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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Natalii Przybylskiej nt. ,,Wtasnosci antybiotyku
(ciprofloksacyny) uwigzionego w nanotubach weglowych.
Wiasciwosci antybakteryjne uktadu.”

Prowadzone w kilku ostatnich dekadach badania zmierzajace do opracowania nowych
zaawansowanych ukladéw dostarczania lekow (drug delivery system) mialy istotne znaczenie
w terapii wielu chordb. Ich efektem bylo wykorzystanie do przenoszenia i dostarczania lekow
do okreslonego obszaru w organizmie nanoczastek roéznego pochodzenia i o réznych
rozmiarach. Zapewniaja one uwalnianie substancji czynnych w sposéb uzalezniony od ich
rozpuszczalno$ci, przebiegu procesu dyfuzji i sily oddzialywania leku z nosnikiem.
Uwalnianie leku z nosnika jest wynikiem jego desorpcji z powierzchni/poréw adsorbentu.
Odpowiednia struktura, morfologia, a takze chemiczna budowa jego powierzchni zapewnia
kontrolowane i czesto celowane (do miejsca przeznaczenia) dostarczenie substancji
leczniczej, przy jednoczesnym minimalizowaniu dziatan niepozadanych dla organizmu.

Wsérdd zalet stosowania nanotechnologii w procesach dostarczania substancji
terapeutycznych, nalezy wymieni¢ zwigkszong sil¢ dziatania leku, precyzyjne jego
ukierunkowanie na okreslone komorki oraz obnizona toksycznosé¢ dla komérek, niezbednych
dla organizmu. W poréwnaniu z tradycyjnymi systemami dostarczania lekow, ich dzialanie
terapeutyczne mozna znaczgco poprawi¢, faczac je z nanoczastkami poprzez fizyczna
enkapsulacje, adsorpcje lub reakcje chemiczna. Wykorzystanie ich do dostarczania lekow
przynosi istotne korzysci, w tym wydluzony czas krazenia ogélnoustrojowego oraz trwate
i kontrolowane uwalnianie lekéw i celowane dostarczanie ich do tkanek. Badania
nanotechnologiczne pozwalaja na wykorzystanie znanych preparatdw, ulepszanie ich
skutecznosci wraz z ograniczeniem dziatan niepozadanych.

Gtéwnym celem pracy doktorskiej mgr Natalii Przybylskiej byla adsorpcja
ciprofloksacyny na powierzchni nanomaterialéw weglowych (nanorurek) oraz dla poréwnania

krzemionkowych, charakteryzacja takiego uktadu i ocena wplywu na bakterie E. coli.
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Pierwsza z dwoch gtownych czesci recenzowanej pracy doktorskiej jest obszerna (liczaca
50 stron) Cze§é teoretyczma, w ktdrej cytowane jest 157 pozycji literaturowych sposrod
tacznie 192 w calej pracy. Zagadnienia om6wione i dokladnie tam przedyskutowane obejmuja
catoksztalt tematyki wynikajacej z tytulu rozprawy. Najpierw dwa krdciutkie rozdziaty
poswiecono podstawowym wiasciwosciom nanoczastek (niecale 3 str.) oraz matrycom
porowatym (niecale pottorej strony). Cytowanych jest tam 16 pozycji literaturowych. Dalsze
dwa znacznie obszerniejsze rozdzialy to 3. Materiaty i 4. Metody badawcze zastosowane do
charakterystyki oddzialywan adsorbent — adsorbat analizowanych ukladéw. W pierwszym z
nich — krétszym przedstawione sg materiaty uzyte w badaniach, najpierw nalezaca do rodziny
antybiotykow fluorochinolonowych (FQ) ciprofloksacyna. Pokazana jest 1 omoéwiona
budowa jej czasteczki oraz doktadnie mechanizm dziatania. Dalej przedstawione sg materiaty
spelniajgce role no$nikow lekdéw, w pierwszej kolejnosci nanorurki weglowe. Pokazana jest
i omowiona ich budowa oraz podzial ze wzglgdu na liczbg tworzacych je warstw (Scian).
Omoéwione sg tez metody ich syntezowania oraz wiasciwosci i zastosowania. Osobny
podpunkt dotyczy ich zastosowaniom w medycynie, szczegélnie ich dziataniu
antybakteryjnemu (trzy rysunki — schematy i obszerna tabela).
Dalszy obszerny podrozdzial poswigcony jest mezoporowatym materialom krzemionkowym.
Dobrg ilustracj¢ stanowig tu trzy rysunki — schematy. Znacznie krocej (tylko 1,5 strony) niz
w przypadku nanorurek weglowych oméwione jest zastosowanie materiatdéw opartych na
krzemie w medycynie (tylko 8 pozycji cytowanej literatury i 1 rysunek).
Drugi z najwazniejszych rozdziatéw Czgsci teoretycznej to 4. Metody badawcze zastosowane
do charakterystyki oddzialywan adsorbent — adsorbat analizowanych uktadéw. Jest to 8 metod
badawczych, z ktdrych czes$¢ stuzy takze do charakteryzowania wlasciwosci uzytych w pracy
materialdéw (nanorurek weglowych i materialéw krzemionkowych). Sg to: pomiar kata
zwilzania, gestosci i1 lepkosci, wyznaczanie niskotemperaturowej izotermy adsorpcji azotu,
spektroskopia Ramana, spektroskopia w podczerwieni, skaningowa kalorymetria réznicowa
(DSC), mikroskop sit atomowych — AFM, testy mikrobiologiczne.
Dalej nastgpuje Cze¢$¢ eksperymentalna zawierajgca 38 rysunkow i 8 tabel. Najpierw krotko
przedstawione sg obiekty badan — jednoscienne nanorurki weglowe (o $rednicy 1,7 nm i 30
nm) oraz nalezaca do rodziny antybiotykéw fluorochinolonowych ciprofloksacyna. W pracy
stosowane byly sporzadzone jej wodne roztwory o st¢zeniach 1 i 2 mg/ml (typowych dla
zastosowan klinicznych). Badania rozpoczyna okreslenie zmian lepkos$ci oraz gestosci tych

roztworéw w funkeji temperatury (w zakresie 275-315 K). Nastepnie wyznaczono katy
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zwilzania roztwordéw ciprofloksacyny dla powierzchni gtadkich oraz porowatych materiatow
krzemionkowych i weglowych (w tym nanorurek 1.7 i 30 nm). Pomiary prowadzono metods
siedzgce] kropli z uzyciem tensometru. Obliczono energie zwilZzania oraz adhezji.
Obserwowana byla niewielka energia zwilzania w przypadku SWCNTs (mata zwilzalnosé
powierzchni oraz niska adhezja). W dalszych badaniach, najpierw struktury elektronowej
SWCNTs, a nastgpnie oddziatywania nanorurek weglowych z roztworami ciprofloksacyny
(CPX) zastosowano spektroskopi¢ Ramana. Badany byt stosunek G/D dla SWCNTs z
zaadsorbowanym roztworem CPX w funkcji temperatury. Do badania sit pomiedzy $ciankami
SWCNTs, a wodnymi roztworami CPX wykorzystana zostala takze spektroskopia w
podczerwieni z transformacjg Fouriera (FTIR). Badane byto ustawienie si¢ molekut CPX
w nanorurkach weglowych. Poréwnywane byly widma FTIR wodnego roztworu CPX i CPX
zaadsorbowanego w SWCNTs. Uzyskane wyniki FTIR wskazuja, ze wigzania aktywne
kluczowe dla wlasciwosci przeciwbakteryjnych ciprofloksacyny, zachowuja swoj charakter w
warunkach ograniczenia. W szczegdlnosci jest to grupa acylowa oraz bardzo aktywne
wigzania azotowe. Kolejny podrozdzial powinien raczej nosi¢ tytul Niskotemperaturowa
izoterma adsorpcji azotu i powinien by¢ umieszczony zaraz po podrozdziale Przygotowanie
probek. Warto bylo tez zamiesci¢ rysunek z izotermami adsorpcji N, w temp. 77 K. W tabeli
7 mozna bylo tez podaé objetosci mikroporéw Vp,; (cm’/g) oraz powierzchnie wlasciwg BET,
co pozwoliloby poréwnaé¢ wyniki z podawanymi w innych pracach. Dalszy podrozdziat
Wyniki badan kalorymetrycznych (analiza DSC) bardziej pasowalby po Analizie wynikéw
uzyskanych metoda spektroskopii w podczerwieni. Obiektem badan byt wodny roztwér CPX
(1 mg/g) oraz dla poréwnania po zaadsorbowaniu w porach nanorurek weglowych (SWCNTs,
1,7nm) 1 krzemionki SBA-15. Wyznaczone zostaly temperatury przejscia fazowego
1 entalpia. Wyznaczone obnizenie temperatury topnienia roztworéw CPX zaadsorbowanych
w porach w stosunku do cieczy swobodnej byto miarg oddzialywan $cianka — ciecz.

Dalsze podrozdzialy (5.8 i 5.9) byly juz poswigcone badaniu uszkodzen morfologii
bakterii (E. coli) wywotanych przez nanorurki weglowe z zaadsorbowanym antybiotykiem
(ciprofloksacyng).

Analiza zdjg¢ wykonanych przy uzyciu mikroskopu sit atomowych (AFM) wykazala, ze
adhezja komoérek bakterii E. coli jest zmniejszona po aplikacji ciprofloksacyny oraz CPX
zaadsorbowanej w SWCNTs. Nanorurki weglowe uniemozliwiajg bakteriom utworzenie sie

biofilmu i w zwigzku z tym zwiazane komorki nie przylegaja do powierzchni i antybiotyk
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moze dzialaé na wieksza ilosé komoérek. Wskazuje to na mozliwos¢ skuteczniejszego
dzialania antybiotyku. W ostatnim badawczym podrozdziale (5.9) przedstawione sg wyniki
testow na bakteriach E. coli. Pierwszym byl test oparty na dyfuzji antybiotyku z krazka
bibulowego w zelu agarowym. Wyznaczone zostaly strefy zahamowania ‘wzrostu dla
wodnego roztworu antybiotyku oraz po zaadsorbowaniu go w porach SWCNTs 1,71 30 nm.
Szczegolnie korzystny wynik dato uzycie SWCNTs 1,7 nm. Drugg z zastosowanych metod
byta metoda rozcieficzen w pozywce. Chodzilo tu o okreslenie najmniejszego stezenia leku (w
mg/l, w warunkach in vitro), hamujgcego wzrost bakterii w okreslonym czasie (wartos¢ MIC -
Minimal Inhibitory Concentration). Dla antybiotyku umieszczonego w nanorurkach
weglowych wzrost komérek E. coli zostat spowolniony, jednak tempo wzrostu bylo szybsze
niz w przepadku samego antybiotyku, co bylo spowodowanie wolniejszym, lecz
diugotrwalym uwalnianiem sie antybiotyku z poréw. Zaréwno badania AFM jak 1 testy
mikrobiologiczne potwierdzaja skutecznos¢ dziatania_antybiotyku umieszczonego w porach
SWCNTSs, ktorego dziatanie rozpoczyna sig po ok. 2 godzinach.

Dalszy rozdzial pracy to 6. Wnioski. Przedstawione sa one w kolejnosci na ogot zgodnej
z przedstawionymi w poszczegblnych podrozdziatach Czgsci eksperymentalnae; wynikami
przeprowadzonych badan. Wynika z nich, ze zalozony cel pracy doktorskiej zostal
zrealizowany.

Lektura rozprawy nasuwa kilka uwag.

Na str. 54 i 55 nie zostala zacytowana praca [154], mimo ze na str. 54 cytowane sg prace od
[150] do [153], a na str. 55 prace od [155] do [157].

W Bibliografii brakuje cytowanej na str. 28 pracy [88].

Na str. 25 tytul podrozdziatu 3.3. Mezopory krzemionkowe ma chyba przestawione stowa,
powinno by¢ 3.3. Krzemionki mezoporowate.

Tytut podrozdziatu 3.2. Nanotuby weglowe nie jest zgodny z terminem nanorurki weglowe,
uzywanym w polskojezycznej literaturze, a takze w tekscie zawartym w podrozdziale.
Na str. 91warto bylo zaprezentowaé niskotemperaturowe izotermy adsorpcji-desorpcji azotu
dla jednosciennych nanorurek weglowych o $rednicy 1.7 nm i 30 nm.

Na str. 26 przestawiona jest numeracja rysunk6w — najpierw jest rys. 11, a potem rys. 10.

W poprzedzajgcym tekscie numeracja jest prawidiowa.

Na str. 55 numer podpisu pod rysunkiem - 28 jest bledny, powinno to by¢ 30. Podobnie na str.
57 powinien by¢ numer rysunku 33, a nie 29. Od tego miejsca numeracja rysunkow jest juz

do konica pracy bledna, dalej numery rysunkow sa juz za niskie (o okoto 4, 5 lub 6).
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Drugi problem to wystgpowanie rowniez od tego miejsca do konca pracy niezgodnosci
numeréw rysunkéw omawianych w tekscie i w podpisach pod odpowiednimi rysunkami.
W przypadku tabel wszystko z numeracjg jest w porzadku.
Dlaczego nie jest cytowana praca: N. Przybylska, M. Sliwinska-Bartkowiak, M. Koscinski,
K. Rotnicki, M. Bartkowiak, S.Jurga, Confined effect of water solution of ciprofloxacin
in carbon nanotubes studied by Raman and Fourier Transform Infrared Spectroscopy
methods, Journal of Molecular Liquids 336 (2021) 115938. W pracy doktorskiej pochodzi
z tego artykutu az 7 rysunkow i 2 tabele.

Powyzsze uwagi nie wplywajg na catkowicie pozytywng oceng calosci rozprawy.
Cel recenzowanej pracy, ktéorym bylo zbadanie efektywnosci antybakteryjnej jednosciennych
nanorurek wegglowych z zaadsorbowanym antybiotykiem - ciprofloksacyng zostal z
powodzeniem zrealizowany. Oddzialywanie roztworéw ciprofloksacyny z nanorurkami
weglowymi zostalo wszechstronnie (z uzyciem wielu, dobrze wybranych metod) zbadane,
a nastepnie zostaly przeprowadzone testy mikrobiologiczne z uzyciem bakterii E. coli.

Podsumowujgc, uwazam Zze przedstawiona do recenzji praca spelnia catkowicie
wszelkie ustawowe (art. 187 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca
2018 r.) i zwyczajowe wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Autorka jasno okreslita
zagadnienia naukowe, ktore stanowily cel pracy, a otrzymane w niej wyniki i ich interpretacja
znacznie poszerzaja dotychczasowy stan wiedzy na temat nowych zaawansowanych uktadow
dostarczania lekow, w ktorych wykorzystywane sg nanomaterialy weglowe.

Zwracam si¢ wigc do Rady Naukowej Dyscyplin Nauki Fizyczne i Astronomia Wydziatu
Fizyki 1 Astronomii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu z wnioskiem
0 przyjecie pracy oraz dopuszczenie mgr Natalii Przybylskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Uwazam, ze ze wzgledu na podjetg tematyke, pomyslnie zrealizowany bardzo
obszerny, wielowatkowy program badawczy oraz jako$¢ i perspektywiczng przydatnos$é
uzyskanych wynikéw praca zasluguje na wyrdznienie. Waznymi cechami rozprawy sa
zawarte w niej istotne elementy nowosci naukowej, jak i potencjalne aspekty aplikacyjne.

Na podkreslenie zashuguje tez dorobek publikacyjny mgr Natalii Przybylskiej 2 artykuty
w wysoko punktowanych czasopismach wyd. Elsevier: Journal of Molecular Liquids IF=5,3,
gdzie jest umieszczona na pierwszym miejscu wsrdéd wspotautorow oraz Carbon o IF=10,5.

Nalezy tez wspomnie¢ o prezentacji wynikéw na kilku konferencjach migdzynarodowych.
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