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RECENZIA

Rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Zajdel zatytutowanej:

Ocena funkcjonalnosci i cytotoksycznosci luminescencyjnych nanoczgstek NaYF,:Yb*, Er** do

zastosowari biomedycznych

Przedstawiona do recenzji praca doktorska autorstwa Pani mgr Karoliny Zajdel dotyczy
wieloaspektowych oraz interdyscyplinarnych badar okresdlajgcych wiasciwosici nanomateriatow
zdolnych do konwersji energii w géry na klasycznym obecnie uktadzie par jonowych Yb**/Er¥*, ktore
zostaty na etapie syntezy whudowane w strukture krystaliczng modelowej matrycy nieorganicznej na
bazie fluorku itrowo-sodowego (NaYFs;). Ocenione zostaly jego podstawowe cechy strukturalne,
morfologiczne, sktad pierwiastkowy oraz wykonano imponujacg liczbe badar biologicznych zwigza nych
z okredleniem cytotoksycznosci, mechanizméw endocytozy komérkowej, oddziatywania
nanomateriatdbw na skrawki hipokampa szczurzego z jednoczesnym wskazaniem potencjalnie
interesujgcych mozliwosci aplikacyjnych wspartych obiecujacymi wynikami badan.

Praca zostata napisana w postaci klasycznej monografii. Promotorem pracy doktorskiej jest Pani
dr hab. n. med. Malgorzata Frontczak-Baniewicz przy wsparciu merytorycznym Pani promotor
pomocniczej dr n. fiz. Bozeny Sikory. Taki podziat kompetencji jest dla mnie oczywisty i wynika z silnie
interdyscyplinarnego charakteru badan, ktdry w istocie wymagat szerszego spojrzenia na wybrany
obszar badawczy wzmacniajge potencjat naukowy dysertacji. Praca zostata wykonana w Instytucie
Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego Polskiej Akademii Nauk

w Warszawie, aczkolwiek wykorzystano zasoby oraz infrastrukture badawczg wielu prestizowych
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instytucji krajowych jak i zagranicznych uzupetniajac wachlarz metodologiczny pracy
0 najnowocze$niejsze techniki. Nalezy wspomnie¢, ze czgs¢ wynikow zostata uzyskana w ramach
realizacji projektu naukowego fundowanego przez Narodowe Centrum Nauki (DEC-
2014/15/5T5/02604), $rodkéw statutowych IMDIK PAN oraz programu wymiany naukowej Erasmust+.

Dysertacja Pani mgr Karoliny Zajdel podzielona zostata na 5 gtéwnych czgsci. Zawiera wykaz
skrétéw, obszerne streszczenie w jezyku polskim i angielskim, oswiadczenie autorki o innowacyjnym
charakterze badan, podsumowanie, wnioski wraz z bibliografig oraz zatacznikami stanowigcymi
uzupetnienie wynikéw, ktére wytgczono z czesci gléwnej pracy. Cato$¢ zamieszczono na 202 stronach,
okraszono 83 ilustracjami i zacytowano ogromnag liczbe pozycji literaturowych (333 odnosniki), ktére
zostaty trafnie dobrane i s3 to pozycje aktualne. Czesc teoretyczna pracy przedstawiona jest w rozdziale
pierwszym liczagcym 45 stron. Rozdziat ten podzielony jest na podrozdziaty i dostarcza czytelnikowi
niezbednej oraz bardzo konkretnej wiedzy pozwalajgcej na wprowadzenie w tematyke pracy. Ta czesc
nie jest przesadnie przetadowana i autorka skupita sie na przyblizeniu najistotniejszych kwestii.

Cel badan zostat okreslony w poprawny sposéb i podzielony na kilka etapéw zawierajacych cele
szczegStowe, ktére w konsekwencji miaty doprowadzi¢ do osiggniecia gtownego zadania.

Wiaéciwa czeé¢ doktoratu dotyczgca badar wtasnych autorki zaczyna sig od rozdziatu trzeciego
opisem zastosowanych materiatow, metodologii i wykorzystanych technik. Rozdziat czwarty w catosci
poswiecony zostat omoéwieniu wynikéw badan, a pigty stanowi krytyczng dyskusje otrzymanych
rezultatéw z odniesieniem autorki do osiagnie¢ innych grup badawczych i podkresleniem wtasnej
indywidualnoéci naukowej. Wspomniane rozdzialy zajmujg 112 strony. Dysertacja korczy
sie szczegbtowym podsumowaniem oraz przedstawieniem najwazniejszych wnioskéw. Jak
wspomniatem wcze$niej, Pani magister zawarta az 333 odnosniki literaturowe, co jednoznacznie
wskazuje, ze posiada szeroka wiedze w wybranym przez siebie obszarze badawczym. Praca jest
przygotowana z dbatoscig o szczegoty i napisana poprawnym jezykiem. Wida¢, ze wiozono duzo

wysitku w prezentacje wynikéw i koricowg forme przekazu. Zamieszczony materiat ba rdzo dobrze sie
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Czyta i za ten aspekt pracy nalezy si¢ Pani Karolinie pochwata i ukton dla obu Pari promotorek
za dopilnowanie catego procesu przygotowawczego pracy i wskazanie dobrych praktyk.

W kontekscie najwazniejszym, a wiec merytorycznej zawartosci dysertacji przede wszystkim
chciatbym podkresli¢, ze praca dotyczy bardzo aktualnej tematyki zwigzanej z syntezg nanomateriatéw
0 wtasciwosciach wielofunkcyjnych i ich ukierunkowaniu na wykorzystanie w szeroko pojetych
aplikacjach biologicznych i medycznych.

Praca porusza istotne zagadnienia z tego obszaru i po okreéleniu typowych wtasciwosci
charakteryzujgcych sam nanomateriat skupia sie na badaniach oddziatywania z uktadami
biologicznymi. Wybrane zostaly dwie linie komérkowe: embrionalne komérki nerki HEK293
oraz komorki nabtonkowe raka szyjki macicy Hela (badania in-vitro). Jako model ex-vivo
zaproponowano organotypowe skrawki hipokampa szczura pozyskiwane z oseskéw rasy Wistar.
Autorka wykorzystata caly arsenat najnowoczesniejszych technik badawczych do charakterystyki
przedstawionej zaréwno w cze$ci materiatowej jak i biologicznej.

Wedtug mojej oceny otrzymane wyniki s na swiatowym poziomie. Do szczegolnie istotnych
osiggniec Pani mgr Karoliny Zajdel zaliczam przebadanie mechanizmoéw endocytozy zwigzanej
z internalizacjg NaYFa:Yb*/Er®* w komérkach z wykorzystaniem techniki TEM. Faktycznie obszar ten
ze wzglgdu na bardzo wysublimowany sposob preparatyki prébek i inne problemy jest trudny,
a z drugiej strony wielce nagradzajacy ze wzgledu na potencjalng istotno$¢ wynikéw. Bardzo ciekawe
okazaty sie rowniez wyniki dotyczace oddziatywania nanokonwerterow promieniowania
podczerwonego w badaniach ex-vivo na skrawkach hipokampa. Pani mgr Karolina Zajdel
zaproponowata metodyke podawania nanomateriatdbw oraz przeanalizowata ich lokalizacje
w strukturach komérkowych. Ostatni element, kt6ry nalezy docenié, to wykazanie mozliwosci detekgji
i w konsekwencji obrazowania luminescencyjnego nanomateriatéw po internalizacji w ukfadach
biologicznych, co znakomicie podkresla potencjat wybranych nanomateriatéw w aplikacjach

biomedycznych.
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W swojej recenzji chciatbym zwrdci¢ uwage na istotny interdyscyplinarny charakter badan
z pogranicza chemii, fizyki ciata statego, inzynierii materiatowej, biologii oraz nauk medycznych.
Na pewno droga do osiggniecia zatozonego celu nie byta tatwa i wymagata przyswojenia ogromnej
iloéci wiedzy, poznania technik syntezy materiatéw, metodologii badan stosowanych w wielu
dyscyplinach oraz skoordynowania catosci projektu. Uwazam, ze Pani mgr Karolinie Zajdel udato sig
w petni osiggnaé zatozony cel zachowujgc przy tym spora doze samokrytyki, co Swiadczy o jej
dojrzatosci naukowej adekwatnej do etapu kariery.

Oczywiscie w przedstawionej do recenzji pracy mozna znalez¢ pewne mankamenty, jak w kazde;j
innej. Uchybienia dotyczg braku ankiety osobowej, sfery edytorskiej, oraz zagadnieniami
merytorycznymi wymagajacymi doprecyzowania ze strony autorki.

Szkoda, ze autorka nie zamieécita w formie osobnego zatacznika informacji dotyczacej
dotychczasowego dorobku i innej istotnej aktywnosci naukowej. Z zamieszczonych cytowani wynika,
iz Pani Karoliny poddawata pod ocene spotecznosci naukowej efekty swoich badah przynajmniej
w dwoch czasopismach naukowych. Jeden zostat opublikowany na tamach RSC Advances (IF 3,36)
a drugi w Nanoscale (IF 7,79). Sadzac po randze obu periodykow sg to czasopisma specjalistyczne
o duzym znaczeniu ze szczegblnym wskazaniem na tg drugg pozycje. Ze wstepu do doktoratu wynika,
ze Pani Karolina uczestniczyta w realizacji projektu naukowego NCN, co $wiadczy o tym, ze potrafi
efektywnie pracowaé w zespole silnie zorientowanym na realizacje zatozonych celéw pod presjg ram
czasowych.

W kontekscie btedéw edytorskich, ktére nie wymagajg komentarza, to na stronie 15 znajdujemy
oczywistg omytke ,.charakteryzowujgcych sie...”; dalej w tekscie pojawia sig angielskie ttumaczenie
konwersja energii w gére pisane dwojako ,up-conversion” badz czesciej ,upconversion” (przyktad
poréwnanie strona 15 z 29); na stronie 16 znajdujemy ,,...spektometria mas...", skrot ,NPs” pojawia sig

na stronie 25, a jego wyjasnienie jest podane pozniej (brak chronologii). Zdarzajg si¢ powtérzenia tych
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samych wyrazow, ktére wystepujg bardzo blisko siebie w tekscie. Tak jak wspomniatem, nie s3 to btedy

w Zadnej mierze znaczace, ale z obowigzku recenzenta musze je przytoczyc.

W zakresie merytorycznych uwag bardzo prosze o ustosunkowanie sig do najwazniejszych z nich,

ktére wymieniam ponizej.

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

Strona 16 ,Przeprowadzono rownie; pomiary wartosci potencjafu powierzchniowego”,
w czesci metodycznej znajdujemy definicje potencjatu zeta, ktéra jest sprzeczna
z przedstawionym okresleniem, prosze o doprecyzowanie, potencjat czego zostat zmierzony?
Strona 27 tabela 1, w kolumnie opisujacej efekt toksyczny dla nanoczastek Fe,0s napisata Pani,
ze materiat ten uwalnia jony Fe**, czy jest Pani pewna, ze chodzi konkretnie o ten kation?
Strona 28 ta sama tabela dotyczgca kropek kwantowych znajdujemy #--uwalniajg toksyczne
Jjonu kadmu...”, czy tylko kationy kadmu, skoro termin kropka kwantowa okreéla konkretng
grupe materiatowg dla ktorej obserwuje sie efekt ograniczenia kwantowego?, na stronie 31
w tabeli 2 ten zapis jest powielony.

Strona 32 cytuje ,,...fotowyswiecanie ze wzgledu na krétkie czasy zaniku fluorescencji...” bardzo
prosze o weryfikacje poprawnosci tego stwierdzenia.

Podrozdziat 1.4. mechanizmy konwersji energii w gére. M6j komentarz dotyczy zastosowanego
podziatu. Wymienia Pani jako (1) absorpcjg ze stanu wzbudzonego ESA, (2) konwersje energii
w gorg z transferem energii ETU, (3) efekt lawinowej emisji fotonéw PA, (4) relaksacje
krzyzowa CR (sic!) oraz (5) konwersje energii z wykorzystaniem kooperatywnego uczulania CSU
lub po prostu CU. To co budzi moje wewnetrzne kontrowersje to zjawisko relaksacji krzyzowej
jako mechanizm, ktéry w literaturze przypisywany jest do procesu pasozytniczego
prowadzacego do spadku wydajnosci kwantowej wykazujgcego silng zaleznoéci od stezenia
emitera. Rozumiem, Ze inspiracjg jest cytowana praca, ale bardziej adekwatna pozycjg w tym
zakresie jest praca ojca chrzestnego tego zjawiska profesora F. Auzela (Chem. Rev. 2004, 104,

139), ktéry CR traktuje jako element istotny w PA (mechanizm nr 5). Natomiast w cytowanej
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(6)

przez Panig pozycji, autorzy przyznajg, ze CR w tym rozumieniu wykorzystywany jest
do swoistej optymalizacji barwy emisji i w gruncie rzeczy odpowiada za wygaszanie
stezeniowe. Wydaje mi sie, ze bardziej adekwatny bytby podziat na (1) ESA, (2) ETU, (3) PA,
(4) CSU oraz (5) EMU (energy migration up-conversion) konwersja z migracjg energii — bardzo
ciekawy mechanizm zachodzacy w uktadzie czterech partycypujacych jonédw (Mahata et al.
Biomedicines, 2021, 9, 756). Prosze o krétki komentarz.

Strona 49 i w zasadzie calg preparatyka. Tutaj moje watpliwosci budzi okreslenie techniki
syntezy materiatéw. Napisata Pani, ze w syntezie NaYF; wykorzystuje metode wspdtstrgcania
z roztworu homogenicznego z czym bardzo trudno mi sie zgodzi¢. W konfrontacji z literatura
w zakresie problematyki preparatyki NaYF: metoda, ktdérg Pani opisata w doktoracie
jest kwalifikowana jako metoda dekompozycji termicznej fluorooctanéw lantanowcow.
Absolutnie nic Pani w te]j technice nie strgca poniewaz produkt koficowy powstaje na etapie
rozktadu termicznego owych substratow. Po zadanym czasie reakcja jest przerywana,
a produkt jest wtedy w petni uformowany (w ramach parametréw syntezy, i w rozumieniu
rozmiaru czastek oraz morfologii). O tym zresztg napisata Pani pézniej na stornie 144. Zmiana
warunkdw syntezy np. wydtuzenie czasu reakcji zachodzgcej w wysokiej temperaturze wptywa
na kontrole morfologii (kluczowy parametr dla konwersji) i rozmiar czgstek (kluczowy
dla internalizacji). Zatem proces formowania NaYFs korczy si¢ na tym etapie. Uwazam,
ze nomenklatura dziatarn podejmowanych po zakonczeniu dekompozycji jest, co do zasady,
btedna i wigze sie tylko z separacjg i oczyszczaniem produktu koricowego z roztworu
poreakcyjnego zawierajgcego finalny NaYFs. W pracy czytamy ,Nanokrysztaty wytrgcano
z wystudzonego roztworu nadmiarem etanolu...” — nic tu Pani nie wytrgcata, to jest separacja
i poczatek oczyszczania. W mieszanie poreakcyjnej znajduje sie silnie niepolarny
rozpuszczalnik, a do ksztaftowania morfologii i kontroli rozmiaru uzyta Pani kwasu oleinowego.

W dodatku jego chemisorpcja na powierzchni formujgcego sie NaYFs nadat produktowi
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hydrofobowy charakter. To spowodowato, ze nie widzi Pani gotym okiem produktu
(monodyspersyjnoé¢, wielkos¢ czastek mniejsza od diugosci fali $wietlnej). Totez dodanie
alkoholu spowodowato typowy efekt zmetnienia zawiesiny wskutek agregacji hydrofobowego
produktu w silnie polarnym medium, po to zeby lepiej odseparowa¢ materiat od matczynego
roztworu podczas wirowania i usuwania niechcianych zanieczyszczeri. W zasadzie jestem
pewny, ze by¢ moze nie do korica zostato to Pani wyjasnione przez opiekuna szczegdlnie
po przeczytaniu kolejnego zdania z tej samej strony. Cytuje ,..zsyntezowane czgstki
rozpuszczano w cykloheksanie” i dalej, az do zdania z ,Finalng probke ...zawieszano w 5 ml
cykloheksanie”. Jesli NaYF, jest rozpuszczalny w cykloheksanie to po co Pani wykonata synteze?
zeby straci¢ tak mozolnie tworzony produkt o pozgdanej morfologii, ktéry w dodatku
formowany jest nie na tym etapie. Mato tego, na koricu zawiesza Pani probke w cykloheksanie
i jako$ NaYF, zgodnie z opisem juz sig nie rozpuszcza, a stanowi medium, w ktérym stanowi
fazg rozproszong (czastki NaYFs). Mysle, ze w tej materii zabrakto finalnej korekty przez osobe
z doswiadczeniem w tym zakresie. Za drogowskaz prosze popatrzeé na publikacje naukowe
innych autoréw, wybor jest duzy. Prosze zwrécié uwage na réznice w obu podejsciach
syntetycznych pomigdzy technika wspéistracania NaYFs (kompletnie inne substraty,
temperatura i s3 faktyczne stosowane czynniki stracajgce) a dekompozycjg termiczng
z wykorzystaniem wysokowrzacych silnie niepolarnych rozpuszczalnikéw organicznych.
Tytutem wyjasnienia, btad ten absolutnie nie wazy na osiggnieciach przedstawionych w pracy
poniewaz pozadany produkt zostat uzyskany i w petni scharakteryzowany.

Zmierzyta Pani potencjat zeta, dlaczego przy okazji tego pomiaru na popularnym urzadzeniu
nie zdecydowata sig Pani na wyznaczenie $rednicy hydrodynamicznej. Okreélenie tej wielkosci
mogtoby by¢ pomocne w badaniach biologicznych. Zyskataby Pani wiedze na temat stanu
agregacji nanoczastek w roztworze wodnym. Jest to wazna informacja, szczegOlnie w sytuacji

gdy pozbawiono NaYF, ligandu hydrofobowego (z oczywistych wzgledéw) i powierzchnia
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(8)

(9)

nie zostata zmodyfikowana inna substancja pomocnicza. Znajomo$é rozmiaru
hydrodynamicznego i potaczenia faktu o braku modyfikacji powierzchni NaYF, mogtaby pomdc
wyjasnic istnienie skupisk nanoczgstek w komérkach.

Na stronie 57 popetnia Pani podobne bfedy jak w preparatyce w okresleniu co sie faktycznie
dzieje po procesie usuwania ligandu. Zadne nanoczastki nie ulegajg w tych warunkach
rozpuszczeniu. Zwazywszy, ze w poréwnaniu z cykloheksanem kwas solny jest bardziej
agresywny, a powoduje tylko usunigcie ligandu oleinianowego nie roztwarzajgc NaYFs
do postaci wolnych jonoéw. Ten sam bfgd powielony jest na stronie 145 cytuje ,Zmiany
wywotane modyfikacjq powierzchni nadajq nanomateriatom nowych wfasciwosci, takich jak
dobra rozpuszczalnos¢ w wodzie (hydrofilowos¢)’ — to nie jest rozpuszczalnos$é. Modyfikacja
powierzchni i zmiana charakteru hydrofilowy-hydofobowy (lub odwrotnie) umozliwia
(1) transfer nanoczgstek do rozpuszczalnika polarnego badz niepolarnego oraz (2) pozwala
myéle¢ o tworzeniu stabilnych dyspersji nanomateriatbw w odpowiednim medium
po uwzglednieniu dodatkowych czynnikéw. W kontekscie badan biologicznych zalezy nam
na materiale hydrofilowym (nic sie nie rozpuszcza, patrz chemia koloidéw), ale sam charakter
hydrofilowy nanoczastki nie gwarantuje stabilnoéci nanoczastki w zawiesinie.

Strona 59, napisata Pani, ze nanoczastki byly przed uzyciem sonikowane (20 minut)
aby zapobiec tworzeniu skupisk materiatu. Jaka ma Pani gwarancjg, ze po tym zabiegu czgstki
nie beda agregowaé ponownie, skoro powierzchnia NaYF; nie zostaf niczym zmodyfikowana
w celu minimalizacji energii powierzchniowej? (brak modyfikacji lub funkcjonalizacji, brak
dodatku stabilizatora sterycznego bgdZ elektrostatycznego). To sie wigze z problemem

akcentowanym w komentarzu (7).

(10) W pracy wykorzystata Pani oprécz NaYF4:Yb*'/Er** materiat pokryty cienkg warstwg

amorficznej krzemionki. Dlaczego zabrakto charakterystyki wiasciwosci luminescencyjnych

tego ostatniego, zwazywszy ze materiat tworzacy warstwe zewnetrzng moze wptywac silnie
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na wiasciwosci spektroskopowe emitera, a zostat on uzyty w eksperymencie ze skrawkami
hipokampa?

(11} Na stronie 87 prezentuje Pani rycine 19 prébki zawiesiny koloidalnej konwertera z widoczna
zielong intensywng emisjg, podczas gdy uzycie tego samego emitera w mikroskopii konfokalnej
skutkuje widoczng emisjg czerwong?

(12) Strona 89, rycina 22, pokazata Pani zalezno$¢ zmian stosunku intensywnosci emisji czerwonej
do zielonej w zaleznosci od gestosci optycznej lasera 980 nm, prosze o wyjasnienie przyczyny
tych zmian.

(13) W czesci biologicznej nie doszukatem sie zadnych informacji na temat oceny cytotoksycznosci
NaYF4Yb*/Er*@Si0;. Prosze o racjonalne uzasadnienie wykorzystania tego materiatu

w eksperymencie ex-vivo ze skrawkami hipokampa?

Podsumowuijac, przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Karoliny Zajdel stanowi
zbior interesujgcych i oryginalnych wynikéw. Zauwazone drobne btedy edytorskie oraz moje krytyczne
uwagi nie wptywajg znaczgco na obnizenie merytorycznej wartosci pracy. Uwazam, ze praca doktorska
Pani mgr Karoliny Zajdel spetnia wszelkie wymogi stawiane tego typu pracom, ktére zostaty zawarte
W ustawie w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki oraz w Rozporzadzeniu Ministra Nauki i szkolnictwa Wyiszego
z dnia 30 stycznia 2018 r. w sprawie szczegétowego trybu przeprowadzania czynnosci w przewodzie
doktorskim.

Tym samym whnioskuje o dopuszczenie Pani mgr Karoliny Zajdlel do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Pragng réwniez zwrdcié sig z wnioskiem do Rady Naukowej Instytutu Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej PAN o wyréznienie pracy doktorskiej ze wzgledu na istotno$¢ podjetej
tematyki badawczej w zakresie zbadania zjawiska i mechanizméw endocytozy komdrkowej
nanomateriatdw z wykorzystaniem techniki TEM, opracowania metodologii sposobu podawania

nanoczastek w badaniach ex-vivo na skrawkach hipokampa, a takse za wykazanie potencjalnych
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mozliwosci wykorzystania NaYF4:Yb* /Er**w obrazowaniu komdrkowym z wykorzystaniem mikroskopii

konfokalnej.
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