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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Ewy Rybak
pt. “"Otrzymywanie nanoczastek polimerowych metoda
nanoprecypitacji, ocena ich wiasciwosci do zastosowania jako
potencjalne nos$niki lekdéw”
zrealizowanej pod kierunkiem
Promotora prof. dr. hab. inz. Tomasza Ciacha
i Promotora pomocniczego dr. Jakuba Trzcinskiego

Recenzja zostata opracowana na podstawie uchwaty Rady Naukowej
Dyscypliny Inzynieria Chemiczna Politechniki Warszawskiej
z dnia 17 grudnia 2024
oraz zlecenia Przewodniczacego Rady Naukowej Dyscypliny
Inzynieria Chemiczna Prof. dr. hab. inz. Tomasza Sosnowskiego
z dnia 19 grudnia 2024

Rozwdj nanotechnologii przyczynit sie do opracowania
w ostatnich latach szeregu nowych rozwigzan dla medycyny opartych
na nanomateriatach. Zaliczy¢ mozna do nich np. liposomowe nosniki
lekéw, szczepionki mMRNA w postaci nanoczastek lipidowych, ktére
doskonale sprawdzity sie w czasie ostatniej pandemii SARS-Cov2
a ponadto  bionanosensory, czy preparaty do obrazowania
medycznego. Duze nadzieje poktada sie w degradowalnych
nanoczastkach polimerowych, ktéore moga by¢ zastosowane
w teranostyce, a wiec jednoczesnie spetnia¢ funkcje utatwiajacq
diagnostyke i obrazowanie oraz dostarczac leki w pozadane miejsce
W organizmie cztowieka.
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Badania pani mgr inz. Ewy Rybak prowadzone w ramach
rozprawy doktorskiej doskonale wpisuja sie w powyzszy trend.
Uwazam wiec, ze wybdr tematyki rozprawy doktorskiej jest trafny,
aktualny i dobrze uzasadniony. Tytut rozprawy “Otrzymywanie
nanoczgstek polimerowych metodq nanoprecypitacji, ocena ich
wiasciwosci do zastosowania jako potencjalne nos$niki lekéw” zostat
wiasciwie sformutowany i wskazuje, ze praca dobrze wpisuje sie
w dyscypline inzynieria chemiczna.

Praca doktorska mgr inz. Ewy Rybak zostata zredagowana
w jezyku polskim i liczy 152 strony. Na poczatku doktorantka
zamiescita streszczenie w jezykach polskim i angielskim, liste swoich
publikacji, wystapien konferencyjnych i projektow, w ktérych
uczestniczyta, a takze dane dotyczace przyznanych jej nagréd
i sprawowanej opieki nad studentami. Praca zawiera rozdziat
1. Wprowadzenie (31 stron), rozdziat 2. Cel izatozenia pracy
(1 strona), rozdziat 3. Materiaty i metody (17 stron), rozdziat
4. Wyniki (33 strony) i rozdziat 5. Wnioski (4 strony). Dalej pojawia
sie jednak rozdziat 6. Model, w ktéorym wyrézniono 6 podrozdziatow
(11 stron) i rozdziat 7. Podsumowanie (2 strony). Doktorantka
zamiescita ponadto w pracy spis uzywanych materiatéw i sprzetéw
a takze spis tabel i rysunkéw. Prace konczy bibliografia zawierajaca
az 228 pozycji. Rozprawe cechuje wiasciwa proporcja pomiedzy
czescig literaturowa a doswiadczalng, a literatura jest prawidtowo
dobrana. Praca spetnia tez wymagania ustawowe i zwyczajowe
stawiane rozprawom doktorskim.

W rozdziale 1. doktorantka duzo miejsca poswiecita metodzie
nanoprecypitacji, skrupulatnie opisujac jej mechanizm i warunki
majace wplyw na proces otrzymywania nanoczastek, takie jak
mieszczanie, temperatura i parametry procesowe takie jak natezenie
przeptywu fazy wodnej i olejowej oraz stosunek objetosciowy obu faz.
Dalej skupita sie na technikach mikroprzeptywowych, oraz kryteriach
wyboru polimeréw, rozpuszczalnikéw i surfaktantéw. W dalszej czesci
tego rozdziatu opisata podstawy metody wyznaczania wielkosci
nanoczastek za pomoca dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS),



oceny ich budowy za pomoca technik mikroskopowych i badan
biologicznych w kontakcie z komdrkami ssaczymi in vitro.
Uwzglednione tez =zostaty zagadnienia dotyczace enkapsulacji
substancji  hydrofobowych ~w  nanoczastkach  polimerowych,
przedstawiony zostat mechanizm ich uwalniania a takze potencjalne
wykorzystanie nanoczastek superparamagnetycznych
w nanomedycynie. Zagadnienia omodwione w  rozdziale 1.
Wprowadzenie s w petni uzasadnione tematyka rozprawy.
Doktorantka nie ustrzegta sie jednak szeregu btedéw stylistycznych,
np. pierwsze zdanie na str. 21 jest zupetnie niezrozumiate. Podobnie
na str. 23 Doktorantka pisze o ,substancji rozpuszczonej, ktéra jest
transportowana z ptynu masowego przez warstwe graniczng roztworu
przylegajacg do powierzchni zarodkéw”. Na str. 32 jest napisane, ze
“chemig polimeréw mozna wykorzysta¢ do poprawy ich jasnosci”.
Bardzo prosze sprébowaé powyzsze zdania przeredagowacd i odniesé
sie do moich uwag albo w pisemnej formie przed obrong albo
w czasie publicznej obrony. Co autorka rozumie piszac na str. 33
.0 wysokiej przepuszczalnosci PCL dla lekdw”? Doszio tez moim
zdaniem do niefortunnego przettumaczenia tekstu z jezyka
angielskiego, gdyz na tej samej stronie zostato napisane, ze
.fragmenty PCL sq obserwowane w fagosomach makrofagéw oraz
komdrek olbrzymich w fibroblastach”. Tak sformutowane zdanie
oznacza to, ze w fibroblastach znajduja sie komarki olbrzymie, co jest
twierdzeniem fatszywym, bo komérki olbrzymie powstajg z fuzji
makrofagoéw, nieraz nawet kilkudziesieciu, badz nawet kilkuset, maja
wielkos¢ wielokrotnie wieksza niz pojedyncze fibroblasty, stad nie
moga ,by¢ w fibroblastach”. Co doktorantka miata na mysli piszac na
str. 39: ,Metode nanoprecypitacji mozna uznac¢ za mato inwazyjng”,
prosze o wyjasnienie. Sugerowatabym tez uzycie nieco innych
symboli we wzorze na efektywnos$¢ enkapsulacji: zamiast ,Mmcak”
w kontekscie masy catkowitej lepiej brzmiatoby ,mcamowita” lub ,,mc”.
Doktorantka uzywa tez niewfasciwej nomenklatury dla polimerdw:
zamiast ,alkohol poliwinylowy” (str. 27, str. 37) powinno byc¢
~poli(alkohol winylowy)”.



W dalszej czesci rozprawy sformutowano cele i zatozenia pracy,
do ktérych nie mam zastrzezen.

Czeé¢ eksperymentalna prezentuje materiaty i metody
z wystarczajaca doktadnoscia, aby mozliwe byto powtdrzenie
opisanych eksperymentéw, co uwazam za wiasciwe. Nie zrozumiatam
co oznacza wyrazenie ,Zarnik acetonitryl-butadien-styen (ABS)",
w kontekscie druku 3D - prosze o wyjasnienie. Zastanawia mnie tez
zastosowana metoda sterylizacji zawiesiny nanoczastek PCL za
pomocg promieniowania UV: czy czas az 3 godzin ekspozycji nie byt
na tyle dtugi, Zze mogtby spowodowac utlenienie powierzchni
nanoczastek albo wptynac na ich degradacje? Dlaczego zastosowano
az tak diugi czas sterylizacji?

W rozdziale 4. Wyniki Doktorantka opisata rezultaty badan nad
optymalizacjg procesu wytwarzania nanoczastek PLGA i PCL metodq
mikroprzeptywowg, tak dobierajac parametr R wzajemnego
przeptywu faz, aby uzyska¢ nanoczgstki o jak najmniejszej Srednicy
i wspotczynniku polidyspersji. Nastepnie dla ustalonego w poprzednim
podrozdziale przeptywu fazy wodnej dobrano stosunek wzajemny
réoznych rozpuszczalnikéw i wykazano, ze mieszanina DCM i DMSO
w stosunku 1:20 jest najkorzystniejsza, a nastepnie
wyselekcjonowano 0.5% dodatek surfaktantu Pluronic F127, jako
najkorzystniejszy w badanym uktadzie. Badania wykazaty, ze sposrod
analizowanych metod wytwarzania, tj. jednorazowego wstrzykniecia
fazy olejowej od fazy wodnej, dozowania jej kroplami i uzycia metody
mikroprzeptywowej, to ta ostatnia metoda, okazata sie najlepsza, bo
pozwala na otrzymanie najmniejszych i najbardziej jednorodnych
nanoczastek przy wszystkich badanych stezeniach polimeru w fazie
olejowej. W dalszej «czesci badano sposdb odparowania
rozpuszczalnika i wykazano, ze zastosowanie wyparki obrotowej
zapobiega wzrostowi Srednicy czgstek i ich polidyspersji. Doktorantka
przeprowadzita réwniez systematyczne badania nad oczyszczaniem
otrzymanych czastek dowodzac, ze dodatek wspotrozpuszczalnika
oraz NaOH poprawia ksztatt i morfologie nanoczastek. Rozmiarem
naonoczastek i rozktadem ich wielkosci mozna tez w pewnym



zakresie  sterowaé poprzez obnizenie temperatury  uktadu.
Doktorantka badata wptyw temperatury (20, 40, 60 i 80 °C), ale tu
nasuwa mi sie pytanie czy obnizenie temperatury i prowadzenie
badar ,na lodzie” bytoby mozliwe w danym przypadku i czy mogtoby
pozwoli¢ na uzyskanie lepszych wynikéw? Kolejny analizowany przez
Autorke parametr procesowy dotyczyt stabilnodci zawiesin
nanoczastek po liofilizacji i roli krioprotektanta w postaci trechalozy.
W kolejnych rozdziatach doktorantka opisata wyniki badan nad
enkapsulacjg fluoresceiny w opracowanych nanoczgstkach i jej
uwalnianiem w uktadzie PBS:DMSO (4:1). Tu nasuwa mi sie pytanie,
czy taki uktad jest dobrym modelem do nadladowania $rodowiska
biologicznego? Badania in vitro nie wykazaty cytotoksycznosci czgstek
przy stezeniu 10 mg/ml wzgledem komorek fibroblastycznych L929
i osteoblastopodobnych MG63, co jest wynikiem korzystnym.
W dalszej czesci rozdziatu 4. doktorantka przedstawita wyniki
dotyczace superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza
i zamykania ich w nanoczastkach PCL. Chociaz wyniki enkapsulacji
nie wydaja sie by¢ spektakularne z uwagi na niski wspdtczynnik
enkapsulacji, to badania te nalezy uznac za obiecujgce. Czy zdaniem
doktorantki mozna bytoby poprawi¢ wspoétczynnik enkapsulacji
dokonujac modyfikacji powierzchni nanoczastek magnetycznych?
Gdzie mozna bytoby zastosowac takie nanoczastki PCL zatadowane
nanoczgstkami magnetycznymi?

W rozdziale 5. Doktorantka poddata dyskusji uzyskane wyniki
i zestawita najwazniejsze wnioski z dotychczasowych badan,
odnoszac sie do wiasciwej literatury przedmiotu. Wskazuje to, ze
potrafi ona spojrze¢ na uzyskane wyniki w sposdb syntetyczny. Za
najwazniejsze osiqgniecie recenzowanej pracy uwazam doboér
odpowiednich parametréw procesowych w metodzie nanoprecypitacji,
w rezultacie czego proces wytwarzania nanoczastek PCL stat sie
bardzie efektywny a nanoczastki bardziej jednorodne pod wzgledem
wielkosci. Doktorantka wiele miejsca poswiecita wyjasnieniu dlaczego
mikroskopia elektronowa nie nadaje sie do wizualizacji uzyskanych
czastek i ttumaczyta dlaczego uzyskane obrazy nie sg dobrej jakosci.



Oczywiécie doceniam wywody doktorantki, ale czy w przypadku
nanoczastek z polimeru o niskiej odpornosci termicznej, jakim jest
PCL, nie nalezato wykorzysta¢ innej metody obrazowania, np.
mikroskopii sit atomowych?

Rozdziat 6 dotyczyt stworzenia modelu, ktéry przewidywatby
jak warunki procesu wspotstracania wptywaja na wielkos¢ czastek.
Analizowano wptyw etanolu jako wspoétrozpuszczalnika, stgzenie PCL
oraz dodatek surfaktantu. Generalnie, uzyskane wyniki numeryczne
byty zgodne z wynikami eksperymentalnymi, co nalezy uznac¢ za

kolejne osiggniecie tej pracy.

Podsumowujac, chciatabym podkresli¢, ze dysertacja doktorska
mgr inz. Ewy Rybak pt. “Otrzymywanie nanoczgstek polimerowych
metoda nanoprecypitacji, ocena ich wtasciwosci do zastosowania jako
potencjalne nosniki lekéw” spetnia kryteria stawiane kandydatom do
stopnia doktora zawarte w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742
z pézn.zm.). Na wymienione niedociggniecia i niejasnosci zwrocitam
uwage zracji petnienia funkcji recenzentki, aby doktorantka
w przysztoéci nieco wiecej uwagi poswiecata stronie redakcyjnej
swoich kolejnych opracowan. Uwagi te nie umniejszajgq jednak mojej
wysokiej oceny merytorycznej recenzowanej pracy. Pozostate uwagi
i pytania sg zaproszeniem do dyskusji naukowej w trakcie publicznej
obrony. Dlatego wnosze o przyjecie rozprawy doktorskiej oraz

dopuszczenie pani_mgr_inz. Ewy Rybak do dalszych etapdw

postepowania o nadanie stopnia doktora.
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