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Recenzja

rozprawy doktorskiej autorstwa mgr inz. JOANNY KRUSZEWSKIEJ zatytulowanej
wZastosowanie spektrometrii mas do badania wewnqtrzkomorkowych przemian

metalonanomaterialéw o potencjalnych wlasciwosciach terapeutyczno-diagnostycznych”

Oceniana praca doktorska mgr inz. Joanny Kruszewskiej dotyczy badania
wewngtrzkomorkowych przemian wybranych metalonanomaterialbw o potencjalnym
zastosowaniu diagnostycznym i terapeutycznym poprzez zaproponowane i zoptymalizowane
metodologie analityczne oparte na spektrometrii mas. Praca wykonana zostata pod kierunkiem
promotora prof. dr. hab. Macieja Jarosza oraz promotora pomocniczego dr inz. Magdaleny
Matczuk w Katedrze Chemii Analitycznej, Wydziatu Chemicznego Politechniki Warszawskie;j.

Wyniki badan Doktorantki dotyczace tematyki rozprawy opublikowane zostaly w serii
trzech artykutow, ktore ukazaly si¢ w latach 2018-2019 w renomowanych czasopismach
analitycznych z listy Journal Citation Reports (JCR), a ktére wymienione zostaly rowniez na
poczatku dysertacji. We wszystkich trzech pracach Doktorantka jest pierwszym autorem a
sumaryczna warto$¢ wspotczynnika wplyw tych prac wynosi ok. 9. W mojej ocenie
dostatecznie to dokumentuje Jej wysokie zaangazowanie w realizacj¢ badan.

Jednoczesnie, warto odnotowa¢, ze catkowity dorobek publikacyjny Doktorantki to w
sumie 9 prac w czasopismach z listy JCR, ktére ukazaly si¢ od 2015 roku. Mgr Kruszewska ma
takze w swoim dorobku liczne wystapienia ustne podczas konferencji krajowych (5) 1
miedzynarodowych (14) oraz prezentacje plakatowe (w sumie 8). Byta takze wykonawcag w
dwoch projektach finansowanych przez NCN oraz zostala wyrozniona za najlepszy plakat
podeczas migdzynarodowej konferencji w 2016 roku i jest czlonkiem zespotlu wyrdznionego

naukowsg Nagrodg Rektora Politechniki Warszawskiej.



Rozprawa doktorska mgr inz. Joanny Kruszewskiej ma uktad klasyczny i obejmuje ok.
85 stron przedstawiajgcych cel pracy, w rozszerzonej wersji wprowadzenie oparte o informacja
literaturowe, szczegélowy opis procedury badawczej z doglebng analizg i dyskusja wynikow
oraz zwigzie wnioski. Integralng czgscig dysertacji sg umieszczone na poczatku zestawienia
skrotow uzytych w pracy oraz streszezenia w jezyku polskim i angielskim.

W czgsel literaturowej, opartej na 142 cytowanych pozycjach, Autorka dysertacji
wprowadza czytelnika w zagadnienia podstawowe dotyczace choréb nowotworowych oraz
stosowanych w ich diagnostyce i terapii nanomateriatéw, ze szczegdlnym uwzglednieniem
wlasciwosei i zastosowan nanoczasteczek ztota i kropek kwantowych. Oméwione zostajg takze
zagadnienia zwigzane z metodologia analityczng stosowang do badania przemian
wewngtrzkomorkowych nanomaterialéw, koncentrujgc si¢ na aspektach pobicrania i
wewngtrzkomorkowej lokalizacji nanoczastek, ich charakteryzacji po pobraniu przez komérki
oraz badan koron biatkowych powstajacych na nanomaterialach w materiale biologicznym.
Powyzsze opracowanie jest wartosciowe 1 stanowi wlasciwie zaproponowane wprowadzenie
do opisu przeprowadzonych badan. W odniesieniu do tej czesci rozprawy w opinii recenzenta,
celowe byloby ustosunkowanie si¢ do nastepujgcych kwestii:

- jak niezwigzana frakcja biatka znajdujaca sie w badanym materiale biologicznym moze
wplywaé na wynik oznaczen ilo$ciowych (str. 36),

- nie do$¢ zrgezne jest sformutowanie na str. 35 ,,jednym z najezestszych sposobéw podawania
NPs w badaniach in vivo na zwierzgtach jest ich wprowadzenie do krwioobiegu.” Nie jest jasne
czy chodzi o iniekcje dozylng czy inng droge podania, w wyniku ktérej dochodzi do
wehlonigeia nanoczastek do krgzenia ogolnego. Nie jest to moze uwaga o istotnym znaczeniu
merytorycznym z punktu widzenia celu pracy, jednak powinnoéé recenzenta, zwlaszcza
wywodzacego si¢ z nauk farmaceutycznych wymaga zwrdcenia na powyzszy aspekt uwagi.

Czgs¢ doswiadcezalna pracy rozpoczyna si¢ bardzo drobiazgows lista stosowanej
aparatury, uzytych odczynnikéw a takze spisem roztworéw wykorzystywanych do
przygotowania probek i prowadzenia analiz oraz doktadnym opisem przygotowania prébek do
badan. Bardzo obszerna jest cz¢$¢ dotyczgea uzyskanych wynikéw oraz ich dyskusji, gdzie
szezegolowo, z uzyciem licznych tabel (11 sposréd 16 w calej pracy) i rycin (16 sposrod 25 w
calej pracy) przedstawione sg kolejne istotne z punktu widzenia dysertacji etapy prowadzonych
analiz.

Do wymiernych efektéw prowadzonych badaf Doktorantki opisanych w rozprawie

nalezg:



- do$¢ oczywista, ale jak najbardziej prawidlowa konstatacja, ze spektrometria mas
potaczona z odpowiednimi technikami separacyjnymi jest skutecznym narzedziem do badan
wewngtrzkomorkowych przemian réznych badanych w pracy metalonanomateriatow;

- takze zgodne z dotychczasowg wiedzg stwierdzenie, iz rozdzielczos¢ sygnatow
rejestrowanych za pomocg HPLC jest gorsza niz w przypadku techniki CE a odwrotnie jest jesli
chodzi o aspekty czuto$ci metody;

- najcenniejszy z fnojego punktu widzenia wniosek dotyczy mozliwo$ci zastosowania
metod CE-ESI/MS-MS oraz pHPLC-ESI-MS/MS w trybie ,,shotgun” do analizy proteomicznej
biatek oddziatujacych z nanoczgstkami w komdrkach nowotworowych — stanowi to wyraznie
nowatorskie osiggniecie szczegdlnie w kontekscie uzytych nanomaterialow i badanych linii
komorkowych;

- co niezmiernie wazne, istotna jest rowniez krytyczna uwaga, iz w przypadku obecnos$ci
$ladowych ilosci bialek w probkach, niezbedna jest odpowiednia modyfikacja procedury
przygotowania probki polegajgca na dodaniu etapu wzbogacania.

Analiza tej czgsci pracy wymaga, aby poza warto$ciowymi i cennymi aspektami
rozprawy, w ktére rozprawa doktorska mgr inz. Joanny Kruszewskiej jest bogata, zwrocié
rowniez uwage na ewentualne pojawiajace si¢ niejasnosci czy prosi¢ o komentarze dotyczace
opracowania. Nie jest jednak latwo znalez¢ takie elementy w recenzowanej pracy. Miedzy
innymi dlatego, ze cz¢s¢ z wynikéw badan zostata juz opublikowana w wysoce renomowanych
czasopismach, ktorych rygor wydawniczy zaklada rzetelne oceny od kilku zewngtrznych
badaczy.

Na rycinie 25 elektroferogram uzyskany w wyniku analizy mieszaniny peptydow
otrzymanych po trawieniu koron biatkowych jest ubozszy w liczbe sygnaléw niz na
analogicznym chromatogramie przedstawiajagcym wynik analizy przeprowadzony za pomocg
metody pHPLC-ESI-MS/MS. Jednoczesnie w tabeli 16 przedstawiono liste zidentyfikowanych
peptydéw w wyniku obu wyzej wymienionych analiz. W tym przypadku liczba peptyddéw
zidentyfikowanych za pomocg metody CE-ESI/MS-MS jest wigksza niz w przypadku drugiej
metody. Z czego wynika obserwowana rdznica i czym mozna jg thumaczy¢? Analizujgc probki
z uzyciem techniki elektroforetycznej w celu ograniczenia adsorpcji peptyddéw na powierzchni
wewngtrznej Scian kapilary stosowano dodatki do buforu takie jak DMF i polibren. Czym
kierowano si¢ przy wyborze tych dwdch dodatkdéw i czemu nie podjeto proby zastosowania
kapilar o $§cianach wewnetrznych modyfikowanych chemicznie warstwg monomeru? Na stronie
77 Autorka odnosi si¢ do wynikéw przeprowadzonych analiz elektroforetycznych i wskazuje
na brak znaczacych réznic w rozdzielczosci zwigzanych ze zmiang dtugoscei kapilary z 70 cm

na 110 cm. Jest to interesujgca obserwacja, ktora w $wietle znanych zasad rozdzielania



elektroforetycznego wymaga dodatkowego omdéwienia. Stwierdzenie na str. 63, Ze ,uzycie
buforu pracujacego o wyzszym pH powoduje zwigkszong dysocjacje grup silanolowych, co
moze prowadzi¢ do zmniejszenia adsorpcji rozdzielanych sktadnikoéw w wyniku zwiekszonego
odpychania elektrostatycznego™ bedzie prawdziwe jedynie w przypadku, gdy sumaryczny
tadunek korony bialkowej na powierzchni nanoczgstek bedzie ujemny. Czy Autorka moze
dodatkowo skomentowa¢ ten aspekt wynikow? W dysertacji sg nieliczne bledy jezykowe jak

np. na str. 68 ,,biatka serum”, jednak ich wplyw na og6lng ocene pracy jest marginalny.

Powyzsze uwagi i pytania nie wptywajg na warto$¢ merytoryczng pracy, ktdrg oceniam
bardzo wysoko zaréwno w zakresie czgéci literaturowej, ktéra stanowi $wietny materiat
pogladowy jak i w odniesieniu do cze$ci do$wiadczalnej. Wybrana i stosowana metodologia
badan nie budzi zastrzezen. Zaproponowane postepowania sg oryginalne i stanowig nowatorski
wkiad do $wiata nauki. Praca doktorska Pani mgr inz. Joanny Kruszewskiej ma istotne walory
oryginalnosci naukowej. Przygotowanie Doktorantki w zakresie chemii analitycznej, analizy
proteomicznej oraz nanotechnologii, jak réwniez umiejetna ocena uzyskanych wynikow i
wywazona ich interpretacja budzi uznanie i jest wyrdzniajgca na tle innych prac doktorskich.
Dodatkowo majgc na uwadze publikacje o wysokich wspotezynnikach wpltywu stanowigcych
podstawe opracowania rozprawy doktorskiej, jak rowniez wiodaca, pierwszoautorska, role w
ich powstawaniu oraz sze$¢ innych publikacji z listy JCR, ktore sg w dorobku p. Kruszewskiej

wnosze¢ 0 wyrdznienie pracy doktorskie;.

Biorge powyzsze pod uwagg oraz fakt spetnienia wymagan ustawowych wnioskuje do
Wysokiej Rady Dyscypliny Wydziatu Chemicznego Politechniki Warszawskiej o dopuszczenie

mgr inz. Joanny Kruszewskiej do publicznej obrony tez pracy przedstawionych w dysertacji.
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