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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej mgr Natalii Przybylskiej
pt. ,,Wlasno$ci antybiotyku (ciprofloksacyny) uwigezionego w

nanotubach weglowych. Wiasciwos$ci antybakteryjne uktadu.”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostata wykonana na Wydziale Fizyki
i Astronomii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu pod opieka promotor prof. dr
hab. Matgorzaty Sliwinskiej-Bartkowiak, specjalizujacej si¢ od lat w badaniach nad
przemianami zachodzacymi w ograniczonych przestrzeniach porow, oraz promotora
pomocniczego dr Mikotaja Koscifiskiego.

Badania mechanizméw proceséw zachodzacych na réznego typu granicach fazowych
maja olbrzymie znaczenie zaréwno teoretyczne jak i praktyczne. W ostatnich latach
zainteresowanie ta tematykg wzrosto ze wzgledu na otrzymanie r6znego typu nanomaterialow
oraz ich szerokie wykorzystanie w wielu technologiach oraz medycynie. Zwigkszenie udziatu
powierzchni oraz roli sit powierzchniowych w poréwnaniu z faza obje¢tosciowa determinuje
zmiane wlasciwosci nanomateriatéw i nanoczastek oraz zwigkszong reaktywno$¢
w poréwnaniu do materialow masowych. Ze wzgledu na swoje wlasciwosci nanomateriaty sa
coraz szerzej stosowane w wielu produktach codziennego uzytku, remediacji $rodowiska
a takze w medycynie i farmacji. Technologie otrzymywania nowych typéw materiatow
o rozmiarach nano oraz metody ich funkcjonalizacji pozwalaja na ich dostosowanie do
konkretnych potrzeb. Szczegolng role zaczynaja odgrywaé w medycynie, w tym m.in.

w opracowaniu ukierunkowanych ukladow dostarczania lekdw, diagnostyce, obrazowaniu i
terapiach celowanych. Dynamiczny rozw6j nanotechnologii rozszerzy te zastosowania takze
na inne obszary. Zwazywszy na aktualno$¢ badan zwigzanych z szeroko pojeta
nanotechnologia wybdr tematyki recenzowanej rozprawy doktorskiej — badania wlasnosci
antybiotyku (ciprofloksacyny) uwiezionego w nanorurkach weglowych, jest wiec bardzo

trafny.



Recenzowana praca doktorska sktada si¢ z czgsci literaturowej poswieconej
charakterystyce wlasciwosci nanomaterialdw, nanoczastek, mezoporowatych materiatow
krzemionkowych, oraz stosowanych w badaniach materialow — ciprofloksacyny i nanorurek
weglowych, czes¢ ta stanowi okoto 25% rozpraw. Przedstawione zagadnienia sg $cisle
zwigzane z tematyka realizowanej pracy doktorskiej. Kolejny rozdzial poswigcony zostal
szczegolowemu opisowi technik badawczych zastosowanych do analizy oddzialywan
adsorbent — adsorbat i charakterystyk badanych uktadéw, oraz metod pomocniczych. Uzyte w
badaniach metody obejmujg typowe techniki fizykochemiczne, ale Doktorantka wykonata tez
samodzielnie testy mikrobiologiczne, niezb¢dne do kompleksowej analizy badanych ukladow.
Przedstawione w czesci literaturowej zagadnienia odnoszg si¢ $cisle do tematyki rozprawy i
stanowig dobry wstep do lektury czesci doswiadczalnej. Jako pewien niewielki mankament tej
czesci rozprawy musze jednak wskaza¢ powtdrzenia niektérych omowionych juz zagadnien,
przyktadowo klasyfikacja porow wedtug IUPAC jest podana na str. 14 i powtérzona na 40.
Ponadto uwazam, ze Autorka powinna mocniej podkresli¢ istotny walor nowosci naukowe;
swoich badan odnoszgc sie do danych literaturowych dotyczacych analizy oddziatywan w
ukladzie antybiotyk — nanomateriat, czy szerzej substancja aktywna — nanomateriat.

Cze$¢ doswiadczalna obejmuje przedstawienie i analiz¢ wynikéw badan. W badaniach
wykorzystano jednoscienne nanorurki weglowe o $rednicy 1,7 nm i 30 nm. Nalezy podkresli¢
trafny dobdr technik zastosowanych do analizy oddziatywarn pomigdzy ciprofloksacyna, a
powierzchnig nanorurek weglowych oraz poglebionej charakterystyki tego uktadu: pomiary
kata zwilzania (pomocnicze pomiary gestosci i lepkosci roztwordw antybiotyku), mikroskopia
sit atomowych AFM, skaningowa kalorymetria réznicowa DSC, spektroskopia w
podczerwieni z transformacjg Fouriera FTIR, spektroskopia Ramana. Autorka wykonala
réwniez testy mikrobiologiczne (ilo$¢ zaadsorbowanego leku wyznaczona na podstawie
rozmiaréw i objetosci poréw okreslonych z izotermy adsorpcji azotu), ktére pozwolity na
zbadanie efektywnosci antybakteryjnej uktadu antybiotyk — nanorurki. Nalezy podkresli¢, ze
tematyka podjeta w opiniowanej pracy jest bardzo istotna przy wykorzystaniu
nanomaterialow do zastosowan medycznych. Analiza oddzialywan w uktadach roztwoér leku —
powierzchnia no$nika oraz zmian efektywnosci leczniczej zwigzanych z umieszczeniem leku
w ograniczonej przestrzeni poréw moze wskaza¢ na kierunki wykorzystania oraz metody
modyfikacji materiatow pod katem zwigkszenia efektu terapeutycznego.

Gléwna czg$¢ badan doswiadczalnych koncentrowala si¢ na analizie roznych
aspektow charakterystyk ukladéw antybiotyk — nanorurki weglowe przy wykorzystaniu
wybranych technik. Pomiary katéw zwilzania w r6znych ukladach pozwolily na pokazanie
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ogblnego wptywu charakteru powierzchni materiatu na oddzialywania typu ciecz — cialo state.
Wstepne badania poréwnawcze wykazaly zwigkszenie kata zwilzania, a wigc wzrost
hydrofobowosci powierzchni materialtéw porowatych w poréwnaniu z powierzchniami
gladkimi, dodatkowo wraz ze zmniejszeniem rozmiaréw poréw efekt ten wzrastat. Dla wody
na réznego typu powierzchniach zaobserwowano silng korelacj¢ pomigdzy wartosciami
zmierzonych katéw zwilzania a mikroskopowym parametrem zwilzania. Wprowadzenie
ciprofloksacyny do rozpuszczalnika, nawet w niewielkich stezeniach, powodowalo
zmniejszenie kata zwilzania na powierzchniach gtadkich, co wskazuje na silniejsze
oddzialywania roztwor — powierzchnia. Natomiast w przypadku nanorurek weglowych
zaobserwowano wyzsze katy zwilzania, a wigc stabsze oddziatywania. Wzrost stezenia
antybiotyku zwiekszat oddziatywania w badanych uktadach. Nalezy jeszcze podkresli¢, ze w
badaniach stosowano stezenia roztworéw ciprofloksacyny typowe dla zastosowan
medycznych: 112 mg/ml.

Spektroskopia Ramana pozwolita na zbadanie mikrostruktury nanorurek weglowych,
struktury elektronowej i okreslenie wptywu wprowadzenia ciprofloksacyny w pory na zmiany
strukturalne. W przypadku nanorurek o $rednicy 1,7 nm okreslono $rednicg nanorurek i
potwierdzono jednorodnos¢ ich struktury oraz wykazano ich metaliczng strukture
elektronowa. Nanorurki o $rednicy 30 nm maja strukture bardziej amorficzna, wysoce
zdefektowang, charakteryzuja si¢ polprzewodzacymi whasciwosciami elektrycznymi. Pomiary
przeprowadzone technikg Ramana dla nanorurek wypenionych roztworem ciprofloksacyny
pokazaty zwigkszenie uporzadkowania, zmniejszenie amorficznosci w poréwnaniu z czystymi
materiatami. Wykazano réwniez wplyw temperatury na zmiany struktury badanych uktadow
— najwigksze uporzagdkowanie, stabilno$¢ zaobserwowano w przedziale 20 — 30 °C. Powyze]
30 °C zaobserwowano wzrost ich amorficznosci, a tym samym biokompatybilnosci.

Bardzo ciekawe wyniki otrzymano metoda spektroskopii w podczerwient, ktére w
potaczeniu z analiza widm Ramana pozwolily na okreslenie najbardziej prawdopodobnego
ulozenia czasteczki ciprofloksacyny w ograniczonej przestrzeni nanorurek weglowych o
érednicy 1,7 nm. W podczerwieni zaobserwowano wygaszenie niektorych wigzan (wigzania
C-C w pierscieniu aromatycznym) oraz zachowanie aktywnosci wigzan najwazniejszych z
punktu widzenia wiasciwosci bakteriobdjczych antybiotyku (wiazania azotowe, grupa
akylowa). Generalnie badania poréwnawcze wykonane technikg FTIR dla objetosciowych
roztworéw ciprofloksacyny i zamknigtych w nanorurkach wykazaty duzy wplyw sit
powierzchniowych na wlasciwosci i utozenie czasteczki leku w ograniczonej przestrzeni

porowate;j.
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Pomiary technikg skaningowej kalorymetrii réznicowej wykazaly zmiany temperatury
topnienia ciprofloksacyny uwiezionej w porach w poréwnaniu do formy swobodnej
antybiotyku. W polgczeniu z analizg katow zwilzania w badanych uktadach wykazano wptyw
mikroskopowego parametru zwilzania zwiazanego z oddziatywaniami powierzchnia — ciecz
na przejscia fazowe w porach.

Ostatnim etapem badan bylo wykonanie testow na bakteriach E. Coli oraz
zobrazowanie technikg AFM uszkodzen morfologiczne mikrobdéw potraktowanych
antybiotykiem naniesionym na no$nik. Wykazaly one, Zze zastosowanie nanorurek weglowych
z ciprofloksacyng wydhuza czas destrukcji scian komérkowych bakterii, ponadto zauwazono,
ze nanorurki aglomerujg woko6t mikrobow. Poréwnujac terapeutyczne dziatanie samej
ciprofloksacyny i antybiotyku zaadsorbowanego w nanorurkach stwierdzono znaczacy spadek
adhezji bakterii po potraktowaniu ich nanorurkami wypetionymi antybiotykiem, co §wiadczy
o zwiekszeniu efektu leczniczego leku — wolniejsze uwalnianie z nosnika i wydtuzone
dziatanie. Efekty te zaobserwowano w przypadku obu typéw nanorurek o $rednicy 1,7 1 30
nm. Bardzo cickawe sg wyniki analizy biofilmu bakteryjnego na podstawie zdje¢ AFM.
Wykazano inny mechanizm dzialania samej ciprofloksacyny oraz w formie zaadsorbowanej
w nanorurkach. Antybiotyk niszczy komorki oderwane od biofilmu (zmniejszona adhezja),
natomiast nanorurki zapobiegajg tworzeniu biofilmu, co pozwala na zniszczenie wiekszej

liczby mikrobow.

Podsumov-vujqc moge stwierdzi¢, ze recenzowana praca doktorska reprezentuje
bardzo wysoki poziom badan naukowych, speliajgc z nadwyzka wymogi stawiane
pracom doktorskim. Zrealizowane badania sa bardzo aktualne, na szczegdlne podkreslenie
zastuguje ich interdyscyplinarny charakter obejmujacy fizyke, chemig i biologie. Oprocz
badan metodami fizykochemicznymi Doktorantka wykonata roéwniez testy mikrobiologiczne,
co znaczaco poszerzyto Jej kompetencje naukowe jako fizyczki.

Praca jest napisana starannie, jednak z obowigzku recenzenta zwrocg uwage na
niektore drobne uchybienia:

e Stosowanie nazwy pory krzemionkowe zamiast krzemionkowe materiaty
mezoporowate, jest to okreslenie zargonowe

e Rys. 3 —niedokonczony podpis, brak zacytowanego zrodia

¢ Slowo nanotuby jest kalka z jezyka angielskiego i lepiej jest stosowaé nazwe
nanorurki

e Czcionki w opisach czgsci rysunkow sg zbyt mate
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e Nieprawidlowa numeracja Rys. 28 — powinno by¢ 30, tak samo na str. 57, jest
29, powinno by¢ 33 (odwolania do tego rysunek nie ma w tekscie)

e Od str. 59 numeracja pod rysunkami zaczyna si¢ znowu od pozycji 30 (W
tekscie od 34)

e Str. 93, podane w Tabeli 7 wartosci powierzchni whasciwe] zawierajg zbyt
wiele cyfr znaczacych, np. 145,9 m*/g. Blad metody wyznaczania powierzchni
wlasciwej z izoterm adsorpcji/desorpcji azotu wynosi kilka, nawet do

kilkunastu %.

Stwierdzone drobne uchybienia w najmniejszym stopniu nie wptywaja na bardzo
wysoka oceng merytoryczna pracy doktorskiej mgr Natalii Przybylskiej. Badania
doswiadczalne Doktorantki, w ktérych wykorzystata nowoczesne fizykochemiczne techniki
pomiarowe i testy mikrobiologiczne oraz dyskusja otrzymanych wynikow reprezentujg bardzo
wysoki poziom. Techniki badawcze wybrane do analizy ukladow antybiotyk — matryca
porowata wzajemnie si¢ uzupetniajg i potwierdzajg uzyskane wyniki. Doktorantka wykazata,
7e potrafi zaplanowa¢ badania, przeprowadzi¢ pomiary i zinterpretowac otrzymane wyniki.
Swiadczy to o bardzo dobrym przygotowaniu do pracy naukowej. Podsumowujac
stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa doktorska mgr Natalii Przybylskiej reprezentuje
wysoki poziom naukowy i spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim. Wyniki
uzyskane w trakcie realizacji pracy wnosza powazny wklad do rozwoju badan nad zmianami
whasciwosci, struktury i oddzialywan adsorbat — adsorbent dla antybiotyku zamknigtego w
ograniczonej przestrzeni poréw. Dodam jeszcze, ze mgr Natalia Przybylska jest wspotautorkg
2 artykutéw, ktore zostaly opublikowane w czasopismach o wysokim IF (Carbon — 10,5,
Journal of Molecular Liquids — 5,2) oraz kilku wystgpien na konferencjach
miedzynarodowych.

Podsumowujac, uwazam, ze przedstawiona do recenzji praca spetnia catkowicie
wszelkie ustawowe (Ustawa z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki — Dz. U. nr 65 poz. 595 z pézniejszymi
zmianami) i zwyczajowe wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Doktorantka jasno
okreslila cel pracy, zrealizowala zaplanowane badania, a otrzymane wyniki i ich interpretacja
znacznie poszerzaja stan wiedzy nad wiasciwosciami ukladow substancja lecznicza —
porowaty no$nik. W zwiazku z tym wnosz¢ do Rady Wydzialu Fizyki i Astronomii
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Natalii

Przybylskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto, biorgc pod uwage
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bardzo wysoki poziom badan oraz istotny element nowosci w prezentowanych w doktoracie
wynikach badan Autorki wnosz¢ o nagrodzenie tej rozprawy ze wzgledu na jej warto$¢
naukowg. Jednoczesnie cheiatabym podkresli¢, ze kieruj¢ sie przy sformutowaniu tego
wniosku gléwnie wysokg wartoscia naukowa rozprawy doktorskiej. Podjecie badan
zawierajgcych wyrazne elementy nowosci naukowej, w tym szczeg6lnie badan
interdyscyplinarnych, moze spowodowa¢ opdznienie publikacji czesci wynikow.
Dotychczasowy dorobek publikacyjny mgr Natalii Przybylskiej obejmuje 2 artykuty (w tym 1
zawierajacy czes¢ wynikéw uzyskanych w trakcie badan przeprowadzonych w ramach
doktoratu). Poniewaz Autorka opublikowala dotychczas tylko pewng cz¢s¢ otrzymanych
wynikow sadze, ze Jej dorobek naukowy wkrétce si¢ powigkszy.

1. Do~ Nasnendie.

Prof. dr hab. Anna Deryto-Marczewska
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