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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr inz. Krzysztofa Jacka Cendrowskiego pt.: ,Synteza i
funkcjonalizacja nanostruktur molekularnych do biozastosowan” wykonanej w Zaktadzie
Nanotechnologii w Instytucie Technologii Chemicznej Nieorganicznej i Inzynierii
Srodowiska Wydziatu Technologii i Inzynierii Chemicznej Zachodniopomorskiego

Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie pod kierunkiem prof. dr hab. Ewy Mijowskiej.

W XXI wieku obserwowany jest intensywny rozwdj réznych galezi nanotechnologii,
wsrod ktérych wyrdznia si¢ nanomedycyne. Wykorzystuje ona nanoczastki i nanomaterialy w
takich dziedzinach jak: nanodiagnostyka, nanofarmakologia i nanoonkologia. Jedna z
najlepiej rozwijajacych si¢ dziedzin nanomedycyny jest nanofarmakologia, ktora zajmuje sie
tworzeniem nanosystemow nosnikowych umozliwiajacych selektywne dostarczenie leku do
miegjsca dzialania oraz jego sterowanym uwalnianiem w patologicznych komoérkach lub
tkankach. Do zadaf nanofarmakologii nalezy takze tworzenie nowych nanolekow oraz
udoskonalanie juz istniejacych, réwniez struktur o wiasciwosciach przeciwbakteryjnych.
Gléwnym celem badan w ostatnim czasie jest stworzenie wielofunkcyjnych nanoczastek i
nanomaterialdw, ktorych wlasciwosciami mozna byloby sterowaé w organizmie za
posrednictwem lokalnego $rodowiska lub czynnikow zewnetrznych, np. uzywajac
Zewngtrznego pola magnetycznego czy $wiatta UV,

Rozprawa doktorska pana mgr inz. Krzysztofa Jacka Cendrowskiego jest obszernym
studium dotyczacym syntezy oraz analizy wiasciwosci fizykochemicznych nanostruktur
utworzonych na bazie zwiazkéw nieorganicznych, takich jak: krzemionka, wegiel oraz
dwutlenek tytanu, a takze ich potencjalnego zastosowania w medycynie, szczegblnie w

onkologii i mikrobiologii. Temat podjetych badan jest bardzo aktualny. Nadzieje zwiazane z
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nanomedycyna sa tak wielkie, ze wielu badaczy na calym $wiecie pracuje nad
udoskonaleniem tych struktur i zwiekszeniem kompatybilnosci z naturalnymi zwiazkami
organizmu ludzkiego, by byly nietoksyczne i biodegradowalne. Wartos¢ podjetych przez mgr
Krzysztofa Cendrowskiego badan dokumentuja prace, ktére powstaly na podstawie tej
rozprawy, opublikowane w czasopismach o zasi¢gu migdzynarodowym z listy filadelfijskiej,
ktorych Doktorant jest wspétautorem.

Tresé przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej liczacej 218 stron, wzbogacone]
1 tabela i 94 rycinami, zostala podzielona na dwie czesci, tzw. literaturowa i eksperymentalna.
W bardzo obszernej czesci teoretycznej (okoto 90 stron), przygotowanej w oparciu o
najnowsza literature i bogate pismiennictwo (393 pozycje), Autor zapoznaje czytelnika z
nanomateriatami wykorzystywanymi w medycynie, opisujac szczegétowo budowe i
wlasciwosci  fizykochemiczne oraz metody syntezy 1 modyfikacji nanostruktur
krzemionkowych, nanorurek weglowych oraz nanostruktur z dwutlenkiem tytanu. Na
podstawie dostepnych badan in vitro oraz in vivo omawia réwniez toksycznos¢ tych
nanomaterialdw. Autor stusznie zauwaza, ze brak wystandaryzowanych metod oraz
wytycznych dotyczacych badania toksycznosci utrudnia oceng wplywu nanomaterialéw na
zywy organizm. Doktorant wiele uwagi poswigcit wykorzystaniu nanomaterialow w
celowanej terapii przeciwnowotworowej, a szczegélnie kontrolowanemu uwalnianiu
cytostatykow w miejscu dzialania oraz wykorzystaniu nanoczastek w terapiach
wspomagajacych leczenie nowotworéw, takich jak hipertermia i terapia fotodynamiczna.
Autor opisal takze wykorzystanie nanostruktur o wlasciwosciach bakteriobojczych,
zbudowanych na bazie dwutlenku tytanu, srebra lub miedzi w medycynie oraz ochronie
$rodowiska. Ostatni rozdzial czesci literaturowej rozprawy zostal poswigcony technikom
stosowanym do obrazowania struktury nanomaterialéw oraz analizom umozliwiajacym oceng
jako$ciowa i ilosciowa nanoczastek. Taki uklad rozprawy ma swoje uzasadnienie, gdyz
stanowi podstawe teoretyczna do badan przeprowadzonych w czgsci eksperymentalnej. Czgs¢
teoretyczna rozprawy zostata przedstawiona bardzo szczegétowo i obszemie, co $wiadezy o
rozleglej wiedzy Autora w zakresie zagadnien bedacych przedmiotem Jego badan.

Do tej czeci pracy mam nastepujace uwagi natury redakcyjnej. Praca zostala
przygotowana niezbyt starannie. Doktorant nie ustrzegt si¢ licznych bigdow stylistycznych 1
literowych. Niektore z nich przytocze, np. w spisie tresci - podrozdziat 1.1.2.1. powinien by¢
zatytutowany: ,Metody syntezy nanostruktur krzemionkowych”, na str. 36 powinno byé
klastry zamiast klastery, na str. 39 i 40 zamiast podanie dotchawiczne — poprawnie jest

dotchawicze, na str. 42 zamiast nanomateryczny dwutlenek tytanu powinno by¢



nanometryczny; na str. 52 okreslenie apoptoza $ledziony jest nieprawidlowe, gdyz apoptoza
jest zaprogramowana $miercig komorki, podobnie jak anemia czerwonych krwinek, poniewaz
anemig okresla si¢ niedobor krwinek czerwonych; zamiast nutrofilowe poprawnie powinno
by¢ komorki neutrofilowe, itd. Ponadto na str. 59 nie podano numeru ryciny tylko XX, a
powinno by¢ 31; na str. 70 Autor napisatl: ,, jako uzupeienie tradycyjnych metod leczenia
takich jak chirurgia, chemioterapia czy radioterapia”, chirurgia jest kliniczna dziedzing
medycyny zajmujacq si¢ leczeniem operacyjnym; strony 83, 84 i 85 zostaly przestawione; w
tytutach, np. rozdzialéw, nie stawia si¢ kropek; na str. 83 brak ryciny oznaczonej numerem V
— schemat budowy transmisyjnego mikroskopu elektronowego.

Celem podj¢tych badan przez pana mgr inz. Krzysztofa Jacka Cendrowskiego byla
synteza 1 analiza wlasciwosci fizykochemicznych nanaostruktur, ktére mozna zastosowaé w
medycynie jako material o wlasciwosciach przeciwbakteryjnych oraz jako nosnik lekow
przeciwbakteryjnych i cytostatykow w tzw. terapii celowanej. Cze¢$¢ eksperymentalna
rozprawy doktorskiej sktadala si¢ z trzech czesci.

W czeSci  pierwszej Doktorant opracowal synteze litych rdzeni nanosfer
krzemionkowych wedlug wczesniej opisanej metody Stobera, opartej na reakcji zol-zel i
procedure pokrywania litego rdzenia porowatg warstwa krzemionki. Strukture otrzymanych
litych i mezoporowatych nanosfer krzemionkowych badal przy uzyciu transmisyjnej
mikroskopii elektronowej. W celu zwigkszenia reaktywnosci otrzymanych nanotruktur ich
powierzchnie modyfikowano grupami aminowymi wprowadzonymi przez pokrycie
monowarstwa 3-aminopropylotrietoksysilanu (APTES). Stosujac analize dyfrakcji promieni
rentgenowskich potwierdzono obecno$¢ atoméw azotu w otrzymanych nanosferach. Do
oceny  cytotoksycznos$ci  otrzymanych nanostruktur Doktorant  zastosowal test
biokompatybilnosci na fibroblastach mysich linii 1.929. Przeprowadzony test, w ktorym
oceniano ilo$¢ aktywnych metabolicznie komorek, nie wykazatl toksycznego dzialania
badanych nanoczastek w zakresie stezen 3,125-50ug/ml. W tescie oceniajacym
cytotoksycznos$é z odczynnikiem WST1 ocenia si¢ absorbancje a nie poziom fluorescencji,
jak napisal Doktorant (str.103). Otrzymane mezoporowate nanosfery krzemionkowe zostaty
wykorzystane jako nosnik dla chloramfenikolu, ktéry wybrano jako lek modelowy sposréd
antybiotykdw o dziataniu bakteriostatycznym. Chloramfenikol umieszczano w kanalikach
mezoporowatej otoczki nanosfer krzemionkowych, co zostalo udokumentowane badaniem
probek w elektronowym mikroskopie transmisyjnym oraz potwierdzone badaniem analizy
dyspersji energii promieniowania rentgenowskiego wykonanym detektorem EDS. Stosujac

analiza termograwimetryczng mezoporowatych nanosfer krzemionkowych wypelnionych



chloramfenikolem Doktorant okreslal procentowa zawartosé leku w badanych prébkach.
Zbadal takze kinetyke uwalniania chloramfenikolu z mezoporowatej otoczki nanosfer
krzemionkowych za pomoca spektrometrii UV-Vis. Autor nie podal w pracy do jakiego
»medium” uwalniat si¢ chloramfenikol. Skuteczno$¢ przeciwbakteryjnag uwolnionego z
mezoporowatych nanosfer krzemionkowych chloramfenikolu badano w uktadzie in vitro w
hodowli bakterii Escherichia coli na podlozu ptynnym i statym. Autor wykonat takze test
cytotoksycznosci uzywajac fibroblastow mysich linii L929 dla tych nanostruktur (moja
uwaga: uzywa si¢ okreslenia fibroblaty mysie linii 1929, a nie fibroblasty mysiego naskérka,
poniewaz w naskérku wystepuja keratynocyty, za$ fibroblasty sa komérkami skory whasciwej;
podobny biad popelniony zostat w uzyciu nazewnictwa komoérek ludzkiej skoéry). Na
podstawie przeprowadzonych badan Doktorant uzyskal oryginalne wyniki, ktére podsumowat
6 prawidtowymi wnioskami.

Drugi etap badan dotyczyt modyfikacji tlenkiem tytanu mezoporowatych nanoczastek
krzemionkowych. Autor wybrat dwutlenek tytanu, gdyz zwigzek ten charakteryzuje sie
wlasciwosciami  przeciwbakteryjnymi powstajacymi pod wplywem promieniowania
ultrafioletowego. Gdy na nanoczastki z dwutlenkiem tytanu dziata promieniowanie UV,
powstaja reaktywne formy tlenu. Z tego powodu zwiazek jest wykorzystywany do tworzenia
powlok antybakteryjnych oraz do oczyszczania $ciekéw. Doktorant zastosowal test
modelowej reakcji rozktadu fenolu dla potwierdzenia fotoaktywnosci mezoporowatych
nanosfer krzemionkowych modyfikowanych dwutlenkiem tytanu oraz test in vitro z
bakteriami  Escherichia coli dla potwierdzenia wiasciwosci przeciwbakteryjnych
indukowanych $wiatlem UV otrzymanych nanoczastek. Analiza widma za pomoca
spektrometrii UV-Vis wykazala, ze probki o najwigkszej fotoaktywnosci powstaty przy
zastosowaniu $wiatta UV jako aktywatora, w zakresie temperatur krystalizacji dwutlenku
tytanu 400°C - 500°C. Badania nad synteza i zastosowaniem mezoporowatych nanoczastek
krzemionkowych modyfikowanych dwutlenkiem tytanu Autor podsumowat 5 wnioskami.

W drugiej czgsci tego etapu Autor opracowal synteze mezoporowatych nanorurek
krzemionkowych z wykorzystaniem nanorurek weglowych jako matrycy, ktére modyfikowat
dwutlenkiem tytanu. Biorac pod uwage fakt, ze nanostruktury cylindryczne ze wzgledu na
duza powierzchni¢ wlasciwg i cylindryczny ksztalt moga w wiekszym stopniu penetrowaé do
komérek mikroorganizméw. Wiasciwosci  fizykochemiczne otrzymanych nanorurek
Doktorant badal uzywajac metody transmisyjnej i skaningowej mikroskopii elektronowej,
spektroskopii EDS oraz dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego. Badania wykazaty, ze

struktura nanorurek i nanosfer krzemionkowych modyfikowanych dwutlenkiem tytanu jest



zblizona. Do badania wlasciwosci przeciwbakteryjnych nanorurek krzemionkowych
Doktorant zastosowat te same testy jak w przypadku nanosfer krzemionkowych
modyfikowanych dwutlenkiem tytanu. Dodatkowo Autor analizowal in vitro wlasciwosci
przeciwgrzybiczne  mezoporowatych  nanorurek krzemionkowych  modyfikowanych
dwutlenkiem tytanu. Badania przeprowadzono w hodowli dwéch patogenicznych gatunkéw
grzybow z rodziny Pseudallescheria boydii na ptytkach z podlozem agarowym. Badania
wykazaly wysoka skutecznosé przeciwgrzybicza badanych nanorurek aktywowanych
sztucznym Swiattem widzialnym. Wyniki tej cze$ci badan Autor podsumowat 7
prawidlowymi wnioskami.

Ostatnim etapem badafi byla synteza nanokapsutek zbudowanych z nanorurek
weglowych zamknietych nanosferami krzemionkowymi oraz mezoporowatymi nanosferami
krzemionkowymi modyfikowanymi dwutlenkiem tytanu, ktére moglyby by¢ wykorzystane do
transportu 1 kontrolowanego uwalniania cytostatykow  stosowanych w terapii
przeciwnowotworowej. Doktorant opracowal oryginalng metode zamykania nanorurek
weglowych za pomoca wigzania amidowego, ktdre powstalo w wyniku reakcji pomiedzy
grupami aminowymi obecnymi na powierzchni nanosfery i grupami karboksylowymi
obecnymi na otwartych koncach nanorurek. Zastosowanie mezoporowatych nanosfer
krzemionkowych modyfikowanych dwutlenkiem tytanu w takim systemie umozliwialo
zerwanie wigzan pod wplywem promieniowania UV pomigdzy grupami aminowymi i
karboksylowymi i uwalnienie leku z wnetrza takiego systemu. Strukture i Srednice
otrzymanych nanokapsulek analizowano przy uzyciu spektrometrii EDS oraz TEM. Nie
wykazano réznic pomiedzy skutecznoscia i stabilnoscia wigzania w nanokapsutkach
zamykanych litymi nanosferami krzemionkowymi a mezoporowatymi nanosferami
krzemionkowymi modyfikowanymi dwutlenkiem tytanu. Jako substancje modelowe do
badania stabilnosci i kontrolowanego uwalniania substancji z przygotowanych nanaokapsutek
Doktorant wybrat bigkit brylantowy oraz metotrekst (cytostatyk stosowany w leczeniu wielu
chor6b immunologicznych i nowotworowych). W rozdziale 9.6. Autor opisal badania
dotyczace stabilnosci i czasu uwalniania nanokapsulek wypelnionych bigkitem brylantowym
w zaleznosci od temperatury w Srodowisku wodnym o réznych wartosciach pH oraz w
hodowli z komérek ludzkich linii WS1 (okreslenie ,,w medium do hodowli komorkowe;j” nie
Jest poprawne; powinno byé: badanie prowadzono na hodowli komodrkowej z komorek
ludzkich fibroblastow linii WS1). Opisujac te czes¢ badan, Autor napisal na str. 159: cyt.: ,,Za
pomocg fluorescencji okreslano nie tylko ilo§¢ uwolnionego barwnika, ale réwniez Zmiany

liczby zywych komorek. Z rys. 92a oraz 92b wynika, ze nanokapsutki nie wplywaja



negatywnie na zywotno$¢ komorek mysiego naskérka (?) oraz, ze wraz z uplywem czasu nie
dochodzi do naruszenia integralnoéci nanokapsutek, czego konsekwencja byl brak
zwigkszenia stgzenia barwnika”. Natomiast z podpisu pod rycing 92a wynika, ze na wykresie
przedstawiono wzgledna biokompatybilno$é nanokapsutek wypetnionych metotreksatem
inkubowanych z fibroblastami ludzkimi linii WS1. Jezeli to byly nanokapsutki wypetione
metotreksatem, to nie mozna moéwi¢ o biokompatybilnosci tylko o cytotoksycznosci
wzgledem tych komérek. Autor nie wspominat wezesniej o badaniu nanorurek wypetnionych
metotreksatem w tym ukladzie.

Badanie kinetyki kontrolowanego uwalniania metotreksatu i barwnika brylantowego z
nanorurek weglowych zamknigtych nanosferami krzemionkowymi modyfikowanymi
dwutlenkiem tytanu prowadzono z wykorzystaniem $wiatta UV jako czynnika inicjujacego
otwieranie tych nanokapsutek. Doktorant wykazal, Ze zastosowanie nanoczastek
krzemionkowych modyfikowanych dwutlenkiem tytanu do zamykania nanokapsutek pozwala
na kontrolowane otwieranie ich pod wplywem $wiatla UV, a wydluzenie czasu naswietlania
pozwala na uwolnienie wigkszej ilosci leku. Badania zostaly podsumowane 5 wnioskami
sformutowanymi na podstawie uzyskanych wynikéw.

We wniosku numer 3 Doktorant nie powinien uzywac okreslenia ,,medium” poniewaz
niejasne jest jakiego medium to dotyczyto?

Do tej czg$ci pracy mam dodatkowe uwagi, gtéwnie natury redakcyjnej: nie uzywa sie
okre$lenia ,,usmiercanie komoérek™, na str. 115 powinien by¢ odnosnik do rozdziahi 5.4 a nie
5.3; w rozdziale 1.3 (str. 115) nie opisano pomiaru aktywnosci mitochondrialnej, jak napisat
Autor, za$ podano ta informacj¢ w rozdziale 5.4; na str. 101 akapit dotyczaey ryciny 56,
prébek modyfikowanych dwutlenkiem tytanu oraz APTES jest nie na temat i powinien by¢
umieszczony w rozdziale 7 na str. 118; rozdzial 9.4. na str. 153 zamieszczono dwukrotnie.

Czgs¢ eksperymentalna zostata zakonczona rozdziatem ,,Podsumowanie i wnioski”, w
ktérej Autor napisat, ze dyskusje wynikéw i wnioski dotyczace szczegbtowych wynikow
badan przedstawiono na zakonczenie kazdego rozdzialu przedstawiajacego badania w
poszezegolnych czesciach pracy doktorskiej. Autor oméwit uzyskane wyniki, ale w dyskusji
tej nie poréwnywat ich z wynikami uzyskanymi przez innych Autoréw. Przeprowadzone
badania podsumowano 7 ogdlnymi wnioskami.

W aspekcie wykonawczym praca zashuguje na uznanie. Trzeba podkreslié, ze czesé
doswiadczalna dotyczyla bardzo zaawansowanych badan i metod analitycznych. Wszystkie
procedury postgpowania zostaty udokumentowane zdjeciami i wykresami, co potwierdza

wiarygodno$¢ uzyskanych wynikow. Przedstawione wyniki badan sa oryginalnym i



interesujacym wktadem Autora w rozszerzenie wiedzy na temat metod syntezy i modyfikacji
nanostruktur krzemionkowych, nanorurek weglowych oraz nanostruktur krzemionkowych z
dwutlenkiem tytanu i ich wykorzystania w medycynie i mikrobiologii.

Po zapoznaniu si¢ z caloscia pracy nalezy podkresli¢, ze realizacja tej interesujace;
tematyki wymagala od Doktoranta umiej¢tnosci postugiwania sie najnowszymi technikami
analitycznymi wykorzystywanymi do badania struktury i wlasciwosci nanoczastek, wiedzy z
zakresu nanotechnologii oraz wykorzystywania nanostruktur w medycynie. Przytoczone
przeze mnie uwagi, gléwnie natury redakcyjnej, nie wplywaja na merytoryczng wartosé tej
rozprawy, ktora oceniam wysoko.

Podsumowujac, oceniam rozprawg doktorska Pana mgr inz. Krzysztofa Jacka
Cendrowskiego pozytywnie, a moje zastrzezenia dotycza poprawnosci jezykowej i niektérych
okreslen naukowych. Potwierdzeniem wartosci naukowej uzyskanych wynikéw sa publikacje
w renomowanych czasopismach naukowych, ktérych Doktorant jest wspétautorem.

Stwierdzam, ze praca doktorska mgr inz. Krzysztofa Jacka Cendrowskiego pt.:
»Synteza i funkcjonalizacja nanostruktur molekularnych do biozastosowan” odpowiada
wymogom stawianym rozprawom doktorskim. Dlatego zwracam si¢ do Wysokiej Rady
Wydziatlu Technologii i Inzynierii Chemicznej Zachodniopomorskiego Uniwersytetu
Technologicznego w Szczecinie o dopuszczenie pana mgr inz. Krzysztofa Jacka

Cendrowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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