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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anny Lichoty zatytulowanej:

Wilasciwosci fizykochemiczne i biologiczne nanoczastek fulerenolu Ceo(OH)3s.

Praca doktorska zostata wykonana w Katedrze Biofizyki Molekularnej Instytutu Biofizyki
Uniwersytetu Lodzkiego pod kierunkiem dr. hab. Anity Krokosz, prof. UL. Przedstawiona do
oceny rozprawa skfada si¢ z trzech prac juz opublikowanych oraz jednej pracy przestanej do
redakcji:

1. Lichota A., Szabelski M., Krokosz A.: Quenching of protein fluorescence by fullerenol
Cs0(OH)36 nanoparticles: time-resolved fluorescence studies 2022. Manuskrypt publikacji
wystany do redakcji Molecules.

2. Lichota A., Piwonoski I., Michlewska S., Krokosz A.: A multiparametric study of
internalization of fullerenol Cso(OH)3s nanoparticles into peripheral blood mononuclear cells:
cytotoxicity in oxidative stress induced by ionizing radiation, International Journal of Molecular
Sciences, 21(7):2281, 2020.

3. Lichota A., Krokosz A.: Fulerenole w terapii i diagnostyce chorob nowotworowych, Medycyna
Pracy, 67(6):817-831, 2016.

4. Krokosz A., Lichota A., Nowak K., Grebowski J.: Carbon nanoparticles as possible
radioprotectors in biological systems, Radiation Physics and Chemistry, 128, 143—-150, 2016.

Prace nr 2 i nr 4 to oryginalne prace badawcze w jezyku angielskim, ktére ukazaly si¢ w 2016 oraz
2020 roku. Praca nr 1 to praca w jezyku angielskim i jest przestana do redakcji w roku 2022. Praca
nr 3 jest jedyna praca w jezyku polskim. Prace opublikowane w jezyku angielskim to prace w
czasopismach o zasiggu miedzynarodowym z Impact Factor (IF) wynoszacymi 4.412, 5,924,
2,858, co odpowiadato 140, 140 oraz 70 punktom MNiSW w latach publikacji. Praca w jezyku
polskim jest pracg przegladowa (ze streszczeniem w jezyku angielskim) z IF wynoszacym 0,914
co odpowiada 40 punktom MNiSW z roku jej publikacji (2016). Wszystkie cztery prace maja
charakter wspotautorski a udziat Pani mgr Anny Lichoty, zgodnie z zalaczonymi oswiadczeniami
wspotautordw, jest wyraznie okreslony na 50, 50, 70 oraz 35% i obejmuje wszystkie etapy pracy
naukowej, poczynajgc od udzialu Dokotorantki w tworzeniu koncepcji prezentowanych prac,

zaplanowaniu badan poprzez przeprowadzenie wigkszosci eksperymentdw, analize statystyczng,
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wykonanie zdj¢¢ konfokalnych, pomiary z wykorzystaniem mikroskopii sit atomowych, analize¢
danych, az po wspotudzial w przygotowaniu strony graficznej uzyskanych wynikow oraz
manuskryptéw prac stanowigcych osiaggni¢cie. Sumaryczny IF dla prac opublikowanych a
wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej wynosi 9,696, plus IF pracy wystanej do redakc;ji
Molecules 4,412.

Do cyklu publikacji wiaczono dodatkowo 30 stron opracowania autorskiego Pani mgr
Anny Lichoty w jezyku polskim. Opracowanie obejmuje nastgpujace rozdziaty: wprowadzenie
wraz z jasno okreslonym celem pracy i hipoteza badawcza, materialy i metodyke badan,
omoéwienie wynikow, szczegolowe ich podsumowanie i wnioski. Cato$é¢ konczy rzeczowo i
zwigzle zredagowane streszczenie catosci uzyskanych wynikéw w jezyku polskim i angielskim.
W opracowaniu autorskim rozprawy doktorskiej zamieszczona jest rowniez lista pozostatych
szesciu prac z dorobku Doktorantki. To prace opublikowane w czasopismach z listy JCR, ktérych
Pani mgr Anna Lichota jest wspdtautorem, podobnie jak 11 komunikatow konferencyjnych o
zasi¢gu miedzynarodowym i 17 komunikatéw o zasiggu krajowym. Sumaryczny IF dla dorobku
Doktorantki niewchodzacego w sktad rozprawy doktorskiej wynosi 28,944,

W ramach dzialanosci naukowej, w latach 2016-2018 Doktorantka uzyskata dotacje
celowa dla mlodych naukowcoéw oraz uczestnikow studow doktoranckich a w roku 2013 brata
udzial jako wykonawca w projekcie dotyczacym badan mechnizméw molekularnych na styku
organizm ludzki patogen — czynniki srodowiska. W latach 2013 -2018 Pani mgr Anna Lichota
odbyla trzy krajowe, staze naukowe (dwa miesigczne i jeden tygodniowy). W roku 2019 i 2021
dziatalno$¢ naukowa Doktorantki zostata uhonorowana dwiema nagrodami I1I° stopnia za cykl
publikacji a w latach 2016-2017, nagrodzone zostaly prezentowane przez nig postery.
Przedstawione oSciagniecia naukowe Pani mgr Anny Lichoty $wiadcza o cigglym i
wszechstronnym pogtebianiu doswiadczenia naukowego.

Doktorantka moze tez poszczyci¢ si¢ osiggnieciami w dziedzinie dzialnosci
popularyzacyjno-naukowej. Pani Mgr Anna Lichota jest cztonkiem dwu towarzystw naukowych,
w sumie brata udziata udziat w szesciu kursach i szkoleniach dotyczgcych najnowszych technik
pomiarowych, w tym Zetasizera, reakcji tancuchowej polimerazy (PCR), Western Blotting,

izolacji DNA oraz testow komdérkowych do minitorowania w czasie rzeczywistym. Stanowi to
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dodatkowy aspekt gromadzenia doswiadczen, ktére s3 wazne w poszerzaniu warsztatu
badawczego i metodologicznego Doktorantki. Pani Mgr Anna Lichota brala udziat w wielu
komitetach organizacyjnych konfrencji naukowych dedykowanych studentom i doktorantom oraz
uczestniczyta w warsztatach i zajgciach interaktywnych popularyzujgcych nauke. Doktorantka
pehni tez wiele funcji w ramach reprezentacji doktorantéw na Uniwersytecie £.odzkim w ramach
dziatanosci spoteczno-organizacyjnej.

Prowadzac swoje badania naukowe, Pani Mgr Anna Lichota podjeta problematyke bardzo
istotng z punktu widzenia nanomedycyny, a mianowicie przeprowadzenie badan dotyczacych
mechanizméw oddziatywania nanoczastek z biatkami. Nanomedycyna odnosi si¢ do
wykorzystania materialéw w nanoskali, do diagnozowania i leczenia chordb. Niektorzy badacze
definiuja nanomedycyng¢ jako obejmujaca wszelkie produkty medyczne wykorzystujace
nanomateriaty mniejsze niz 1000 nanometréw. Inni uzywaja tego terminu w wezszy sposoéb w
odniesieniu do lekow, podawanych na drodze iniekcji, zawierajgcych nanoczastki mniejsze niz
200 nanometréw. Cokolwiek wigkszego moze nie by¢ bezpieczne do podania do krwiobiegu.
System dostarczania lekéw oparty na nanomedycynie ma ogromny wptyw na obszar terapii
celowanej. Dzigki temu sektorowi nanotechnologii leki terapeutyczne mozna przylaczaé do
roznych bionanonos$nikéw, dzigki czemu ich zachowanie farmakologiczne zostaje ulepszone i
prowadzi do wysokiej skutecznodci leczenia. Obecnie najbardziej atrakcyjnymi materiatami w tej
dziedzinie s3 nanomaterialy weglowe, w tym fulereny. Fulereny mozna modyfikowaé w
nieskofczonos¢ i sa szeroko stosowane w terapii fotodynamicznej, terapii genowej oraz
dostarczaniu lekow. Oddziatywanie biatko-fuleren jest jednym z pierwszych probleméw jaki
napotyka nanomedycyna uktadéw biologicznych. Oddziatywanie bialko-fuleren determinuje
bioefektywnos¢ i toksycznos¢ fulerenéw, na co zwraca uwage Doktorantka definiujac cel swojej
pracy, ktérym bylo poznanie i zrozumienie biologicznych skutkow modyfikacji fulerenu do
postaci hydroksylowej pochodne;j jakim jest fulerenol Ceo(OH)s6.

Przechodzac do meritum, rozprawa doktorska Pani mgr Anny Lichoty dotyczy oceny
skutecznosci wnikania rozpuszczalnych w roztworach wodnych nanoczastek fulerenolu
Ce60(OH)36, ich akumulowania si¢ we wnetrzu komorek bez wptywu na ich przezywalnos$é oraz

wykazywnia powinowactwa i oddziatywania z rznigcymi sie¢ strukturalnie biatkami.
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Glowna czegscia, przedstawionej rozprawy doktorskiej, jest zbior czterech, spdjnych
tematycznie, wspotautorskich artykuldéw naukowych. Trzy z zalaczonych prac podlegaty juz
procesowi recenzowania naukowego. Prezentowane prace opisujg kolejne etapy pracy naukowe;j
wykonanej przez Doktorantke, a mianowicie:

1. Charakterystyka wtasciwosci fizykochemicznych fulerenolu Cso(OH)36. Wyniki tych badan
wskazuja, ze nanoczastki fulerenolu tworza nieagregujace, stabilne uktady polidyspersyjne o
$rednicy maksymalnej Srednicy czastek ok 190nm. Zatem stabilny fulerenol C¢o(OH)36 spetnia
kryterium granicy rozmiardw nanoczastki mniej niz 200 nanometrow. W tym punkcie nalezy
podkresli¢, ze Doktorantka deklaruje samodzielno$¢ wykonanych badan w celu
charakterystyki badanego fulerenolu, co swiadczy o dojrzatosci i samodzielnosci naukowe;.

2. Ocena oddziatywania fulerenolu Ceo(OH)3s z albuming osocza krwi cziowieka (HSA) i
dehydrogenaza alkoholowa pochodzaca z Saccharomyces cerevisiae (ADH). Wyniki tych
badan potwiedzily selektywnos¢ badanego fulerenolu, ktory wiagze sie zarowno z biatkiem
HSA jak i ADH oraz wykazuje wyzsze powinowactwo do biatka HSA.

3. Ocena toksycznosci fulerenolu Cso(OH)36 wobec jednojadrzastych komorek krwi obwodowej
cztowieka (PBMCs). Wyniki tych badan wskazujg, ze fulerenol akumuluje si¢ na powierzchni,
jak i we wnetrzu prawidlowych komoérek krwi obwodowej czlowieka bez wptywu na ich
przezywalnosc.

4. Nie wykazano radioprotekcyjnych wilasciwosci fulerenolu Cg(OH)3s w warunkach
prezentowanych w badanich.

Uwazam za godne podkreslenia dwa aspekty prowadzonych badan: ich konsekwencje i

przejrzystosé, dzigki czemu udato si¢ uzyskaé potwierdzenie hipotezy badawczej, ze nanoczgstki

fulerenolu Ceo(OH)36 wnikaja do wngtrza komorek oraz wiazg si¢ z biatkami, wykazujac wysokie

powinowactwo do albuminy osocza cztowieka (HSA).

Wiyniki przeprowadzonych badan nie tylko wnosza nowe informacje na temat dziatania samego
fulerenolu Ceo(OH)3s w obecnosci biatek oraz komorek krwi ale tez sg przyczynkiem dla
zastosowania wysoce hydroksylowanych fulerenoli w zastosowaniach biomedycznych. Uzyskane
przez Doktorantke wyniki sg wartosciowe ze wzgledu na ich aspekt poznawczy i maja ponadto
znaczenie aplikacyjne, mogg by¢ wykorzystane w projektowaniu dalszych fulerenoli.
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Mam kilka uwag i watpliwosci, na ktore natknetam si¢ w opracowaniu autorskim
Doktorantki:
1) Zaréwno w punkcie 4.4., jak i punkcie 6. jest stwierdzenie, cytuje:,, ...Prace doktorska
rozpoczeto od syntezy polihydroksylowanego fulerenolu Ceo(OH)s6...”. Stwierdzenia tego nie
potwierdzaja jednak szczegéty o$wiadczen zarowno wspotautoréw jak i Doktorantki. Cele
szczegolowe pracy juz nie wspominajg o procesie syntezy fulerenolu Cso(OH)36, zatem sam poces

syntezy nie byl przedmiotem pracy, wigc tez nie moze by¢ jej poczatkiem.

2) Opracowanie jest napisane w sposob bardzo zwiezly i rzeczowy. Czyta si¢ je bardzo

dobrze. Nie mam uwag do strony edytorskie;j.

3) Lekki niedosyt powoduje brak w opracowaniu autoorskim szerszej dyskusji i odpowiedzi
na pytanie, ktore sugeruje zdanie znajdujace si¢ w punkcie 4.1., czytuje: ,,...Obecnie istnieje zbyt
matlo informacji na temat mechanizmdéw oddziatywania fulerenoli z biatkami...”

Pytanie moje jest, czy na podstawie wynikéw uzyskanych przez Doktorantke, mozliwe jest

zaproponowanie modelu takiego oddziatywania?

4) Kolejne pytania, nasunety mi si¢ analizujac zdjecia konfokalne prezentowane w pracy nr.2.

Lichota A., Piwonoski 1., Michlewska S., Krokosz A.: A multiparametric study of internalization of
Sfullerenol Ceso(OH)36 nanoparticles into peripheral blood mononuclear cells: cytotoxicity in

oxidative stress induced by ionizing radiation, International Journal of Molecular Sciences,

21(7):2281, 2020.

Pytanie 1: Czy na przyszto$¢ nie wlasciwszym byloby zastosowanie laserow wzbudzenia 380nm
lub nawet 350nm zamiast 405nm? Laser o dtugo$ci wzbudzenia 405nm skutkuje niskim poziomem

sygnatu auofluorescencji fulerenolu.

Pytanie 2: Czy w pomiarach konfokalnych na komoérkach mierzona byta moc lasera na obiektywie

mikroskopu? Zbyt duza dawka $wiatta wzbudzenia lasera destrukcyjnie wptywa na obiekt badania.
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Reasumujgc, rozprawa doktorska Pani mgr Anny Lichoty pt. Wlhasciwosci

fizykochemiczne i biologiczne nanoczastek fulerenolu Cso(OH)s6. stanowi znaczacy wktad w opis
oddziatywan ukfadu fulerenol-biatko i fulerenol-jednojadrzaste komérki krwi obwodowej
cztowieka (PBMCs). Praca wskazuje na szeroka wiedz¢ Doktorantki w zakresie medycyny,
biologii i biochemii oraz umiej¢tno$¢ prowadzenia pracy naukowej, poczawszy od etapu
planowania, poprzez wykonanie zadan badawczych, az do opracowania i interpretacji wynikow.
Rozprawa skiada si¢ z czterech publikacji, z ktorych trzy ukazaly si¢ w renomowanych
czasopismach o zasiggu migdzynarodowym, jest spojna pod wzgledem merytorycznym i
redakcyjnym. Zaprezentowane wyniki moga by¢ podstawg do dalszych dyskusji i badar na temat
dziatania samego fulerenolu Ceo(OH)ss, ale tez wysoce hydroksylowanych fulerenoli stosowanych
w biomedycynie.
Majac na uwadze powyzsze stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska
odpowiada wymogom stawianym pracom doktorskim zgodnie z Ustawg z dnia 14.03.2003r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki
(Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6zniejszymi zmianami).

Zwracam si¢ zatem uprzejmie do Komisji Uniwersytetu Lodzkiego do spraw stopni
naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne z wnioskiem o przyjecie rozprawy i dopuszczenie

Pani mgr Anny Lichoty do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

7
Wroctaw, 17.06.2022 Dr hab. Teresa Kral
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