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pracy doktorskiej Pani Mgr Malgorzaty Ferenc zatytulowanej: Wlasciwosci biologiczne
sfunkcjonalizowanych krzemionek mezoporowatych typu SBA

Przedstawiona mi do recenzji praca wykonana zostata w Katedrze Biofizyki Ogdlne;j
Uniwersytetu L.odzkiego, pod kierunkiem Pani Prof. dr hab. Marii Bryszewskiej. Badania
wykonano w ramach wspotpracy miedzynarodowej z Euromed Research Institute,
Engineering Division, Euro-Mediterranean University of Fez w Maroku, oraz z
Pfirodovédecka Fakulta, Univerzity J. E. Purkyné, Uscie nad Laba, w Czechach. Praca
obejmuje 93 strony maszynopisu, wlaczajac w to 6 tabel, 11 rysunkow, 15 wykreséw, 132
pozycje literatury oraz wykaz osiggnie¢ doktorantki. Praca ma klasyczny uktad.

Ostatnie lata, to okres bardzo intensywnie rozwijajacych sie nanotechnologii, czemu
towarzyszy pojawienie si¢ na rynku bardzo licznych produktow wzbogaconych
nanoczastkami lub wykorzystujacych inne formy nanostruktur. Ze wzgledu na bardzo
wysoki stosunek powierzchni do objetosci, charakterystyczny dla nanoczastek, oraz na
powszechno$¢ wystepowania efektow kwantowych, nanoczastki wykazuja niezwykle
wlasciwosci w pordwnaniu z obiektami makroskopowymi. Z tego tez powodu moga znalez¢
zastosowanie w praktycznie wszystkich obszarach technologii poprawiajac cechy
dotychczasowych produktow lub tez umozliwiajac opracowanie i urynkowienie zupetnie
nowych rozwigzan technologicznych. Dotyczy to takze obszaru zastosowan biomedycznych,
wsérdéd ktorych wiele produktéw nanotechnologii znalazlo juz zastosowania kliniczne,
najczescie] w diagnostyce, ale tez coraz czgsciej w spersonalizowanej 1 celowanej terapii.
Uwaza sie, ze nanoczastki pozwola rozwigza¢ problem celowanego dostarczania lekow. Z
tego samego powodu produkty nanotechnologii moga przejawia¢ efekty biomimetyczne i
wykazywac nieoczekiwang aktywnos¢ biologiczna, a przez to stanowic realne zagrozenie dla
zywych organizmow, takze przez wiaczenie ich w tancuch pokarmowy tych organizmow.
Dlatego bardzo potrzebne sa wszelkie badania nakierowane zar6wno na znalezienie i
wykazanie potencjalnych korzysci, jak i zagrozen ze strony produktow nanotechnologii, co
pozwoli w sposdb swiadomy i dobrze udokumentowany podejmowaé ryzyko zwigzane z
rozwojem danej technologii i z wprowadzeniem na rynek jej produktow.

Tematyka ocenianej pracy bardzo dobrze wpisuje si¢ w najbardziej aktualny nurt
badan produktow nanotechnolgii, z wykorzystaniem fizyko-chemicznych i biologicznych
metod oceny ich wtasciwosci.
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Komentarz ogolny:

Wstep:
Oceniana praca rozpoczyna si¢ dobrze udokumentowanym (na podstawie 64 pozycji literatury)

wstepem, w ktorym omdwione sg zardwno mezoporowate nanoczastki krzemionkowe, jak i
strategia celowanego dostarczania lekéw z wykorzystaniem specyficznych ich nosnikéw.
Przytoczona literatura przedmiotu zostata dobrana poprawnie dla zobrazowania opisywanych
procesow i zjawisk 1 $wiadczy o dobrym rozeznaniu przedmiotu badan przez Doktorantke.
Warto rowniez zauwazy¢, ze Doktorantka jest pierwszym autorem pracy o tytule: Haemolytic
activity and cellular toxicity of SBA-15-type silicas. elucidating the role of the mesostructure,
surface functionality and linker length. opublikowanej w 2015 roku w Journal of Materials
Chemistry B (IF=4.726) 3: 2714-2724;

Cel pracy:
Na podstawie przedstawionego przegladu literatury sformutowany zostat cel pracy okreslony w

nastepujacy sposob: ,,Celem pracy byla mozliwie szeroka charakterystyka
Sfunkcjonalizowanych krzemionek mezoporowatych typu SBA.” Tak postawiony cel jest
zdecydowanie mato precyzyjny, cho¢ bardzo ambitny. Okreslenie ,mozliwie szeroka
charakterystyka” moze oznacza¢ wykorzystanie wszystkich dostepnych na t¢ chwile metod
doswiadczalnych przydatnych do wykonania charakterystyki badanych nanoczastek. Niestety,
w trakcie dalszej lektury pracy okazuje si¢, ze zastosowane w pracy metody badawcze,
jakkolwiek adekwatnie dobrane do wykonania charakterystyki nanoczastek, dalekie sa od
wyczerpania wszystkich dostepnych, nawet w Lodzi, metod badawczych. Kolejne zdania:
»Otwarte pozostawalo pytanie, jak przylgczenie rozmych grup funkcyjnych na powierzchni
krzemionek, a takze modyfikacje organiczne przyczyniajq si¢ do zmian wlasciwosci
mezoporowatych nanoczgsteczek w stosunku do krzemionki amorficznej.” oraz ,,Postawiony
cel zrealizowano poprzez  scharakteryzowanie morfologii krzemionek, ich powierzchni
i potencjalu zeta, zbadanie ich toksycznosci wzgledem erytrocytow oraz wybranych linii
komorkowych prawidlowych i nowotworowych, a takze okreslenie oddzialywan pomiedzy
tymi nanoczqsteczkami a bialkiem.” znaczaco zawezaja i doprecyzowuja postawiony cel i
sposdb jego realizacji, cho¢ w dalszym ciggu pozostaje wiele niejasnosci. Przykladowo nie jest
jasne, czy chodzi o okreslenie oddzialywan z jednym wybranym biatkiem, czy tez z dowolnymi
biatkami rozumianymi z punktu widzenia chemii jako biato. Poza tym nie jest jasne o jakie
oddziatywania Doktorantce chodzi. Reasumujac, cel pracy sformutowany zostal w dosé
niejasny i zawily sposob.

Materiat uzyty do badan:

Cztery rodzaje mezoporowatych nanoczastek krzemionkowych typu SBA, otrzymane do badan
w ramach wspotpracy z Uniwersytetem w Fezie, Maroko:

- SBA-OH — natywna krzemionka, posiadajaca na swojej powierzani grupy hydroksylowe,

- SBA-SH — krzemionka posiadajgca na powierzchni dodatkowe grupy tiolowe,

- SBA-NH2 — krzemionka z dodatkowymi grupami aminowymi na powierzchni,

- SBA-COOH - krzemionka na powierzchni ktorej sa obecne grupy karboksylowe

oraz:

- amorficzna krzemionka pochodzaca z firmy Sigma Chemical Co., USA.

Materiat biologiczny:
- erytrocyty pozyskiwane z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w t.odzi,
- fibroblasty chomika chinskiego linia B14 o nieznanym pochodzeniu,



- komorki ludzkiej ostrej biataczki szpikowej linii HL60 zakupione w firmie ATCC (USA),
- komorki ludzkiej ostrej biataczki komodrek T linii 1301 otrzymane z Banca Biologica e Cell
Factory (Wtochy),

- szczurze komorki raka watroby linii BRL o nieznanym pochodzeniu.

- albumina ludzka pochodzaca z Sigma Chemical Co., USA.

Metody badawcze:

Jak juz wspomniano powyzej, metody badawcze dobrane zostaty adekwatnie do postawionego
celu. Wsrdd zastosowanych metod znalazty sig:

- pomiar stopnia hemolizy erytrocytéw poddanych dziataniu badanych nanoczastek,

- wpltyw obecnosci albuminy ludzkiej na obserwowany poziom hemolizy,

- ocena przezywalnosci komorek testami MTT i AlamarBlue,

- badanie adsorpcji hemoglobiny i albuminy ludzkiej przez nanoczastki,

- badanie gaszenia fluorescencji albuminy ludzkiej i wolnego L-tryptofanu przez nanoczastki,

- spektrometria dichroizmu kotowego,

- pomiar potencjatu zeta,

- obrazowanie nanoczastek za pomoca transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM),

- obrazowanie nanoczastek za pomoca mikroskopii sit atomowych (AFM),

- ocena porowatosci, objetosci pordw i1 powierzchni wlasciwej metoda adsorpcji/desorpcji
azotu (modele BET 1 BJH),

- statystyczna ocena uzyskanych wynikow z wykorzystaniem parametrycznego testu t-Studenta
oraz nieparametrycznego testu U-Manna-Whitneya.

Zestaw zaprezentowanych metod pozwala na osiagnigcie zalozonego celu z ograniczeniem
wskazanym w dalszej czesci recenzji.

Rezultaty:
Uzyskane rezultaty zaprezentowane zostaly na ogoél poprawnie i w czytelny sposéb.

Dostarczajg istotnych informacji o samych nanoczastkach, jak i o ich wplywie na
przezywalnos¢ komorek w hodowli, hemolizg erytrocytéw oraz oddziatywanie z hemoglobing i
albumina.

Dyskusja i podsumowanie:

Najwazniejsza zwykle cze$¢ pracy to dyskusja pozwalajaca na interpretacje uzyskanych
wynikéw, odniesienie ich do wynikow dotychczas opublikowanych przez innych autoréw oraz
sformutowanie wnioskow. W ocenianej pracy w dyskusji wynikéw mozna znalez¢ zaréwno
prébe interpretacji uzyskanych wynikéw, jak i ich poréwnanie z danymi literaturowymi.
Odnoszg jednak wrazenie, ze zatracona zostala wlasciwa proporcja. Doktorantka w gtownej
mierze dokonuje ponownego przegladu literatury i na tym tle probuje umiescic¢ uzyskane przez
siebie wyniki. Problem jednak w tym, ze brakuje przekonywujacej analizy uzyskanych
wynikoéw, a jezeli analiza ta jest juz prowadzona, to na bardzo ogolnym poziomie. Przyktadowo
na stronie 63 znajduje si¢ stwierdzenie: ,,Nie bez znaczenia pozostaje ponadto wielkos¢ porow
obecnych w  strukturze krzemionek.” Jednak w tresci pracy, oprocz podania wartosci
powierzchni wlasciwej, rozmiardéw i objetosci poréw nie da si¢ znalez¢ zadnej analizy korelacji
tych parametrow z innymi badanymi wielkosciami, takimi jak potencjal hemolityczny,
cytotoksyczno$é, adsorpcja biatek, wygaszanie fluorescencji itd. Podobnie brak jest analizy
potencjatu zeta.

W podsumowaniu  wytluszczonym  drukiem  przedstawione jest  stwierdzenie:
»-..modyfikowanie powierzchni krzemionek poprzez priylqczanie grup funkcyjnych oraz
lgcznikow organicznych ma kluczowe znaczenie dla wlasciwosci mezoporowatych




nanoczgsteczek.” Stwierdzenie to mozna byloby sformutowaé na podstawie doswiadczenia
innych badaczy przedstawionego w literaturze. Nie jest tajemnica, ze inzynieria powierzchni
zajmuje si¢ wlasnie celowym modyfikowaniem powierzchni materialéw, w tym nanoczastek, w
celu uzyskania oczekiwanych wlasciwosci tych powierzchni.
W zwiazku z powyzszym oczekuj¢ wskazania przez Doktorantke tego, co uwaza za
najwazniejsze osiagniecie przedstawionej do oceny pracy.

Komentrz szczegélowy:

Ponizej przedstawiam liste watpliwosci 1 pytan oczekujagc odpowiedzi podczas publicznej
obrony pracy:

1.

W tytule pracy mowa jest o wiasciwosciach biologicznych funkcjonalizowanych
krzemionek mezoporowatych. Jakie wlasciwosci biologiczne Doktorantka miata na
mysli formutujac tytut pracy? Dla utatwienia dodam, ze wlasciwosci fizyczne obiektéw
wyrazane sa przez fizyczne cechy tych obiektéw, przykladowo: rozmiary liniowe,
gestos¢ czy rozwiniecie powierzchni, wlasciwoscei chemiczne wyrazaja si¢ przez sklad
chemiczny obiektdw, ich zdolno$¢ wchodzenia w reakcje chemiczne badz kataliza tych
reakcji itp. Natomiast wiasciwosci biologiczne przypisujemy zwykle obiektom
biologicznym uczestniczacym w procesach zyciowych zywych organizméow. W
odniesieniu do obiektow, ktore nie posiadajg cech biologicznych zwykle moéwimy o ich
biologicznej ocenie wykorzystujacej metody znane w biologii.

W literaturze przedmiotu przyjeto terminologi¢ wyraznie rdznicujacg czastki i
czasteczki. Przyjeto, ze okreslenie czasteczki dotyczy molekularnych struktur
chemicznych, natomiast okreslenie czastki przyjeto uzywa¢ w odniesieniu do czastek
elementarnych i innych obiektow, w stosunku do ktérych mozna przyjaé¢ okreslenie
drobiny, w tym nanodrobiny — nanoczastki. Stad pytanie dlaczego Doktorantka
zdecydowata si¢ uzywac formy ,nanoczasteczka”, zreszta niekonsekwentnie, bo w
kilku przypadkach w tresci pojawia si¢ forma ,,nanoczastka” lub ,,czastka”.

Nie jest jasne co oznacza okreslenie ,,wydajno$¢ biologiczna” zastosowane w
odniesieniu do mezoporowatych nanoczastek.

Do badan Doktorantka wykorzystala cztery zmodyfikowane formy mezoporowatych
nanoczastek krzemionkowych zmodyfikowanych obecnoscia réznych grup. Do
momentu oceny porowatosci mozna odnies¢ wrazenie, ze sa to strukturalnie
analogiczne nanoczastki réznigce si¢ tylko obecnoscig réznych grup funkeyjnych na
powierzchni. Dopiero pdzniej okazuje sie, ze s to strukturalnie odmienne nanoczastki,
ktére z natury rzeczy powinny w rdzny sposob oddziatywaé z obiektami biologicznymi.
Poprosze o uzasadnienie poréwnania tak odmiennych obiektow.

Poprosze o uzasadnienie wyrazenia polarnosci w jednostkach dtugosci (w tabeli 1, str.
25).

W jakim celu stosowano schtodzone roztwory w preparatyce erytrocytow prowadzonej
w temperaturze 21-24°C?



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Zdaje sie, ze mezoporowate nanoczastki krzemionkowe sa nierozpuszczalne. W jaki
sposob Doktorantka uzyskiwata roztwory tych nanoczastek (str. 29 i dalej)? Czy to
tylko pomylenie pojgcia roztworu z pojgciem zawiesiny?

Jak rozumie¢ doptyw 5% CO, w warunkach hodowli komoérkowej? Czy chodzilo o
utrzymane 5% stezenia tego gazu w atmosferze hodowli?

Komorki w warunkach hodowli standardowej (kontrolnej) takze umieraja, oczywiscie w
niewielkim odsetku. Dlatego okreslenie: ,,Kontrolg stanowily komorki nietraktowane
(NT), ktorych zywotnos¢ przyjmowano jako 100%.” jest niepoprawne. Poprosze o
zaproponowanie poprawnego opisu kontroli.

Thumaczenie terminu ,Laser Doppler Micro-Electrophoresis” jako elektroforezy
laserowej Dopplera wydaje sie by¢ btedne. Z definicji elektroforeza to zjawisko ruchu
obiektéw posiadajacych tadunek elektryczny w polu elektrycznym. Do jakiego procesu
odnosi si¢ efekt Dopplera w urzadzeniu wykorzystanym do pomiaru potencjatu zeta?

Zaproponowane przez Doktorantke testy statystyczne sa dobre dla pordwnania dwdch
grup wynikéw doswiadczalnych. W przypadku ocenianej pracy liczba grup byla
wieksza i dokonywano wielokrotnego poréwnania wyniku badania uzyskanego dla
kontroli z wynikami badania uzyskanymi dla réznych nanoczastek zastosowanych w
réznych stezeniach. Dlatego przedstawione w pracy wnioskowanie statystyczne jest
btedne i powinno zosta¢ poprawione. Jakie testy statystyczne powinna Doktorantka
zastosowac i na ile moze to zmieni¢ wnioskowanie?

Jaka cze$¢ obserwowanego efektu wygaszania fluorescencji zwigzana jest z
rzeczywistym wygaszaniem, a jaka wynika z ubytku albuminy w roztworze z powodu
jej adsorpcji na krzemionce (str.51)?

Jakie szczegdlne znaczenie majg wielkosci zaznaczone kolorem czerwonym w tabeli nr
4?

W jakim celu prezentowane sa wyniki uzyskane z wykorzystaniem AFM. Nic z nich nie
wynika, a przynajmniej nie znalazlem znaczenia tych wynikow w tresci pracy. Na
zdjeciach uwidocznione sg $lady operacji analitycznych i z nich tez nic nie wynika dla
tresci pracy.

Co Doktorantka osiaggneta poprzez pomiar potencjalu zeta? Na ile lepiej poznala
powierzchnie nanoczastek?

Jak rozumie¢ stwierdzenie: ,,Wykazano, Ze stabilne oddzialywania -elektrostatyczne
zachodzq pomiedzy zakrzywiong powierzchniqg krzemionki i glowami lipidow
budujgcych dwuwarstwe, ktora stanowi podstawowq strukturalng czes¢ blony
komorkowej.”? Szczegolnie jaka zakrzywiong powierzchnie Doktorantka miata na
mysli?

Jezeli Doktorantka przywigzuje szczegdlng wage do kontaktu mezoporowtych
nanoczgstek krzemionkowych z krwia, a szczegdlnie z erytrocytami, co moze mieé
istotne znaczenie przy dostarczaniu lekéw zwigzanych z nanoczastkami droga



naczyniowa, to dlaczego nie zastosowata komorek $rodbtonka, wyscielajacych $ciany
naczyn krwionosnych, do obserwacji oddziatywania z badanymi nanoczastkami? Dobor
zastosowanych w pracy komorek wydaje si¢ by¢ dos¢ przypadkowy. Komorki
srédblonka maja zdolnos$é pochlaniania réznorodnych obiektow, w tym tak duzych jak
mikrometrycznych rozmiaréw krysztaty diamentu (Diamond and Related Materials,
2009; 18:4, 651-656).

Pomimo przedstawionych powyzej pytan i uwag krytycznych stwierdzam, ze praca jest
wartosciowa, wnosi istotne warto$ci poznawcze i1 spelnia wymagania ustawy o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki.

Przedkladam Wysokiej Radzie Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Lodzkiego wniosek o dopuszczenie Pani Mgr Malgorzaty Ferenc do dalszych etapow
przewodu doktorskiego i nadanie stopnia doktora.

Dobra Nowiny, 12 czerwca 2016 roku



