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Recenzja pracy doktorskiej pani mgr Kingi Mylkie pt.:

,Nanoczastki magnetyczne funkcjonalizowane polisacharydami zawierajacymi ugrupowania
kwasu boronowego do wigzania alfa-1-kwasnej glikoproteiny”

Recenzja pracy doktorskiej zostata wykonana na podstawie uchwaly Rady Dyscypliny Nauki
Chemiczne Wydzialu Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu. Prace doktorska ocenitam pod
katem spefnienia wymagan wskazanych w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. 2022 poz. 574 ze zm.).

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr Kingi Mylkie zostala zrealizowana na
Wydziale Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu w Katedrze Chemii Biomedycznej i
Polimeréw. Promotorem rozprawy jest Pani dr hab. Marta Ziegler-Borowska.

Praca doktorska ma forme tradycyjng - monografii naukowej. Jest napisana w sposob logiczny i
konsekwentny. Rozpoczyna sie od wykazu stosowanych skrotow i akroniméw, nastepnie jest czes¢
teoretyczna, cel pracy i cze$¢ eksperymentalna. Kolejnym elementem pracy sa wyniki i dyskusja oraz
przedstawienie podsumowania z wnioskami. Ostatnig czgscig jest streszczenie w jezyku polskim, jak i

wymagane ustawowo, w jezyku angielskim oraz spis literaturowy.

Ocena merytoryczna pracy doktorskiej

Nanoczastki magnetyczne sg zbudowane najczeSciej z tlenku zelaza o wilasciwosciach
superparamagnetycznych i znalazly zastosowanie w naukach biomedycznych, biotechnologicznych, w
katalizie syntez chemicznych oraz ochronie $rodowiska. Obecnie, badania naukowe w tym obszarze
skupiajg sie glownie na zapewnieniu nanoczasteczkom magnetycznym biokompatybilnosci,
funkcjonalno$ci chemicznej oraz stabilnoci, charakteryzujacej sig tendencja do ich agregacii. Jednym ze
sposobow poprawy ich wiasciwosci jest modyfikacja chemiczna powierzchni tlenku zelaza w celu
uzyskania struktury typu rdzen-powloka. W strukturze takiej rdzen z tlenku zelaza zachowuje swoje
wiasciwosci superparamagnetyczne, za$ powloka moze peinic odpowiednie funkcje, w zaleznosci od jej

rodzaju. Pani mgr Kinga Mylkie postawila sobie za cel naukowy poszukiwanie takich powlok
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polimerowych, ktre sluzylyby do selektywnej, wydainej izolacji i oczyszczaniu biatek z docelowych
matryc biologicznych przy rownoczesnym zapewnieniem stabilnosci nanoczastek magnetycznych. Po
przeprowadzonym studium literaturowym w tym zakresie, stwierdzita brak doniesien naukowych
dotyczacych nosnikow magnetycznych zdolnych do wigzania a-1-kwasnej glikoproteiny. W zwiazku z tym,
glownym Jej celem naukowym bylo zaprojektowanie i otrzymywanie nowych nanoczastek
magnetycznych z powlokami polisacharydowymi zawierajacymi ugrupowania kwasu boronowego
o potencjalnym wykorzystaniu w naukach biomedycznych. Powloki polisacharydowe majg pefnic¢ dwie
funkcje — wydajnie wiaza¢ a-1-kwasna glikoproteing oraz ochrony przed agregacjg nanoczastek
magnetytu.

Czes¢ teoretyczna (43 stronicowa) wprowadza czytelnika w tematyke badawcza Doktorantki i
przedstawia charakterystyke wybranych bialek, metody syntezy nanoczastek magnetycznych,
modyfikacje ich powierzchni za pomocq chitozanu i skrobi. Doktorantka opisuje szczegolowo
wykorzystanie magnetycznych nanoczastek modyfikowanych kwasami boronowymi do wigzania
glikoprotein wraz z opisem metod ich syntezy, posilkujac sig schematami, ktore w sposob jasny obrazuja
ich otrzymywanie. Nalezy stwierdzic, ze przygotowanie teoretyczne Doktorantki na temat nanoczastek
magnetycznych jest szczegolowe i wszechstronne, a czgSc teoretyczna pracy doktorskiej jest
syntetycznym kompendium wiedzy na ich temat.

Zalozony cel pracy Doktorantka zrealizowata poprzez prawidlowo zaplanowane i wykonane
badania. Zakres tych zadan badawczych realizowanych przez Doktorantke byt szeroki i obejmowat trzy
kluczowe aspekty: synteze nanoczastek magnetytu z modyfikowanymi powlokami polimerowymi,
charakterystyke ich wlasciwosci fizykochemicznych oraz oceng efektywnosci wigzania a-1-kwasnej
glikoproteiny. W pierwszym etapie zaprojektowata struktury nanoczastek magnetycznych
modyfikowanych powierzchniowo za pomocg polisacharydow, takich jak chitozan i skrobia i ich
chemiczng modyfikacje w kierunku materialow zawierajacych ugrupowania kwasow boronowych z
wolnymi grupami dihydroksyborylowymi. Wybor takiego postepowania zostal przez Doktorantkg bardzo
dobrze uzasadniony. Na podstawie przegladu literaturowego oraz opierajgc sig na swoich wstepnych
badaniach, Doktorantka zalozyla, ze obecno$c reaktywnych lancuchow cukrowych w glikoproteinach
moze skutkowac tworzeniem sie kowalencyjnych wigzan z kwasami boronowymi. Miatoby to zachodzi¢
szybko i wydajnie. Wykorzystujac polimery, takie jak (i) chitozan niemodyfikowany; (ii) chitozan z rézng

iloscig pierwszorzedowych grup aminowych odsunigtych od lancucha glownego polimeru; (iii) chitozan
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dialdehydowy; (iv) karboksymetylochitozan; (v) skrobie dialdehydowa; (vi) karboksymetyloskrobig i ich
poszczegoing modyfikacje kwasami boronowymi, tj. kwasem 3-aminofenyloboronowym i kwasem 4-
formylofenyloboronowym, otrzymala z powodzeniem 9 materialow, w tym 7 nowych nieopisanych do tej
pory w literaturze, o roznej zawartoéci wolnych grup dihydroksyborylowych i roznym stopniu odsunigcia
tych grup od faricucha glownego. Tozsamosé, strukture i czystosé otrzymanych materialow potwierdzita
za pomoca spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego i spektroskopii ostabionego catkowitego
odbicia w zakresie podczerwieni. Nastepnie, wykorzystujac metode wspolwytracania in situ w srodowisku
zasadowym magnetytu, otrzymala z powodzeniem 9 nowych typow nanoczastek magnetycznych z
odpowiednimi powlokami z ww. materialow. Nasunefo mi sig pytanie do Doktorantki, czy na etapie ich
syntezy wprowadzono jakis czynnik sieciujacy, jezeli tak to jaki? i jakg metodg suszono otrzymane
nanoczastki magnetyczne?, poniewaz nie znalaztam takich informacji w pracy.
Nastepnie, konsekwentnie Doktorantka zbadala wybrane wiasciwosci fizykochemiczne otrzymanych
nanoczastek magnetycznych z powlokami polimerowymi z wykorzystaniem nowoczesnych i
rekomendowanych technik analitycznych do badan ciata statego:
— struktura chemiczna nanoczastek zostata potwierdzona przy uzyciu spektroskopii catkowitego
ostabionego odbicia w zakresie podczerwieni (ATR-FTIR),
— czysto$¢ rdzenia nanoczasteczek zostala zbadana za pomoca analizy dyfrakcji promieniowania
rentgenowskiego (XRD),
— analize polidyspersyjnosci wykonano z wykorzystaniem dynamicznego rozpraszania $wiatfa (DLS) i
obrazowania transmisyjnym mikroskopem elektronowym (TEM),
— morfologia nanoczastek zostata zbadana za pomoca skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM),
— stabilno$¢ termiczng nanoczastek magnetycznych oraz polimerow powlekajacych ich powierzchnig
zbadano z wykorzystaniem analizy termicznej (TGA-DTA),
—  porowatos¢ nanoczastek zbadano wykorzystujac badania izotermy adsorpcji-desorpcji azotu,
Na podkreslenie zastuguje rowniez zbadanie nanoczastek magnetycznych w kierunku toksycznosci ostrej
wobec komorek bakterii Allivibrio fischeri wykorzystujac test Microtox.
Reasumujac, wybor i wykorzystanie w praktyce opisanych wyzej technik analitycznych Swiadczy

0 bardzo dobrym przygotowaniu Doktorantki w obszarze zwigzanym z analitykg chemiczng i bioanalityka
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Do tej czesci eksperymentalnej mam trzy pytania: Jaki byt czas i w jaki sposb przechowywano probki
badanych nanoczastek magnetycznych do odpowiednich analiz, np. do analiz termicznych? Jak zostaly
przygotowane probki nanoczastek magnetycznych do analizy polidyspersyjnosci metoda dynamicznego
rozpraszania Swiatfa oraz do badan transmisyjnym mikroskopem elektronowym?

Ostatnim etapem badan Doktorantki bylo okreslenie potencjalnego wykorzystania nanoczastek
magnetycznych do wigzania alfa-1-kwasnej glikoproteiny. Wykorzystujac emisyjng spekiroskopie
fluorescencyjng Doktoranta zbadata wptyw pH $rodowiska (7,5 vs. 9,0) na efektywnos¢ tego procesu.

Wyniki i dyskusja (ok. 100 stronicowa) stanowia ocene zlozonych wlasciwosci
fizykochemicznych nanoczastek magnetytu z modyfikowanymi powlokami polimerowymi. Doktorantka
potwierdzita struktury chemiczne wszystkich nanoczasteczek magnetycznych za pomocg ATR-FTIR.
Wyniki z XRD potwierdzity, ze rdzen nanoczastek jest czystym magnetytem. Wyniki TEM i dynamicznego
rozpraszania $wiatta potwierdzily ochronng funkcje wszystkich powlok polimerowych. W wigkszosci
$rednie rozmiary sferycznych czastek nie przekraczaly 25 nm. Zauwazylam pewne niescistosci z
obrazowaniem za pomocg TEM a podang wartoscig Srednig rozmiaru czastek (str. 142). Bardzo proszg
0 komentarz Doktorantki w jaki sposob za pomocq TEM wyznaczyfa $redni rozmiar czgstek? Proszg
réwniez o przedstawienie jakie mogq wystepowac ograniczenia czy tez trudnoci przy stosowaniu metody
DLS i TEM do analizy wielkoci czastek?

Doktorantka potwierdzita swoimi wynikami, ze wszystkie badane nanoczastki magnetyczne sg
zdolne do wigzania alfa-1-kwasnej glikoproteiny. Najwigkszg zdolnos¢ do wigzania glikoproteiny poprzez
grupy  dihydroksyborylowe  stwierdzono dla  nanoczasteczek  magnetycznych  pokrytych
karboksymetyloskrobig modyfikowang kwasem 3-aminofenyloboronowym, w pH 9,0. llos¢ ta wynosita
21,30 mg/g. Chciatabym dopytac si¢ Doktorantki jaka byfa wydajnosc tego procesu?

Podsumowujac te cze$¢ pracy, bardzo wysoko oceniam dyskusjg wynikow z analizy termiczne
nanoczastek magnetycznych oraz polimerdw pokrywajacych ich powierzchnig. Rzetelnie
przeprowadzona dyskusja podparta wiedza literaturowg $wiadczy o tym, ze Doktorantka bardzo dobrze
porusza si¢ w tym obszarze nauki. Za bardzo istotne uwazam rowniez przeprowadzenie przez
Doktorantke oceng zdolnosci wigzania glukozy przez badane nanoczasteczki i pordwnawcze
przedyskutowanie otrzymanych wynikow z wynikami wigzania alfa-1-kwasnej glikoproteiny. W mojej
ocenie, najwazniejszym osiagnieciem Doktorantki bylo to, Ze na podstawie wynikow wiasnych udowodnita

teze, ze reszty kwasow boronowych na powierzchni nanoczastek moga tworzy¢ wigzania z grupami
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cukrowymi glikoprotein. Z pewnoscig uzyskane przez Doktorantke wyniki i ich wyczerpujace omowienie
daja podstawe do kontynuacji badan nad wykorzystaniem nanoczastek magnetycznych do wigzania
glikoprotein.

W podsumowaniu pracy, Doktorantka wysnuta logiczne wnioski zawierajace najwazniejsze
elementy i osiagniecia wykonanych badan naukowych. Przede wszystkim ustalita, Ze rodzaj powfoki
polimerowej wplywa na wielkos¢ nanoczastek magnetycznych, ich morfologie, termiczng stabilno$¢ oraz
wydajno$¢ wigzania alfa-1-kwasnej glikoproteiny. Doktorantka podkreslita, ze otrzymane przez Nig wyniki
majg charakter podstawowy i stanowig podwaliny do wykorzystania otrzymanych materialow w testach
diagnostycznych, jak i rowniez w wyznaczaniu parametrow farmakokinetycznych substancji czynnych,
czy tez do dezaktywacji np. wirusow na drodze selektywnego wigzania glikoprotein. Chciafabym zapytac
sie Doktorantki, w jaki sposob mozna ten cel praktycznego ich zastosowania zrealizowac wykorzystujac
prébki biologiczne? Na co nalezy zwrdcic uwage i na jakie trudno$ci mozna sig napotkac w czasie jego

realizacji?

Pragne doda¢, ze przedstawione powyzej pytania do Doktorantki nie umniejszajg w zaden

sposob wartosci pracy i wynikaja z czystej ciekawosci naukowej.

Prace doktorska Pani mgr Kingi Mylkie oceniam bardzo wysoko. Ze wzgledow formalnych spetnia
wszelkie wymogi stawiane pracy doktorskiej. Jest napisana starannie i zawiera tylko nieliczne bigdy
edytorskie. Praca doktorska liczy 228 stron i jest oparta o 199 pozycji literaturowych. Jest bogato
udokumentowana, zawiera rysunki i tabele. Z przestanego przez Doktorantke dorobku naukowego
wynika, ze wyniki pracy doktorskiej zostaly opublikowane w jednej publikacji, w ktorej Doktorantka jest
pierwszym autorem o wspolczynniku odziatywania IF wynoszacym 3,623 i liczbg punktow MEIN rowng
140. Nalezy podkreslic, ze catkowity dorobek naukowy Pani mgr Kingi Mylkie jest bardzo duzy. taczny
wspolczynnik odzialywania IF wynosi 57.271, liczba punktow MEIN to 1480, liczba cytowan 146 i indeks
Hirscha 6. Swiadczy to o umiejetnosci Doktorantki do pracy i realizacji zadan badawczych w zespolach
naukowych. Podsumowujac, przestawiona do oceny praca wnosi nowe elementy do stanu wiedzy na
temat fizykochemii i potencjainego wykorzystania nanoczastek magnetycznych do wigzania alfa-1-

kwasnej glikoproteiny w zastosowanych przez Doktorantkg warunkach do$wiadczalnych. Glowng
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nowoscig byla synteza nowych powlok polimerowych dla nanoczastek magnetytu oraz przedstawienie

charakterystyki fizykochemicznej otrzymanych nanoczastek.
Whiosek koncowy

Oceniana praca doktorska autorstwa Pani mgr Kingi Mylkie speinia warunki okreslone w art. 13 ust. 1
Ustawy z 14 marca 2002 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz.U. z 2017 roku poz. 1789 ze zm.) w zwigzku z art. 179 ust. 2 3 Ustawy z 3 lipca 2018
roku Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 1. poz. 1669
ze zm.). W zwiazku z powyzszym wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu o dopuszczenie pracy Pani mgr Kingi Mylkie do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.

Katedra i Zaklad Chemii Fizycznej
Gdanski Uniwersytet Medyczny
ul. M. Sklodowskiej-Curie 3a
80-210 Gdansk 1
ol. dr hab. r) farm. inZ. Mcgdde%hok powicZ

i W
W Profesor

al




