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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Kingi Mylkie
pt. ,,.Nanoczastki magnetyczne funkcjonalizowane polisacharydami zawierajacymi
ugrupowanie kwasu boronowego do wiazania alfa-1-kwasnej glikoproteiny”

Magister Kinga Mylkie swoja prace doktorska zatytulowang ,,Nanoczgstki
magnetyczne funkcjonalizowane polisacharydami zawierajacymi ugrupowanie kwasu
boronowego do wigzania alfa-1-kwasnej glikoproteiny” wykonata na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Mikotfaja Kopernika w Toruniu w Katedrze Chemii Biomedycznej 1 Polimerow
pod opieka dr hab. Marty Ziegler-Borowskiej.

Tematyka badawcza podjeta w rozprawie dotyczy opracowania modyfikowanych
kwasami boronowymi nanoczastek magnetycznych zdolnych do selektywnego wigzania alfa-
1-kwasnej glikoproteiny. Materialy zdolne do wiazania tego biatka moga by¢ zastosowane do
opracowania testow diagnostycznych oraz wyznaczania parametrow substancji czynnej. A
idac dalej i biorgc pod uwage fakt, ze wirusy zawierajg biatka okreslane jako glikoproteiny
otoczki, materiaty te mogtyby réwniez znalez¢ zastosowanie w diagnostyce zakazen wirusami
jak réwniez w poszukiwaniu nowych lekéw przeciwwirusowych.

Podjety temat badawczy wpisuje si¢ we wspodlczesne obszary badawcze dotyczgce
nanotechnologii, ktéra jest interdyscyplinarnym dzialem nauki, zajmujagcym  sig
projektowaniem i tworzeniem struktur nanoczasteczek, ktérych wielkos¢ miesci si¢ w
zakresie 5-100 nm. Nanotechnologia nalezy do jednej z najpopularniejszych obecnie dziedzin
nauki a jej rozwdj ma ogromne znaczenie w wielu obszarach, w tym w farmacji i medycynie.
W nanofarmacji nanoczastki stuzg jako nosniki substancji terapeutycznych, umozliwiajgc
celowana terapi¢ dzieki oplaszczeniu ligandami, ktére tacza si¢ ze specyficznymi receptorami
na powierzchni komoérek zmienionych chorobowo, a takze s3 uzywane w badaniach
obrazowych do detekcji zmian chorobowych. Z tego wzgledu nanoczgsteczki doskonale
nadaja sie do diagnostyki i terapii r6znych chordb, co umozliwia wczesniejsze wykrycie
zmian patologicznych i skuteczniejsze leczenie pacjentéw. Istotnym problemem w obecne;j
terapii, w szczegdlnosci terapii przeciwnowotworowe;j jest brak specyficznosci w stosunku do

komérek nowotworowych, co powoduje cytotoksycznos¢ rowniez w  stosunku do
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prawidtowych komorek oraz pojawienie si¢ lekoopornosci. Ponadto ograniczona jest
mozliwos¢ monitorowania odpowiedzi terapeutycznej pacjenta podczas leczenia.
Nanotechnologia daje wigc ogromne mozliwosci w pokonaniu ograniczen konwencjonalnej
terapii przeciwnowotworowej. Opracowywane sa rézne formy i struktury nanokompozytéw,
ktore moga by¢ specyficznie wykorzystywane do leczenia nowotworéw nie tylko za pomoca
chemioterapii, ale takze radioterapii oraz terapii fotodynamicznej lub termicznej. Tak wigc
bez watpienia, praca doktorska mgr Kingi Mylkie, wpisuje si¢ w intensywnie rozwijany dziat
nauki 1 jest aktualna.

Praca posiada wielopoziomowg strukture, konsekwentnie dostosowang do osiggnigcia
nadrzednego celu badan.

Celem gléwnym pracy bylo zaprojektowanie i otrzymanie sfunkcjonalizowanych
nanoczastek magnetycznych zdolnych do selektywnego wiazania alfa-1-kwasnej
glikoproteiny (AGP). Biatko AGP oraz albuming surowicy krwi ludzkiej (HSA), mozna
traktowac¢ jako biomarkery obecne w krwi, ktére zwigzane sg z obecnoscig, rozwojem 1
przebiegiem chordéb.

Tak ambitny i ztozony cel pracy mégt by¢ osiagniety poprzez realizacje wielu celow
szczegblowych, obejmujacych: 1) opracowanie metod syntezy puli polisacharydéw i
sprawdzenie ich wfasciwosci; 2) opracowanie metod wytwarzania nanoczastek
magnetycznych pokrytych modyfikowanymi polisacharydami i sprawdzenie ich wlasciwosci;
3) sprawdzenie zdolnosci wigzania glukozy przez modyfikowane polisacharydami i kwasami
boronowymi opracowane i otrzymane materialy; 4) sprawdzenie, czy opracowane warunki
wigzania glukozy moga by¢ zastosowane do efektywnego wigzania alfa-1-kwasne]
glikoproteiny przez modyfikowane nanoczgstki magnetyczne. W moim przekonaniu zasadne
bytoby wypunktowanie gtéwnych celéw szczegétowych (poszczegdlnych etapow badan).

Recenzowana praca liczy 228 stron. Uklad pracy jest klasyczny i obejmuje wykaz
stosowanych skrotéw, wstep, czes$¢ literaturowa, cel pracy, czgs¢ eksperymentalna, wyniki 1
dyskusje, podsumowanie i wnioski, streszczenie oraz wykaz literatury cytowanej. W moim
przekonaniu spis tresci nie jest czytelny. Glowne rozdzialy: wstep, czgs¢ teoretyczna, czgs¢
eksperymentalna, wyniki-i dyskusja powinny by¢ lepiej widoczne w spisie tresci. Rowniez,
cel i zatozenia pracy oraz podsumowanie, streszczenie i literatura cytowana powinny znalez¢
sie w grupie gléwnych sktadowych pracy. W pracy zabraklo wykazu dorobku naukowego
Doktorantki.

Przeglad literaturowy nazwany przez Doktorantke ,,Cze$¢ teoretyczna” obejmuje

podrozdziaty dotyczace: budowy i funkcji bialek, ze szczegélnym uwzglednieniem
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glikoprotein, magnetycznych nanoczastek, gdzie Doktorantka oméwita metody otrzymywania
nanoczastek magnetycznych, metody funkcjonalizacji nanoczgstek magnetycznych, metody
charakteryzowania nanoczastek magnetycznych, w tym zastosowanie chitozanu i skrobi do
pokrywania nanoczgstek magnetycznych oraz zastosowanie kwaséw boronowych do ich
modyfikacji. z uwzglednieniem metod ich tworzenia. Rozdziat ten liczy 45 stron i zawiera az
154 odnosniki literaturowe. Pomimo duzego zréznicowania tematéw poszczegdlnych
fragmentéw przegladu literaturowego, utrzymana jest spdjnos¢ dzieki starannemu doborowi
referowanych publikacji 1 konsekwentnemu podporzadkowaniu wszystkich czesci
sktadowych nadrzednemu celowi pracy. Generalnie, pozwala wigc to na wystawienie
wysokiej oceny tej czgsci rozprawy. Doktorantce niestety nie udato si¢ unikngé btedéw w tej
czgsci pracy. Przykladowo: na stronie 21 Doktorantka pisze o amidowym azocie
asparaginianu, to jest amidowy azot asparaginy. Asparaginian to albo ester kwasu
asparaginowego albo s6l tego kwasu. Biad jest réwniez na Rysunku 13. Hydrazydy to grupa
organicznych zwigzkéw chemicznych, o ogélnym wzorze: R-CO-NH-NH.. Na rysunku
przedstawione sa hydrazony — grupa organicznych zwigzkéw chemicznych o ogdlnym
wzorze: RiR2C=NNH». Zwigzki te otrzymuje si¢ w reakcji kondensacji aldehydéw lub
ketonoéw z hydrazyna. Z kolei na Rysunku 1, przedstawiony jest dipeptyd zlozony z dwdch
reszt glicyny, a nie jak pisz¢ Doktorantka glicyny i alaniny. Malo precyzyjne jest
sformutowanie ,,komérka receptorowa”.

Prosze o omowienie stabilizacji struktur drugorzegdowych bialek w trakcie obrony
pracy doktorskiej, czy rzeczywiscie jedynie grupa aminowa oraz karboksylowa aminokwaséw
uczestniczy w procesie tworzenia trwatych struktur helikalnych oraz -kartki?

Kolejny gltéwny rozdzial przedstawia cel pracy, ktéry zostal przygotowany
precyzyjnie. Wprowadzenie struktur zaplanowanych do otrzymania modyfikowanych
polisacharydéw utatwia sledzenie tekstu.

Kolejny rozdziat gtéwny ,,Czes$¢ eksperymentalna” zawiera opisy metod badawczych.
Czes¢ ta opisana jest dokfadnie, co pozwala na odtworzenie uzyskanych wynikéw. Na
pochwate zastuguje bardzo doktadna charakterystyka otrzymanych zwigzkéw. Moje obawy
budzi metoda otrzymywania amidowych pochodnych karboksymetylochitozanu (rozdziat
12.6). Wedtug opisu reakcja  tworzenia amidu zachodzita  pomigdzy
karboksymetylochitozanem i kwasem 3-aminofenyloboronowym w temperaturze 55°C. Czy
nie stosowano zadnego odczynnika kondensujacego? Mato prawdopodobne wydaje sig
utworzenie wigzania amidowego w opisanych warunkach. Podobnie jest w opisie w rozdziale

14.7. W rozdziatach tych w strukturze finalnych materialéw jest blad, pokazana jest
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czgsteczka wywodzaca si¢ z kwasu 4-aminofenyloboronowego. Mam réwniez uwagi
dotyczace bledéw w numeracji poszczegdlnych podrozdziatéw.

Najbardziej rozbudowana cze¢s¢ pracy to rozdziat szésty ,,Wyniki i dyskusja” Rozdziat
liczy 100 stron. W pierwszym etapie prac badawczych Doktorantka opracowata metody
syntezy i dokonata charakterystyki modyfikowanych polisacharydéw. Doktorantka otrzymata
dziewig¢ materialéw polisacharydowych zawierajacych reszte kwasu boronowego. Warto
podkresli¢, ze siedem z nich stanowilo nowe materialy polisacharydowe dotychczas nie
opisane w literaturze. Do charakterystyki wytworzonych modyfikowanych polisacharydéw
Doktorantka zastosowata spektroskopie¢ NMR, ATR-FTIR, za$ morfologie materiatdw
oceniata stosujac technike SEM. Dodatkowo wykonana zostal tez analiza wtasciwosci
hydrofilowo-hydrofobowych modyfikowanych polisacharydéw oraz ich wtasciwosci
termiczne. Przeprowadzone badania pozwolily na poznanie wiasciwosci modyfikowanych
polisacharydéw, co pozwolito Doktorantce na projektowanie nowych materiatéw opartych na
czgstkach nanomagnetycznych pokrytych modyfikowanymi polisacharydami. W kolejnym
etapie badan Doktorantka otrzymata dziewie¢ nowych, nieopisanych dotychczas w literaturze
nanoczastek magnetycznych pokrytych otrzymanymi polisacharydami modyfikowanymi
kwasami boronowymi. Do okreslenia skutecznosci syntezy oraz zbadania witasciwosci
nowych materialéw magnetycznych Doktorantka zastosowata metody: FTIR, SEM, TEM
oraz DLS. To co wazne, Doktorantka stwierdzita, ze we wszystkich przypadkach rozmiar
nanoczastek magnetycznych nie przekraczal 50 nm, za§ w oparciu o badania XRD
potwierdzita, ze na etapie syntezy nie dochodzi do zmiany struktury rdzenia magnetycznego.

Wszystkie modyfikowane kwasami boronowymi polisacharydy zostaly zastosowane
do badan wigzania glukozy. Doktorantka wykazat, ze wszystkie modyfikowane polisacharydy
posiadaja zdolnos¢ wigzania glukozy. Najwyzsze powinowactwo do glukozy obserwowano
dla karboksymetyloskrobi modyfikowanej kwasem 3-aminofenyloboronowym (CMS-PBA)
oraz karboksymetylochitozanu modyfikowanego kwasem 3-aminofenyloboronowym
(CMCsPBA). Natomiast dla diadehydowych pochodnych skrobi i1 chitozanu Doktorantka
obserwowatla najnizsze wigzanie glukozy. Prosze o wyjasnienie, co mogto by¢ przyczyna tak
zréznicowanej zdolnosci wigzania glukozy przez te polisacharydy. Dla wszystkich
zsyntezowanych nanoczastek magnetycznych pokrytych modyfikowanymi polisacharydami
zbadano réwniez zdolno$¢ wigzania a-1-kwasnej glikoproteiny. Réwniez w tym przypadku
najwicksza  zdolno$¢  wigzania  Doktorantka  stwierdzita dla  polisacharydow
karboksymetylowanych (CMS-PBA oraz CMCsPBA). Dodatkowo Doktorantka w oparciu o

badania Microtox wykazata, spadek zywotnosci Aliivibrio fischer powyzej 20%, co wskazuje
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na ich wlasciwosci bakteriobdjcze. O ile w przypadku chitozanu powszechnie znana jest jego
aktywno$¢ przeciwbakteryjna, to w przypadku skrobi nie Jest to juz tak oczywiste. Prosze o
wyjasnienie, z czego moze wynikaé aktywnogé przeciwbakteryjna materiatéw opartych o
skrobieg.

Podrozdziat Wnioski oraz Streszczenie przygotowane sg poprawnie. Na docenienie
zastuguje rowniez szata graficzna rozprawy doktorskiej.

Imponujgcy jest réwniez zbiér cytowanych odnosnikéw literaturowych obejmujacy
199 pozycji.

Podsumowujgc, wysoko oceniam wybor ambitnego tematu badan, w pehni zgodnego
ze wspolczesnymi  kierunkami prac o charakterze podstawowym jak i potencjale
aplikacyjnym. Wysoce pozytywnie oceniam zastosowanie zroznicowanych i nowoczesnych
metod badawczych, oraz trudny i interdyscyplinarny charakter wykonanych prac
eksperymentalnych. Na szczegélne uznanie zastuguje  bieglos¢  wykorzystywania
roznorodnych metod syntetycznych oraz sprawnos¢ w  postugiwaniu sie zlozonymi,
wspotezesnymi technikami analitycznymi, ktére to Doktorantka potrafita zaimplementowaé
W badaniach. Umiejetnosci te wystawiaja najlepsze $wiadectwo gruntownej wiedzy oraz
dojrzatosci naukowej Doktorantki.

Na dorobek publikacyjny mgr Kingi Mylkie sktada si¢ 12 publikacji z listy JCR. Jedna
z nich bezpodrednio zwigzana jest z rozprawg doktorska. Doktorantka jest pierwszym
wspolautorem w tej jednej publikacji stanowigcej podstawe recenzowanej pracy doktorskie;.
Dodatkowo Doktorantka jest rowniez wspotautorem 39 komunikatow prezentowanych na
konferencjach krajowych i migdzynarodowych, z czego 13 jest bezposrednio zwigzanych z
praca doktorska.

Podsumowujac, pozytywnie oceniam rozprawe doktorskg mgr Kingi Mylkie. Wyniki
badan sg wartosciowe i wnosza znaczgcy wkiad w rozwdj nauki.

Uwazam, ze przedstawiona rozprawa spelnia wymagania stawiane ZWYCZajowo
pracom doktorskim oraz obowigzujace wymagania ustawowe. W zwigzku z tym wnioskuje

o dopuszczenie mgr Kingi Mylkie do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

cIlecd beta

Prof. dr hab. inz. Beata Kolesifiska

Lodz, 28. 03. 2024
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