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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Anny Lichoty

nt. ,,Wlasciwosci fizykochemiczne i biologiczne nanoczastek fulerenolu Cgo(OH)36”

Przedstawiona mojej ocenie rozprawa doktorska mgr Anny Lichoty zostata wykonana
na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu £.odzkiego. Tematyka rozprawy
wpisuje si¢ w badania prowadzone w zespole Pani dr hab. Anity Krokosz, prof. UL,
promotora pracy. Rozprawa zostala przygotowana w formie tzw. ,spinki”’, zawierajacej
kolejno: informacj¢ o zrodtach finansowania i wspotpracy naukowej, wykaz publikacji
wchodzacych w sktad rozprawy, zwiezly opis wykonanej pracy badawczej wraz z
bibliografig oraz streszczeniem w jez. polskim i angielskim (w sumie 22 strony), spis
publikacji niewchodzacych w sklad rozprawy, wykaz doniesien konferencyjnych, informacje
o zatrudnieniu w os$rodkach naukowych, udziale w projektach i1 stazach naukowych,
uzyskanych nagrodach oraz dziatalnosci organizacyjnej Doktorantki. Kopie czterech
artykutow wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej oraz o$wiadczenia wspotautorow
zostatly dotaczone w formie zatacznikow (odpowiednio Zalacznik 1 oraz Zalacznik 2).
Zgodnie ze spisem publikacji przedstawionym na str. 5 rozprawy s3 to:

1. Lichota A., Szabelski M., Krokosz A., Quenching of protein fluorescence by fullerenol
C60(OH)36. Manuskrypt wystany do redakcji Molecules, wyd. MDPI (biezacy IF 4,412;
MEIN 140): 50-procentowy udzial Doktorantki obejmowat m. in. zaplanowanie i
wykonanie eksperymentow (z wyjatkiem pomiarow wygaszania fluorescencji).

2. Lichota A., Piwonski l., Michlewska S., Krokosz A., A multiparametric study of
internalization of fullerenol Cgo(OH)3s Nnanoparticles into peripheral blood mononuclear
cells: cytotoxicity in oxidative stress induced by ionizing radiation, Int. J. Mol. Sci. 21
(2020), 2281. (biezacy IF 5,924; MEIN 140): 50-procentowy udziat Doktorantki



obejmowal m. in. zaplanowanie i wykonanie prac doswiadczalnych (z wyjatkiem
mikroskopii sit atomowych i1 konfokalnej).

3. Lichota A., Krokosz A., Fulerenole w terapii i diagnostyce choréb nowotworowych,
Medycyna Pracy, 67 (2016), 817-831. (biezacy IF 2021-2022 0,914; MEIN 40): 70-
procentowy udziat Doktorantki.

4. Krokosz A., Lichota A., Nowak K., Grebowski J., Carbon nanoparticles as possible
radioprotectors in biological systems, Radiat. Phys. Chem., 128 (2016) 143-150.
(biezacy IF 2,858; MEIN 70): 35-procentowy udziat Doktorantki.

Pozycje 1 i 2 to oryginalne artykuly naukowe, a kolejne dwie to prace o charakterze
przegladowym. Wszystkie prace zostaty opublikowane w czasopismach z listy JCR, a wigc
podlegaly ocenie merytorycznej co najmniej 8 recenzentow  (poprawiony manuskrypt
pierwszej z prac oczekuje na akceptacje do druku). Moja rola sprowadza si¢ wigc przede
wszystkim do oceny czgéci opisowej (Rozdziaty 4-7) oraz stwierdzenia zgodno$ci
caloksztaltu rozprawy z wymogami ustawowymi i wytycznymi Rady Doskonatosci
Naukowej UL.

Mgr Anna Lichota postawita sobie za cel zbadanie wlasciwoséci nanoczastek
fulerenolu Cgo(OH)3s pod katem rozpuszczalnosci w roztworach wodnych, akumulacji we
wnetrzu komorek oraz zdolnosci oddziatywania z rdznigcymi si¢ strukturalnie biatkami.
Dynamiczny wzrost zainteresowania projektowaniem wyspecjalizowanych nanoczastek
wynika z ich szerokiego zastosowania w inzynierii, przemysle kosmetycznym, biologii i
medycynie. Dzigki rozwojowi nanomedycyny mozliwe staje si¢ skuteczniejsze i mniej
inwazyjne leczenie chorob nowotworowych, a takze ich bezpieczniejsze diagnozowanie.
Fulerenole to nanoczgstki powstale na bazie fulerenu w wyniku przylaczenia grup
funkcyjnych, np. hydroksylowych, czy karboksylowych. Z uwagi na zastosowania
biomedyczne szczegdlne znaczenie ma  podstawienie  hydrofilowymi  grupami
hydroksylowymi, poniewaz rozwigzuje problem niskiej rozpuszczalnosci fulerenu w
uktadach wodnych. Hydroksyfulereny syntezowane na bazie Cgy naleza do najczesciej
badanych. Potencjalne zastosowania tych zwigzkéw w nanomedycynie zostalo Szeroko
omowione w trzech artykutach przegladowych wspotautorstwa Doktorantki (dwoch
wchodzacych w sktad rozprawy i niewlaczonego do rozprawy artykutu: Lichota A., Lysio
M., Krokosz A., Toksycznosé hydroksyfulerenu Ceo(OH)x, X >30 w kontekscie zastosowan
biomedycznych i w przemysle kosmetycznym, Przemyst Chemiczny, 95 (2016), 2190-2194)

oraz krotko scharakteryzowane w Rozdziale 4.1 rozprawy.



Wiasciwosci fizykochemiczne i biologiczne hydroksyfulerenu Cgo(OH), w duzej
mierze zaleza liczby podstawnikéw n. Cze$¢ doswiadczalna pracy Doktorantki dotyczy
fulerenu Cgp podstawionego 36-cioma grupami hydroksylowymi. Tematyke i cel pracy
doktorskiej nalezy uzna¢ za wazny i jak najbardziej aktualny. Czg¢$¢ badawcza pracy zostata
podzielona na trzy cele szczegdétowe obejmujace:

(1) charakterystyke wlasciwosci fizykochemicznych fulerenolu Cgo(OH)szs;

(2) oceng oddziatywania fulerenolu Cgo(OH)ss z albuming osocza krwi czlowieka (HSA) i
dehydrogenaza alkoholowa (ADH);

(3) oceng toksycznosci Cgo(OH)ss wobec jednojadrzastych komorek krwi obwodowe;j
cztowieka (PBMCs).

Wybdr 1 kolejnos¢ realizacji celow szczegdtowych jest logiczny i prawidlowy. Mam
natomiast pewne watpliwosci co do sformutowania hipotezy badawczej (Rozdziat 4.2, str. 8).
Wedtlug mnie wlasciwsze bytoby ujecie w formie implikacji, np: ,,Zakladajac, ze nanoczastki
fulerenolu wnikaja do wnetrza komorek, to czy ma to wpltyw na ich przezywalnos¢,
wigzalnos¢ z biatkami ...”

Do realizacji celow szczegotowych  Doktorantka wykorzystata szereg metod
do$wiadczalnych, w tym nowoczesnych technik obrazowania odziatywan, jak mikroskopia
AFM i konfokalna. Metodyka badan (Rozdziat 4.3) obejmowata: spektroskopie UV-Vis, IR,
NMR, pomiary fluorescencyjne, spektrometri¢ mas, techniki dynamicznego rozpraszania
swiatta, mikroskopie AFM 1 konfokalng, pomiary potencjatu elektrokinetycznego (tzw.
potencjatu zeta lub dzeta), cystometri¢ przeptywowa. W mojej opinii, zastosowaniem tak
wielu réznych metod doswiadczalnych mgr Lichota udowodnita dobre przygotowanie do
prowadzenia badan, rozeznanie i umiejetnos¢ doboru technik eksperymentalnych oraz
skuteczno$¢ wspotpracy z zespotami dysponujacymi potrzebng aparaturg.

Przejdg teraz do skomentowania opisu czesci doswiadczalnej (Rozdziaty 4.4 - 4.6). W
pierwszym etapie Doktorantka samodzielnie wykonata synteze nanoczastek Cgo(OH)ss,
potwierdzita ich strukturg, wykonata pomiary rozmiaru nanoczgstek oraz potencjalu zeta w
wodzie i buforze Na-fosforanowym (0,02 M, pH 7,4), a takze przeprowadzita analizg
wlasciwosci spektralnych. Z badan tych wynika, Zze nanoczastki fulerenolu tworza uktady
polidyspersyjne o wielkosci od 40 do 187 nm, a po oderwaniu powloki wodnej $rednica
nanoczastki maleje do okoto 2 nm. Wartosci potencjat zeta w wodzie i w buforze wynoszg
odpowiednio -27,5 mV i -37,4 mV. W tym miejscu prositabym o wyjasnienie: czym
podyktowany byt wybor buforu oraz 0 czym $wiadczy obnizenie potencjatu zeta w buforze i

jakie ma to przetozenie na tzw. promien $cinania. Interesowaloby mnie rOwniez pordwnanie



rozpuszczalnosci Cgo(OH)3s W wodzie i buforze. Dalsze badania dotyczyly roztwordéw
Ceo(OH)3s i biatek ADH oraz HSA. Analiza widm absorpcyjnych UV-Vis wykazata
stabilno$¢ 1 brak agregacji Cgo(OH)ss w zakresie stezen od 2,64 uM do 133,36 uM, co
pozwolito na wyznaczenie wspotczynnikow ekstynkcji €xgonm sktadnikow roztworu. Oceng
zdolnosci wigzania Cgo(OH)3s z biatkami Doktorantka przeprowadzita w oparciu o pomiary
fluorescencyjne. Analizujac zalezno$¢ natezenia fluorescencji i czasu zycia standw
wzbudzonych bialek od stezenia Cg(OH)ss (wygaszacz), Pani Lichota stwierdzita
jednoczesne wystepowanie wygaszania dynamicznego (zderzeniowego) i statycznego (z
utworzeniem kompleksu z wygaszaczem). Poniewaz dodatkowo zostat zasugerowany udziat
mechanizmu ,,sphere-of-action quenching”, prositabym o skomentowanie przestanek
sktaniajagcych do wysnucia takiego wniosku. Wynikiem realizacji trzeciego etapu
harmonogramu byto wykazanie braku toksycznosci Cg(OH)3s wobec PBMCs. Wynik ten
otwiera pole do jego potencjalnych zastosowan biomedycznych. Negatywnie natomiast
wypadta ocena wiasciwosci radioprotekcyjnych Cgo(OH)s6. Biorac pod uwage potencjalne
zastosowania medyczne wynikow pracy nasuwa si¢ pytanie o wptyw temperatury na badane
wiasciwosci Cgo(OH)s6 (badania zostaly wykonane w temperaturze pokojowej, czyli 0 12-15
°C nizszej od temperatury ciala ludzkiego). Podsumowujac, cze$é doswiadczalna pracy
stanowi oryginalne rozwigzanie postawionego celu naukowego, a jednocze$nie dostarcza
warto$ciowych przestanek i wskazowek do ewentualnych zastosowan praktycznych.

Uktad czgséci opisowej rozprawy jest poprawny zarowno w sensie konstrukcji jak i
jezyka (moze z wyjatkiem uzycia formy bezosobowej). Moje zastrzezenia budzi natomiast
skapa bibliografia (Rozdziat 5), obejmujaca zaledwie 13 pozycji, z czego cztery to odnosniki
do artykutow wchodzacych w sktad rozprawy. Z obowiazku recenzenta, ponizej wymieniam
dostrzezone w tekscie niescisto$ci oraz uchybienia edytorskie: Str. 6: brak wyjasnienia, jak
rozumie¢ pojecie wigzania sp2‘5; Str. 7 (srodkowy akapit): nieprecyzyjne sformutowanie:
spektrofluorymetria jest odmiang metody spektrofotometrycznej; Str. 8 (cele szczegdlowe):
brak wyjasnienia, czym podyktowany byl wybor biatek, stosowne wyjasnienie znajduje si¢
dopiero na str. 11; Str. 11: jest ,,wykonano widma” zamiast ,,wykonano pomiary widm”; jest
,proporcjonalny od st¢zenia” zamiast ,,proporcjonalny do stezenia”; stezenia czego ?;
jednostka wspotczynnika ekstynkcji: IUPAC zaleca stosowanie duzej litery L na oznaczenie
litra; Str. 12: ,,przy najwyzszych stezeniach nanoczastek” - czyli jakich?; Str. 13: brak
numeru réwnania; ,,zdolno$¢ absorpcji, przenikania zwigzkéw do komoérek” — w kontekscie

wczesniej omawianych widm stowo ,,absorpcji” jest mylgce i zbgdne. Poza tym wskazane



bytoby zamieszczenie ilustracji graficznej widm omawianych na str. 10-11 oraz wykresow
Sterna-Volmera (str. 12); natomiast niepotrzebne sg powtorzenia objasnien skrotow IR,
NMR, AFM, DLS, itd. oraz opisu struktury HSA.

Pani mgr Anna Lichota jest wspotautorem w sumie 10 publikacji naukowych oraz 28
doniesien konferencyjnych, w tym 11 prezentowanych na konferencjach miedzynarodowych,
odbyla trzy krotkoterminowe staze naukowe: w Instytucie Biologii Medycznej PAN w Lodzi
(01-26.07.2013), w Lodzkim Parku Naukowo-Technologicznym (02.07-02.08.2015) oraz w
Katedrze Fizyki i Biofizyki Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie (22-
29.01.2018). Pani Lichota jest laureatka pigciu nagrod uczelnianych i konferencyjnych oraz
beneficjentka kilku dotacji uczelnianych, jest cztonkiem dwoch towarzystw naukowych (PTB
I PTBR), uczestniczyta w organizacji konferencji naukowych i wydarzen popularyzujgcych
naukg, byla rowniez czlonkiem licznych komisji uczelnianych i wydzialowych. Tak
wielostronna dziatalno$¢ organizacyjna bez watpienia zastluguje na uznanie. Przypuszczam
jednak, ze w potaczeniu z zaangazowaniem w prac¢ z innymi zespotami (od 2018 r.
zatrudnienie na UM w Lodzi) moglto mie¢ wptyw na stosunkowo diugi okres realizacji
doktoratu (rozpoczecie studiow doktoranckich w 2014 r.).

Biorac pod uwage caloksztalt rozprawy, aktualno$¢ 1 wysoki poziom naukowy czesci
badawczej, stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia wszystkie
warunki ustawowe oraz zwyczajowe dotyczace przewodow doktorskich. W zwigzku z tym,

wnosze o dopuszczenie mgr Anny Lichoty do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



