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Recenzja

pracy doktorskiej Pani mgr inz. Angeliki Kwiatkowskiej
pt. " Nanomodyfikacja membran i nanoenkapsulacja materiatu biologicznie
aktywnego dla celow medycznych”, wykonanej pod naukowym
kierownictwem Pani dr hab. inz. Ludomiry Granickiej

1. Jedng z tendencji charakterystycznych dla wspdiczesnej medycyny jest
dziatanie lecznicze bezposrednio w miejscu wymagajacym terapii. Jest to szczegdinie
istotne w przypadkach stosowania silnych Srodkéw farmakologicznych, dla ktdrych
roznica pomiedzy minimalnym stezeniem toksycznym a minimalnym stezeniem
terapeutycznym jest niewielka. Idea wszelkiego rodzaju wszczepdw, z ktdrych
uwalniany jest lek, umieszczanych jak najblizej leczonego miejsca jest w swej
zasadzie nad wyraz prosta i od wielu lat znana. Realizacja tego typu terapii jest
jednak bez poréwnania trudniejsza od tradycyjnych metod podawania leku. Implikuje
ona dwa podstawowe problemy:

- wymagana jest odpowiednia biozgodnos¢ pomiedzy organizmem biorcy

a materiatami zastosowanymi we wszczepie

- nalezy zapewni¢ odpowiednig szybkos¢ uwalniania sie danego specyfiku

przez czas wymagany okresem terapii.

Oba te zagadnienia wchodzg w zakres inzynierii biomedycznej. Sg to zagadnienia
bardzo skomplikowane, jako Ze rozpatrywany proces zachodzi w warunkach
nieustalonych zaréwno odnosnie stezenia stosowanego leku jak i oddziatywania
organizmu biorcy na wiasciwosci transportowe stosowanego materiatu wszczepu.



Mozna przyjaé, ze praktycznie caty miedzyfazowy transport masy w organizmie
cztowieka odbywa sie przez rdznego typu membrany potprzepuszczalne. Stad
oczywistym jest dziatanie na rzecz wykorzystania przez inzynierig biomedyczng
membran syntetycznych o zaprogramowanych wiasciwosciach.

Powszechnie przyjmuje sie, ze wiedza o transporcie przez klasyczne
membrany oraz technologia ich wytwarzania ma dzi§ ugruntowane podstawy.
Jednakze ostatnie lata otworzyty w tym obszarze, zwiaszcza przed inzynieriq
biomedyczng, nowe mozliwosci wynikajace z osiggnie¢ inzynierii materiatowej.
Dotyczy to szeroko rozumianej nanotechnologii. Unikalne, czesto zaskakujace
wiasciwosci nanoczastek czy tez struktur dwuwymiarowych o rozmiarach
odpowiadajacych zakresowi nanometrow sa ciekawym materiatem badawczym
0 obiecujgcym potencjale aplikacyjnym.

Majac powyzsze na wzgledzie tematyke recenzowanej rozprawy doktorskiej
uwazam za bardzo aktualng, wartg intensywnych badan.

2. Przedstawiona do recenzji rozprawa zostata opracowana wg oryginalnej
opcji przewidzianej przez Ustawe o Stopniach i Tytule Naukowym. Skitada sie ona
z czterech opublikowanych artykutéw, ktérych Pani mgr inz. Angelika Kwiatkowska
jest wspotautorem, tj.:
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oraz bardzo obszernego manuskryptu, ktdéry w czeSci mozna uwazal za rodzaj
przewodnika po tych artykutach (rozdziat pt. "Omdwienie wynikéw i podsumowanie")
oraz ktory przedstawia podstawowe informacje o zagadnieniach rozpatrywanych
w tych artykutach (rozdziat pt. "Wprowadzenie"). Lektura tego manuskryptu
jednoznacznie wskazuje na dobre rozeznanie Doktorantki w tematyce objetej
rozprawg doktorska.

Spetnione sg wszystkie wymogi formalne stawiane w/w opcji rozprawy
doktorskiej. We wszystkich przedstawionych artykutach wspdlnie z Doktorantka
wspdtautorem jest Pani Promotor dr hab. inz. Ludomira Granicka. W trzech spo$rdd
tych artykutdw Pani mgr inz. Angelika Kwiatkowska jest pierwszym autorem.
Artykuty te zostaty opublikowane w czasopismach o relatywnie wysokich wskaznikach
IF (w sumie 12,793). Liczba autoréw poszczegdinych artykutdw jest stosunkowa
duza. Wynika to jednak ze specyfiki prowadzonych badan, ktére wymagajg wysoko
wyspecjalizowanej wspotpracy. Na podstawie lektury catosci zamieszczonej
dokumentacji oraz os$wiadczen wspoétautordw nabratem przekonania, ze wktad
Doktorantki w opracowanie tych artykutdw jest istotny. Stanowi to uzasadniong
podstawe do uznania przedstawionej dokumentacji jako rozprawy doktorskiej Pani
mgr inz. Angeliki Kwiatkowskiej.

3. W swej pracy doktorskiej Pani mgr inz. Angelika Kwiatkowska na podstawie
trafnie przeprowadzonego przegladu obszernie cytowanej literatury postawita trzy
podstawowe cele:

- uzyskanie stabilizowanego systemu dostarczania czynnikdw aktywnych do

komorek docelowych, zbudowanego z nanonosnikéw pokrytych membrang

o grubosci z zakresu nanometréw,

- uzyskanie nano-cienkiej wielowarstwowej membrany wspomagdajacej

w konfiguracji z suportem adhezje komorek,

- uzyskanie nano-modyfikowanej, bakteriostatycznej powierzchni jako

prekursora do wspdtpracy z komdrkami eukariotycznymi.

Sq to istotne i ambitne cele, precyzyjnie sformutowane, ktdrych osiggniecie
bedzie z pewnoscig liczacym sie krokiem w tematyce dotyczacej szeroko
rozumianego stosowania wszczepow.

Nalezy podkresli¢, ze Pani mgr inz. Angelika Kwiatkowska w prowadzonych
eksperymentach stosuje nowoczesne metody badawcze, umiejetnie i z wiasciwym
doborem wykorzystuje wysokospecjalistyczng aparature. Bardzo pozytywnie nalezy



oceni¢ réwniez wspotprace z genetykami. Dzieki tej wspétpracy, w badaniach nad
dostarczaniem terapeutykéw do miejsc docelowych, udato sie na drodze genetycznej
modyfikacji mikroorganizmu Escherichia coli zaprojektowac produkt (listeriolizyna O)
indukujacy apoptoze w komdrkach nowotworowych. (Nalezy tu wyraznie podkresli¢,
ze wspomniana uprzednio stosunkowo duza liczba autoréw artykutéw stanowigcych
rozprawe doktorskg jest catkowicie uzasadniona specyfikq prowadzonych prac
badawczych). Uzyskana listeriolizyna O zostata przez Doktorantke umieszczona
w nano-cienkiej powtoce zbudowanej z poli(etylenoiminy) oraz z kwasu
hialuronowego. Jako nosnik leku zostaty utrwalone komodrki bakteryjne o rozmiarach
nano. Wybdr tych substancji jest catkowicie uzasadniony. Ich przydatno$¢ do
konstrukcji wszczepdw zostata wczesniej potwierdzona przez wielu badaczy.
Dodatkowo nanonoéniki zostaty sprzezone z utrwalong komdrka eukariotyczna.
Rozwigzanie takie miato na celu zwiekszenie strumienia masy leku dostarczanego do
komdrek nowotworowych a zainkorporowane na ich powierzchni receptory
transferynowe  zwiekszaty —powinowactwo takiego uktadu do  komodrek
nowotworowych.

Swoimi badaniami Pani mgr inz. Angelika Kwiatkowska wykazata, ze
zaproponowany przez Nig system dostarczania okreslonych substancji do komdrek
docelowych wykazuje zwiekszone powinowactwo do komodrek nowotworowych
w poréwnaniu z nosnikami niemodyfikowanymi. Uzyskane w tym zakresie wyniki,
choé dotycza fragmentu zagadnien zwigzanych z aplikacjg wszczepdw stanowig bez
watpienia liczace sie osiggniecie Doktorantki, poszerzajg wiedze w tym zakresie.

Do funkcjonalizacji powierzchni sktadnikami o rozmiarach nanometréw Pani
mgr inz. Angelika Kwiatkowska wybrata czastki ziota, ktdrych wiasciwosci
antybakteryjne sg znane i i od lat stosowane. Obiektem badan byty rurki krtaniowe
wykonane z poli(chlorku winylu), uzywane do wspomagania procesu oddychania.
W pierwszym kroku powierzchnia PCV byta aktywowana tiolami, co prowadzito do
uzyskania powierzchni polimeru zawierajacej grupy siarkowe, mogace oddziatywac
z nanoczastkami ziota. Doktorantka opracowata dwie metody syntezy takiego
potaczenia. Badaniami za pomocg transmisyjnego mikroskopu elektronowego
wykazano istotng obecno$¢ na powierzchni polimeru nanoczastek ztota o rozmiarze
od 4 do 18 nm.

Wiasciwosci antybakteryjne powierzchni z tak osadzonymi nanoczastkami ztota
weryfikowano na szczepach Gram-dodatnich (£. colj P. aeruginosa) oraz Gram-
ujemnych (L. monocytopes, B. substilis). Stwierdzono, ze spreparowane w/w metodq
powierzchnie PCV wykazujg dziatanie bakteriostatyczne do wszystkich badanych



szczepOw, przy czym nie uzyskano catkowitego zatrzymania proliferacji komdrek
bakteryjnych.

Ten fragment badan Pani mgr inz. Angeliki Kwiatkowskiej w duzym stopniu
wykorzystywat wyniki dotychczasowych badan, prowadzonych przez wielu autoréw,
nad nanoczastkami zlota osadzanymi na rdznego rodzaju powierzchniach.
Doktorantka uzyskata wyniki zblizone do wynikéw innych autoréw, co poszerza zbidr
informacji o tej metodzie.

Interesujgcym  zagadnieniem poruszanym W recenzowanej rozprawie
doktorskiej jest pokrywanie wybranych elementdw materii nano-cienkimi
membranami z polielektrolitow. Ze wzgledu na wykazywang aktywno$¢ chemiczng
w powitokach takich mozna immobilizowaé réznego rodzaju czynniki aktywne, w tym
takze elementy o rozmiarach nanometréw. Pani mgr inz. Angelika Kwiatkowska
podjeta sie zadania przeprowadzenia kontrolowanego wzrostu komodrek
adherentnych. W tym celu opracowata suport poliuretanowy, na ktéry nanosita dwa
uktady warstw: polilizynowo-alginianowg oraz polilizynowo-polietylenoiminowa.
Uktady takie wytwarzano metodq ,warstwa po warstwie”. Badanie biozgodnosci
powlok przeprowadzono in vitro na linii komdrkowej WEHI-164. Szczegdtowo
okredlono morfologie i powierzchnie opracowanego uktadu. Wykazano mozliwos¢
zastosowania zaproponowanego systemu w bioinzynierii i biotechnologii. Dotychczas
zaprezentowane przez Doktorantke wyniki pokazuja obiecujgce mozliwosci w tym
zakresie.

Lektura rozprawy doktorskiej wskazuje, ze Pani mgr inz. Angelika Kwiatkowska
opracowata i dobrze opanowata techniki wytwarzania nano-cienkich membran
z przeznaczeniem do zastosowan w inzynierii biomedycznej oraz ich agregowanie
z czasteczkami o rozmiarach nanometrow. Stanowi to bez watpienia Jej osiggniecie
naukowe i wnosi nowe informacje do tej dziedziny nauki. Doktorantka bardzo
sprawnie postuguje sie nowoczesnymi technikami badawczymi a stawiane przez Nig
whnioski sg z reguty dobrze uzasadnione. Wyniki zaprezentowane przez Panig mgr inz.
Angelike Kwiatkowska w petni spetniajq oczekiwania i wymagania stawiane rozprawg
doktorskim.

4. Artykuly, stanowigce rozprawe doktorskg byly poddane recenzjom
W czotowych czasopismach z zakresu inzynierii biomedycznej i nauki o membranach.
Stad praktycznie wykluczone sg niescistosci czy btedy interpretacyjne przy omawianiu
wynikéw. Komentarz (manuskrypt rozprawy doktorskiej) do tych artykutéw napisany
jest przejrzyscie i spetnia swoja role. Nie oznacza to, ze lektura tych prac nie nasuwa



pewnych uwag o charakterze dyskusyjnym. Z obowigzku recenzenta ponizej kilka
Z nich.

a) Aktualny stan wiedzy w tematyce objetej rozprawg doktorskg nie pozwala na
uogdlnienia. Z tej przyczyny, w opisie uzyskiwanych wynikéw, praktycznie nie
wystepuja funkcje matematyczne, wiekszoS¢ podawanych informacji ma
charakter jakoSciowy, co najwyzej pétilosciowy i dotyczy z reguty konkretnych
uktadéw. Niemniej bytoby wskazane przedstawi¢ jakié model jakosciowy,
ktérego analiza udokumentowataby celowoé¢ podejmowanych badan
i wskazywata na ewentualne oczekiwania.

b) Bardzo lakonicznie przedstawiono zagadnienia zwigzane z transportem
membranowym. Jak rozumie¢ wspdtczynnik dyfuzji dla membrany porowate;j?
Podana dokfadno$¢ (miejsca znaczace) tej wartosci jest wyraznie przesadzona.

) Jak wyznaczano kinetyke nieustalonego transportu w badanych uktadach?

d) W klasycznych wszczepach membranowych opdr transportu masy przez
membrane jest proporcjonalny do jej grubosci i jest z reguty oporem
dominujacym. Jak sie to ma w przypadku membran o grubosci z zakresu
nanometrow? Czy dalej jest to opdr dominujacy?

Powyzsze uwagi stanowi¢ moga kanwe do dyskusji podczas publicznej obrony
pracy doktorskiej. W Zadnym stopniu nie umniejszajg mojej w petni pozytywnej
oceny recenzowanej rozprawy.

Reasumujgc uwazam, ze Pani mgr inz. Angelika Kwiatkowska rozwigzala
z powodzeniem zadania bedace celem Jej rozprawy doktorskiej, ktora stanowi
oryginalne osiggnigcie naukowe. Wykazala si¢ przy tym wiedza oczekiwana od
kandydata do stopnia doktora w dyscyplinie naukowej inzynieria biomedyczna.

Uwazam, Ze przedlozona rozprawa spelnia wszystkie wymagania stawiane
formalnie i zwyczajowo pracom doktorskim i stawiam wniosek o dopuszczenie

Pani mgr inz. Angeliki Kwiatkowskiej do publicznej jej obrony.
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