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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pana mgr. inz. Jacka Sikorskiego

pt.: ,,Platforma analityczna oparta na technikach spektroskopowych do
charakteryzowania superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza(Il, III)
ukierunkowanych na transport do komorek nowotworowych”

wykonanej w Katedrze Chemii Analitycznej Wydziatu Chemicznego
Politechniki Warszawskiej

pod kierunkiem Pani dr. hab. inz. Magdaleny Matczuk

Choroby nowotworowe stanowig ciggle ogromne wyzwanie dla wspotczesnej
medycyny. Tylko wczesne wykrywanie nowotwordéw oraz zastosowanie nowoczesnych terapii
moze pozwoli¢ na uratowanie zdrowia i zycia wielu osob. Dlatego nadal prowadzone sg badania
nad opracowaniem nowych i czutych metod diagnostycznych oraz skutecznych celowanych
terapii przeciwnowotworowych. Materialami, ktore w ostatnich latach znajduja szerokie
zastosowanie w tych obszarach medycyny sa nanomateriaty. Ich przyktadem sa
superparamagnetyczne nanoczastki tlenku zelaza (z ang. superparamagnetic iron oxide
nanoparticles, SPIONS), ktore dzigki swoim specyficznym wilasciwosciom takim jak duza
stabilnos¢, mata toksycznos¢, biokompatybilnosé, biodegradowalno$¢ moga by¢ wykorzystane
w teranostyce - do jednoczesnej diagnozy i terapii przeciwnowotworowej. Niestety brakuje
metod analitycznych do badania zachowania si¢ takich nanomateriatbw w warunkach
fizjologicznych organizmu cztowieka. Dlatego uwazam, ze tematyka badan podj¢ta przez Pana
mgr. inz. Jacka Sikorskiego i przedstawiona w niniejszej rozprawie doktorskiej jest w petni
uzasadniona oraz wpisuje si¢ w nurt poszukiwan odpowiednich narzedzi badawczych do oceny
zachowania si¢ superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza w organizmie cztowieka.

Ocena formalna pracy

Rozprawa doktorska Pana mgr. inz. Jacka Sikorskiego liczy 130 stron. Uktad pracy jest
charakterystyczny dla rozpraw opartych na cyklu spdjnych tematycznie publikacji. Prace
rozpoczyna streszczenie w jezyku polskim 1 angielskim, nastgpnie jest spis tresci, lista
publikacji stanowigcych podstawe dysertacji. Na kolejnych 18 stronach zamieszczono wstep
przedstawiajacy aktualny stan wiedzy w tematyce pracy, po ktorym sformutowano cel pracy.
Nastepnie zamieszczono przewodnik po publikacjach (18 stron), wykaz publikacji razem z ich
odpowiednimi kopiami (52 strony), o$wiadczenia wspotautorow oraz bibliografie. Praca
przygotowana jest starannie, napisana poprawnym jezykiem naukowym. Wstep zawiera
6 pogladowych rysunkéw, w wigkszosci z opublikowanych artykutow (za zgoda
wydawnictwa), natomiast w rozdziale ,,Przewodnik po publikacjach” znajduja si¢ rysunki
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i tabele zaczerpnigte z publikacji Autora, jak roOwniez przygotowane wylacznie na potrzeby
ztozonej dysertacji. Praca oparta jest na 137 pozycjach literaturowych, z ktérych znaczna czesé
zostala opublikowana w okresie ostatnich dziesigciu lat, co swiadczy o aktualnos$ci podjetej
przez Doktoranta tematyki badawcze;.

Rozprawa doktorska Pana mgr. inz. Jacka Sikorskiego ma forme¢ spojnego tematycznie
zbioru czterech artykutow opublikowanych w latach 2020-2022 w czasopismach naukowych
o zasiggu miedzynarodowym. Wszystkie prace znajduja si¢ w czasopismach indeksowanych
w bazie JCR (Journal Citation Reports) o sumarycznym wspotczynniku oddziatywania (Impact
Factor; TF) wynoszacym 18,80. Sa to prace opublikowane w Analytical and Bioanalytical
Chemistry (2020, 412, 8145), Applied Spectroscopy (2021,75, 1305), International Journal of
Molecular Science (2022, 23, 1088) i Molecules (2022, 27, 8442). Prace stanowigce podstawe
rozprawy doktorskiej sa wieloautorskie; pierwsze dwie prace liczg 4 autorow, trzecia - siedmiu,
natomiast czwarta - trzech. Z zataczonych o$wiadczen wynika, ze Pan mgr inz. Jacek Sikorski
W przewazajacym stopniu samodzielnie prowadzit prace badawcze oraz dokonywat analizy
1 interpretacji wynikéw pod opiekg merytoryczng i przy wsparciu Pani Promotor dr hab. inz.
Magdaleny Matczuk. Nalezy podkresli¢, ze jest On pierwszym autorem w trzech pracach, co
wskazuje jednoznacznie na Jego dominujacy udziat w przygotowaniu niniejszych opracowan,
wypracowaniu koncepcji oraz realizacji zaplanowanych badan. Prace stanowigce podstawe
rozprawy doktorskiej zostalty poddane wnikliwym 1 rygorystycznym recenzjom przez grono
specjalistow z danej dziedziny oraz przez edytorow naukowych czasopism. Opublikowanie
prac badawczych Doktoranta w wymienionych czasopismach §wiadczy o ich duzym znaczeniu
1 wysokiej jakosci oraz o aktualnosci realizowanej tematyki.

Ocena merytoryczna pracy

We wstepie rozprawy doktorskiej Pan mgr inz. Jacek Sikorski przedstawit aktualny stan
wiedzy dotyczacy zastosowania superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza (SPIONs)
w medycynie, sposoboéw ich syntezy, modyfikacji i funkcjonalizacji. Oméwit zjawisko
powstawania tzw. korony biatkowej na powierzchni nanoczgstek, jej znaczenie dla transportu
1 oddziatywania sfunkcjonalizowanych nanoczastek z komodrkami nowotworowymi oraz
sposoby charakteryzowania oddziatywan SPIONs z biatkami. Przedstawit réwniez podstawy
wybranych technik taczonych stosowanych do badania oddziatywan SPIONs z biatkami.

Na tej podstawie Doktorant sfomutowal gltowny cel swojej pracy, ktérym byto
,opracowanie nowoczesnych metodyk analitycznych opartych na  technikach
spektroskopowych, ktore umozliwityby charakteryzowanie SPIONs o potencjalnych
zastosowaniach teranostatycznych i badania ich oddziatywan z biatlkowymi skladnikami
surowicy krwi ludzkiej”. Postawione hipotezy badawcze byly podejSciem nowatorskim
ibardzo ambitnym. Realizacja zalozonego celu wymagala ogdlne; wiedzy chemicznej
ze szczegblnym uwzglednieniem zagadnien dotyczacych wiasciwosci SPIONs, metod ich
syntezy 1 funkcjonalizacji oraz znajomo$ci 1 charakterystyki wybranych metod
spektroskopowych. Do realizacji postawionego celu Doktorant zaproponowal wykorzystanie
techniki taczonej elektroforezy kapilarnej z tandemowa spektrometria mas z jonizacja
w plazmie indukcyjnie sprzezonej (CE-ICP-MS/MS), tandemowej spektrometrii mas
z jonizacja w plazmie indukcyjnie sprz¢zonej w trybie analizy pojedynczej czastki (sp-ICP-
MS/MS) oraz spektrofotometrii UV-VIS. Praca eksperymentalna wymagata od Doktoranta
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umiejetnosci samodzielnego zaplanowania i wykonania badan, poslugiwania si¢ ré6znymi
technikami instrumentalnymi oraz krytycznej oceny uzyskanych wynikéw. Rezultatem
przeprowadzonych badan jest cykl czterech publikacji, ktore zostaty oméwione w kolejnym
rozdziale zatytulowanym ,,Przewodnik po publikacjach”.

W pierwszej pracy (P1) Doktorant podjal badania nad opracowaniem metody CE-ICP-
MS/MS oznaczania komercyjnie dostepnych SPIONs sfunkcjonalizowanych grupami
karboksylowymi i aminowymi. Dokonal optymalizacji warunkdw oznaczania zelaza
(odpowiadajacego SPIONSs) 1 siarki (odpowiadajacej biatkom surowicy) metodg ICP-MS/MS.
Stwierdzil, ze zastosowanie tlenu w komorze reakcyjno-zderzeniowej pozwolito na eliminacje
interferencji spektralnych podczas oznaczania zelaza i siarki w trybie pomiarowym
z przesuni¢ciem masy. Optymalizacja warunkdéw rozdzielania elektroforetycznego SPIONs
obejmowata m.in. wybor buforu, jego st¢zenia i pH, przylozonego napigcia i objetosci
wprowadzanej probki. Zauwazono, ze nanoczastki tlenku zelaza(II,III) sfunkcjonalizowane
grupami aminowymi podczas 24 h inkubacji w symulowanych warunkach fizjologicznych
(bufor fosforanowy z dodatkiem NaCl) ulegaly rozpadowi, m.in. do formy jonowej zelaza
(FeClz). Natomiast nanoczgstki z grupami karboksylowymi charakteryzowaty si¢ dobra
trwatos$cig w takich warunkach. Zastosowano wiec je do zbadania oddzialywania z albuming
surowicy krwi. Uzyskane wyniki wskazuja na powstawanie potaczenia SPIONs z albumina,
ktére charakteryzowato si¢ innym czasem migracji w stosunku do sktadnikéw wyjsciowych.
Potwierdza to tworzenie si¢ korony biatkowej na powierzchni SPIONs. Zaleta opracowanej
metody CE-ICP-MS/MS w poréwnaniu do metod chromatograficznych jest zastosowanie
tagodnych warunkéw rozdzielania, bez stosowania rozpuszczalnikdéw organicznych.
Zaproponowana metoda moze zostaé wykorzystane do badania oddziatywania innych
nanoobiektow z surowicg krwi.

W drugiej pracy (P2) zsyntezowano SPIONs oraz SPIONs domieszkowane miedzia,
jako przyktad funkcjonalizacji powierzchni w stosunku do wybranych zwigzkéw.
Selektywno$¢ SPIONs domieszkowanych miedzig badano metoda spektrofotometryczng UV-
VIS w stosunku do kuprizonu, zwigzku tworzacego chelatowe potaczenia z miedzig. Spadek
stezenia analitu w roztworze po kontakcie z NP oraz brak charakterystycznego dla chelatu
sygnatu przy 600 nm wskazywal na trwale wigzanie Kkuprizonu z powierzchnig
domieszkowanych SPIONs. Zaobserwowano odwrotng liniowa zalezno$¢ pomiedzy
absorbancja kuprizonu W roztworze a pewnym zakresem st¢zen miedzi wprowadzonej
w postaci domieszkowanych SPIONs. Na tej podstawie zaproponowano metodg
spektrofotometryczng UV-VIS do oceny selektywnosci modyfikowanych nanoczastek
w stosunku do wybranych analitow. Zgodnie z sugestia Doktoranta, jesli zwiazki wykazuja
charakterystyczne sygnaty w zakresie UV-VIS, to zaproponowana metoda jest prostym
I szybkim sposobem na potwierdzenie ich oddzialywania z powierzchnig nanoczastek poprzez
obserwacje¢ spadku ich stezenia w roztworze.

Czytajac publikacje P2 zauwazylam pewne niezgodno$ci w treSci z rozprawa.
W rozprawie podano, ze ,,Pomimo wprowadzenia miedzi do struktury Fe;Oa, takze wtasciwosci
magnetyczne otrzymanych SPOINs pogorszyly si¢ jedynie w niewielkim stopniu -
nanomateriat wcigz tatwo oddzielat si¢ od roztworu z wykorzystaniem zewngtrznego pola
magnetycznego, jednak w dluzszym czasie” (str. 43, wersy 25-28). Natomiast w publikacji
podano (po thumaczeniu na jezyk polski), ze ,, Czas reakcji NP na pole magnetyczne byt
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podobny dla NP domieszkowanych Cu i1 niedomieszkowanych NP (17 s). [lo$¢ zastosowane;j
domieszki nie spowodowata pogorszenia wlasciwosci magnetycznych” (str. 75, wersy 10-13,
lewa kolumna tekstu). Podano réwniez inne dtugosci fali maksimum absorpcji kuprizonu:
263 nm w rozprawie (str. 43, wersy 30-33), natomiast w publikacji jest 250 nm (str. 75, wers
22, lewa kolumna tekstu, wersy 7, 11, 23 prawa kolumna tekstu). Prosze o wyjas$nienia
rozbieznosci.

W trzeciej pracy (P3) przedstawiono badania dotyczace oddzialywania zsyntezowanych
nanoczastek tlenkéw zelaza(ILIII) z biatkami surowicy krwi z zastosowaniem tandemowej
spektrometrii mas z plazma indukcyjnie sprz¢zong w trybie analizy pojedynczej czastki sp-1CP-
MS/MS. W celu opracowania metody zoptymalizowano przeptyw wodoru w komorze
reakcyjno-zderzeniowej oraz wybrano palnik plazmowy o0 mniejszej $rednicy rurki
wtryskiwacza (1,5 mm). Parametry te pozwolity na uzyskanie niskich granic wykrywalno$ci
rozmiarow (LOSD - limit of size detection) nanoczastek ztota jako materialu odniesienia.
Niestety nie zamieszczono wartosci LOSD ani w publikacji, ani w rozprawie. Mozna si¢
jedynie domyslac, ze jest ona wyzsza niz Srednica zsyntezowanych SPIONs (16,68 nm, str. 46,
wers 1-2). Metode zastosowano do scharakteryzowania zsyntezowanych SPIONSs, opisanych
w pracy P2. Ze wzgledu na tworzenie aglomeratdw nanoczastek nie udato si¢ okresli¢ rozmiaru
otrzymanych SPIONSs. Podj¢to probe zsyntezowania SPIONS o wigkszych rozmiarach, jednak
i w tym przypadku badania metoda sp-ICP-MS/MS nie pozwolity na okreslenie rozmiarow
czastek. Pomocne w tym wzgledzie okazatlo si¢ obrazowanie technikg skaningowej
transmisyjnej mikroskopii elektronowej w polu jasnym BF-STEM (rozmiary nanoczastek 8-
16 nm). Zdecydowano wiec o zastosowaniu opracowanej metody do badania stabilnosci
SPIONs w obecnosci bialek surowicy krwi. Wykorzystano tutaj wlasciwosci nanoczastek do
zatrzymywania biatek na swojej powierzchni, co prowadzi do powstawania korony biatkowej
(Jak wyjasniono we wstepie). Wykazano, ze na powierzchni SPIONs powstaje korona z biatek
surowicy krwi, ktora ogranicza powstawanie aglomeratow nanoczastek w znacznym stopniu
w stosunku do roztworow wodnych SPIONs. Potaczenia bialek z nanoczastkami
charakteryzowaly si¢ dobrg stabilno$cia, poniewaz nawet po oddzieleniu nadmiaru biatek od
nanoczastek przez ultrafiltracj¢ nie zwigkszyl si¢ stopien aglomeracji SPIONS. Zauwazono, ze
albumina krwi wykazata stabszg zdolnos¢ do tworzenia korony biatkowej niz biatka surowicy
krwi. Niestety, pomiedzy trescig rozprawy doktorskiej a publikacja jest rozbieznos$¢ dotyczaca
charakterystyki filtra zastosowanego do oddzielenia wolnych niezwigzanych biatek od
potaczen ze SPIONs. W rozprawie podano masg¢ 100 kDa (str 46, wersy 18-19), natomiast
w publikacji P3 jest wartos¢ 10 kDa (str. 86, wersy 22-25). Moje pytanie jest zatem, jaki filtr
zastosowano i dlaczego dokonano takiego wyboru?

Autor uwaza, ze zaproponowana metoda moze zosta¢ wykorzystana do szybkiego
monitorowania zmian w strukturze SPIONs po oddziatywaniu z biatkami surowicy. Moim
zdaniem mozliwa jest tylko obserwacja zmiany rozmiaru i dystrybucji nanoczastek na skutek
powstawania korony biatkowe;.

W czwartej pracy (P4) ponownie optymalizowano metode CE-ICP-MS/MS w celu
jednoczesnego rozdzielania gtownych biatek surowicy: albuminy i transferyny.
W optymalnych warunkach pomiarowych wyznaczono niektoére parametry analityczne
opracowanej metody (P4 - Tabela 3). Komentarz do uzyskanych wyniko6w zamieszczony na str.
41 (wersy 1-6 pod tabelg P4-2) zawiera pewne niezgodno$ci. Autor podaje, ze odtwarzalnos¢
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czasOw migracji wzgledem wszystkich reagentéw wynosita <8% (str. 41, wers 4 pod tabelg P4-
2), chociaz z danych w tabeli (P4 str.89, tabela 3) wynika, ze jest to wartos¢  <5.84%. Oprocz
tego prosz¢ o wyjasnienie, czy RSD czasu migracji lub pola powierzchni wyznaczone dla
pomiarow z roznych dni (inter-day) mozna okresla¢ jako odtwarzalnos¢ (str. 41, wersy 2-6 pod
tabelg P4-2)? Trudnosci z analizg SPIONs (otrzymanych w pracy P-3) w obecnos$ci albuminy
I transferyny sktonity Doktoranta do zsyntezowania 5 nowych rodzajow nanoczastek
modyfikowanych stabilizatorami ograniczajacymi aglomeracj¢. Analiza otrzymanych SPIONs
metoda CE-ICP-MS/MS potwierdzita, ze modyfikacje powierzchni nanoczastek wplywaja na
ich oddziatywania z powierzchnig kapilary i parametry rozdzielania. Badania oddziatywania
albuminy i transferyny z nowymi SPIONs nie daly zadowalajacych wynikoéw. Doktorant
wskazuje, ze roznice we wlasciwosciach magnetycznych nanoczastek komercyjnie dostgpnych
(staby magnetyzm) i zsyntezowanych (silny magnetyzm) moga by¢ powodem ich odmiennego
zachowania w kapilarze podczas rozdzielania elektroforetycznego.

W podsumowaniu Doktorant zamiescit najwazniejsze odciggnigcia badawcze uzyskane
w ramach rozprawy.

Opracowane przez Doktoranta procedury badawcze moga znalez¢ zastosowanie do:
- badania selektywnosci nanoczastek 0 modyfikowanej powierzchni w stosunku do wybranych
zwigzkow - metoda spektrofotometryczna UV-VIS;
- badania stabilno$ci i rozmiar6w nanoczgstek w obecnosci biatek krwi - metoda sp-1CP-
MS/MS;
- badania oddziatywania SPIONS z biatkami - metoda CE-ICP-MS/MS.

Zaproponowane metody moga by¢ dobrym narzedziem badawczym do charakterystyki
superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza(Il, III) o potencjalnym zastosowaniu
medycznym w diagnostyce i leczeniu nowotworow.

Inne uwagi krytyczne i dyskusyjne

Z obowigzku Recenzentki przedstawiam ponizej pewne niedociggni¢cia w ocenianej rozprawie
doktorskiej:

Str. 15 — niefortunne sformutowanie: spozywanie wyrobow tytoniowych,

Str.19 - powinno by¢ ,,Rysunek 3” a nie ,,Rysunek 17

Str. 33 — zamiast ,,stuzba zdrowia” powinno by¢ ,,system ochrony zdrowia” (zgodnie z reforma
z21999r.)

Str. 40 — brak wyjasnienia nazw buforow HEPES i PIPES (wers 5), skrotu BGE (wers 9)

Str. 36 (wers 8 pod tabelg P1-1) i dalsze - nieprawidtowy sposoéb podawania stezen jako mg
Fe/mL zamiast mg/mL Fe

Str. 42 (wers 11) i dalsze - zapis wynikow w formie ,,x & a” bez wyjasnienia znaczenia ,,a”.

Przedstawione przeze mnie uwagi nie maja wplywu na pozytywna ocen¢ rozprawy
doktorskiej.
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Whioski

Jako Recenzentka mog¢ przyznaé, ze jestem pod wrazeniem wykonanej pracy,
szczegolnie w zakresie opracowania metody CE-ICP-MS/MS i badania oddziatywan SPIONs
z biatkami surowicy krwi ludzkiej, oraz solidnosci przedstawionych wynikow. Uwazam, ze
konstrukcja przedstawionej do recenzji pracy jest prawidtowa, hipotezy badawcze wiasciwie
sformutowane, badania zaplanowane i przeprowadzone w sposéb metodycznie poprawny.
Uzyskane wyniki badan doprowadzity Doktoranta do poprawnych wnioskow, a uzytecznos¢
opracowanych procedur analitycznych zostata potwierdzona praktycznie.

Oceniana rozprawa doktorska prezentuje wysoki poziom naukowy, potwierdza ogélna
wiedze chemiczng Doktoranta oraz umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia przez Niego
badan naukowych. Zatozony przez Panig Promotor i Doktoranta cel zostal osiggniety. Praca
stanowi wktad w rozw6j chemii analitycznej, a Opracowane metody stanowig nowe i oryginalne
rozwigzania W analityce superparamagnetycznych nanoczgstek tlenku zelaza(ll, [111)
oddziatujacych z biatkami.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spelnia wszystkie wymagania
merytoryczne i formalne okreslone w art. 187 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
z dnia 20 lipca 2018 r. z p6zniejszymi zmianami i wnosz¢ do Rady Naukowej Dyscypliny
Nauki Chemiczne Politechniki Warszawskiej o dopuszczenie Pana mgr. inz. Jacka Sikorskiego
do dalszych etapow postepowania doktorskiego.
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