakrylamidowym przez dodatek detergentu SDS analizowano metodami elektroforezy
zelowej, za$ pomiar zjawiska generowania tlenu singletowego wykonano technikg
fosforescencji w zakresie NIR. Planowane badania cytotoksycznosci in vitro wykonano dla
kompozytéw: CS-Ag; CS-Au; ZnO/TiO; i CS@ZnO/CS@TiO, stosujgc 3 linie komorkowe
raka CT26 , A549, i HaCaT, za§ w celu oceny wptywu kompozytow CS-Ag ,~~Zn0O lub
CS@ZnO i -TiO, na morfologi¢ komorek zastosowano pomiary fluorescencji oraz SEM,
natomiast aktywno$¢ antybakteryjna i antygrzybiczg sprawdzono testem ASTM E2 180-07.
W tej czedci zauwazylem: blgd nagléwka w tab. 4/5.46, i tab. 6/s. 48/ sodium borohydride---
powinno byé tetrahydridoborate; pytanie do metodyki; Neutralizacja filméw za pomocq
NaOH- jak sprawdzono neutralizacjg roztworu). Zastosowane metody sg dobrane i opisane
prawidlowo, skad wynika wniosek o bardzo dobrym przygotowaniu teoretycznym i
cksperymentalnym Autorki do przeprowadzenia badan wymaganych do osiagnigcia celow
rozZprawy.

Wyniki  badah i ich dyskusj¢ Autorka przedstawila na ok. 120 stronach dysertacji
zakonczonych podsumowaniem i wnioskami oraz przedstawieniem perspektywy dalszych
badan. Dyskusje wynikéw badan Kandydatka rozpoczeta od kompozytow CS-AgNP, ktora
zostala zawarta na 45 stronach, W kolejnych rozdziatach Autorka omowita wyniki analiz
przeprowadzonych wyzej wymienionymi metodami badaf nanoczgstek 1 kompozytow,
poréwnala oraz przedyskutowata w odniesieniu do danych literaturowych, za$ wnioski z tej
czescl zawarla w podsumowaniu na str. 116-117, stosujge ten spos6b w nastgpnych
rozdzialach, co jest bardzo dobrym rozwigzaniem przy ocenie wynikow rozprawy.
Najwazniejsze merytorycznie wyniki dla kompozytow Cs-AgNP to: nanoczgstki sg:
sferyczne, monodyspersyjne, o $rednicy pon. 10 nm i roztozone regularnie w filmie
chitozanu. Sposrdéd badanych probek nanokompozyty z chitozanem o $redniej masie
czasteczkowej wykazaly bardzo dobrg aktywnosc antybakteryjng w stosunku do 3 szczepow

bakterii oraz antygrzybicza, natomiast testy cytotoksycznosci in vifro w przypadku 3 linii
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komérkowych raka potwierdzily ich silng aktywno$¢ w srodowisku bez bialka serum i stabg
aktywnosé w obecnosci bialka oraz znaczny spadek cytotoksycznosci w przypadku drugiego
ekstraktu. Wykonane bardzo szerokie i wlasciwie zinterpretowane badania wskazujg na
umiejetnosé planowania i realizacji badain naukowych przez Kandydatke, wlasciwg
interpretacje wynikéw i weryfikacje hipotez naukowych, czyli wymagan stawianych przez
ustawe do uzyskania stopnia naukowego doktora.

Analizujge rozdzial dotyczqey pomiaréw XPS dla kompozytéw CS-AgNP powstaje pylanie:
na rys 19 podano rozszczepione piki przy 368,7 i 367,9 eV i sq one przedstawione jako
wyrazne piki gaussowskie, jednakze z ich polozenia wynika, ze duze ich powierzchnie
pokrywajq sie. Powstaje pylanie czy sq one wynikiem rozkladu geomelrycznego piku 368 eV
czy tez wykonano 2 rézne widma aby je wyodrebni¢. Rowniez powstaje problem obliczenia
wielkosci przesuniecia chemicznego XPS w dyskusji o powstaniu Ag>0, poniewaz nie podano
dokladnej energii piku przy nizszej rozdzielczo$ci. Rozdzielczos¢ aparatu XPS wynosi
przynajmniej 0.01%, wigc czy przesunigcie nie jest powyzej zdolnosci rozdzielczej aparatu?
Czy znane sq wzorcowe widma XPS dla Ag,0?

Drugi duzy rozdzial po$wigcony nanokompozytom CS-AuNPs, podobnie jak dla AgNPs,
opisuje synteze nanoczastek zlota oraz kompozytow z CS oraz ich analizg identycznymi
metodami. Podsumowanie wiaciwosci bakteriobdjezych CS-AuNPs jednoznacznie wskazato
na najsilniejsze dziatanie kompozytu o najwigkszej zawartosci zlota w stosunku do 3
szczep6w bakterii. Analizujge wyniki cytotoksycznosci CS-AuNPs, dla identycznych linii
raka jak dla srebra, Autorka stwierdzila zalezno$¢ aktywnosci CS- AuNPs od linii rakowej
(dla HaCaT byly aktywne), co potwierdzity obrazy morfologii (TEM). Wiyniki tej czgsel
badaf zostaly zinterpretowane prawidtowo. Nastepne dwa rozdzialy poswigcone analizie
kompozytéw alkohol poliwinylowy - srebro (PVA-Ag i PVA/Cs- Ag) oraz identycznych
kompozytéw zlota, ktére opisano w podobny sposéb jak poprzednie. (s.155 blgd tytulu
rozdzialy 5.4 i 5.4.2 PVA —Ag?;, widmo IR str. 147 shified to a higher wavenumbers from
3370 to 32807

W podsumowaniu Autorka zauwazyla istotne réznice pomigdzy kompozytami z chitozanem a
PVA i slusznie postuluje wykorzystanie mechanicznych zalet w przyszlych badaniach nad
polepszeniem ich aktywnosci antybakteryjnej lub cytotoksycznosci. Nastepny rozdzial
dotyczyt identycznych badan z nanoczgstkami zlota i prawidlowo opracowane wyniki daja
podobne wnioski jak dla srebra. Dalsze rozdziaty opisujg kompozyty chitozanu z ZnO i TiO,,
ktére wskazuja na zanik wiasciwosci fotokatalityczych Cs-ZnO, brak generowania tlenu

singletowego i fotodegradacji BSA, oraz na dzialanie antybakteryjne w stosunku do
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wybranych szczepow bakterii, tudziez brak cytotoksycznosei w stosunku do keratynocytow
skory. Sugeruje to duze mozliwosci aplikacyjne kompozytéw ZnO z chitozanem w kosmetyce
i podobne wlagciwosci wykazaly kompozyty CS@TiO,.

Ostatni rozdzial rozprawy zatytulowany wnioski i perspektywy (8 stron), pelni role
szerszego podsumowania. Wigkszo$¢ zebranych w nim najcenniejszych  wnioskow
wymienilem powyzej, za$ z nowych istotnych nalezy poda¢:

a) mechanizm dzialania antybakteryjnego Ag" w CS-Ag na powierzchni $ciany
komérki (schemat 12) i powigzania go z zanikiem wlasciwosci cytotoksycznych w stosunku
do linii rakowych. Autorka zauwazyla, ze filmy CS-Ag posiadajg silne wilasciwosci
antybakteryjne na styku filmu, za$ brak wydzielania Ag do roztworu ogranicza ich
wladciwosci cytotoksyczne. Podobne wnioski dotyczg kompozytow CS-Au, za wyjatkiem
braku efektu antygrzybicznego, ale cytotoksycznosc jest wicksza niz w kontakeie ze srebrem.
Mechanizm dziatania biologicznego zlota Autorka takze powigzala z procesem zamknigeia
metalu w otoczee biokompatybilnego polimeru.

b) Najwazniejsze wnioski dotyczgce nanokompozytéw z ZnO i TiO, dotycza
zaniku efektu fotokatalitycznego w stosunku do czystego tlenku cynku oraz znaczne
ograniczenie tego zjawiska w kompozycie z ditlenkiem tytanu. Wazng cechg aplikacyjng
kompozytow jest redukcja tworzenia ROS i mozliwe zastosowanie w ochronie skory przed
promieniowaniem UV slofca.

Wymienione powyzej wnioski i obserwacje majg charakter nowosci naukowej, co potwierdza
duzag warto$¢ poznawczg rozprawy.

Podsumowujac stwierdzam, Ze Pani mgr Anna Regiel-Futyra posiada wiedzg z
dziedziny chemii nieorganicznej, bionieorganicznej, metod  spektroskopowych,
mikroskopowej analizy powierzchni i elektrochemii, wigc spelnia wymagania do nadania
stopnia naukowego doktora nauk chemicznych. Przedstawione powyzej wnioski pozwalajg
na stwierdzenie, ze recenzowana rozprawa doktorska z nadmiarem spetnia wymogi Ustawy o
stopniach naukowych i tytule naukowym okreslone w art.13 ustawy z dnia 14 marca 2003
roku o stopniach i tytule naukowym (Dz.U. z 2003 r., nr 65 poz. 595 wraz z pézniejszymi
zmianami) i wnosze do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu J agiellonskiego o dopuszczenie
mgr Anny Regiel-Futyra do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie pragne zasugerowaé Radzie Wydziatu Chemii UJ wyrdznienie rozprawy za
uzyskane cenne wyniki, zawierajgce wiele elementow nowoséci naukowej (wymienione
powyzej i potwierdzone publikacjami), jej szeroki zakres tematyczny, zastosowanie 1

znajomo$é wielu metod badawczych oraz bardzo dobrze przeprowadzong dyskusje wynikéw,
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a takze staranna redakcje rozprawy. Wyjatkowo$c¢ dzieta ponad przyjeta poprawnosé w swojej

dziedzinie polega na:

a)

b)

d)

znacznie przekracza wymagania stawiane rozprawom doktorskim poprzez: badania
fizykochemiczne nanokompozytéw i korelacjg = aktywnoscig antybakteryjna,
cytotoksyczng, antygrzybicza, obrazowanie komorki i mechanizméw biologicznej
aktywnosci nanokompozytow,

praca jest czytelna i kompletna, poniewaz zalozenia i cele zostaly w pelni opisane i
zrealizowane. Poziom naukowy wynikéw jest $wiatowej klasy w tej dziedzinie i
przyczyni sie do opracowania na poziomie in vitro nowych rozwigzan
farmakologicznych dla medycyny i kosmetykow badZ zwalczania i diagnostyki chorob
nowotworowych,

perspektywiczne znaczenie badaf wynika z rozwoju nowych materialow o
dedykowanym przeznaczeniu (antybakieryjne i nieaktywne cytotoksycznie) oraz
nowych kopozytow do badan in vivo,

wszystkie zastosowane metody chemiczne, fizyczne i biologiczne nalezy
zakwalifikowaé do nowoczesnych i odpowiednio dobranych oraz zinterpretowanych.
Szczegblng jako$é maja badania zachowania nanokompozytdw wobec komorek
nowotworowych. Badania dotyczace zastosowan nanokompozytow w kosmetyce
lacza dane o strukturze i wilasciwosciach oraz ich wplywie na przebieg proceséw
zyciowych organizmu.

Oddzialywanie dziela na nauke przejawia si¢ wysoka juz liczba cytowan dla 5 prac, od
2013 roku wynoszacg 54/51 cytowan, a indeks h=3 (Scopus 30.08.2016).
Upowszechnienie wynikéw pracy w postaci 5 publikacji w $wiatowej rangi
czasopismach z zakresu chemii materialowej i dalsze 2 publikacje w 2016 roku oraz
28 prezentacji konferencyjnych wskazujg na waznos¢ wynikoéw i duzy wysilek
Autorki w rozpowszechnianie rezultatow dzieta. W dorobku Autorki znajdujg si¢
takze 2 patenty, na nowe kompozyty tlenku cynku, co uwydatnia warto$¢ aplikacyjna
pracy i wyjatkowe osiggnigeia doktorantki. ’
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