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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Klaudii Szafran
» Wilasciwosci fizykochemiczne wielosktadnikowych filméw wybranych
substancji bioaktywnych osadzonych na nosniku PET w aspekcie
zastosowan medycznych”

Przedlozona mi ro recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Klaudii
Szafran zostala przygotowana w Katedrze Zjawisk Migdzyfazowych Instytutu
Nauk Chemicznych Wydziatu Chemii Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej
w Lublinie. Rozprawa ma forme liczacej 229 stron monografii, a przedstawione
w niej wyniki badan zostaly juz opublikowane w pigciu obszernych artykutach
w czasopismach o migdzynarodowym obiegu i wysokich wspdtczynnikach
oddziatywania. Rozprawa doktorska dotyczy preparatyki nowych biozgodnych
materialow, ktore moglyby by¢ wykorzystywane jako stenty naczyn
krwionosnych, czy szerzej i bardziej ogolnie, implanty stosowane w rozmaitych
procedurach medycznych. Podstawowym modyfikowanym przez Doktorantke
materialem jest poli(tereftalan etylu) PET, za$ na podiozach wykonanych z tego
materialu osadzane sa trojskladnikowe monowarstwy utworzone z DOPC
(fosfolipid), cyklosporyny (CsA) (lek cytostatyczny) i galusanu laurylu (LG)
(przeciwutleniacz).

Rozprawa doktorska zachowuje tradycyjny podzial na wprowadzajaca
czytelnika w tematyke czg$¢ literaturowa oraz obszerna cze$¢ badawcza
prezentujaca w systematyczny sposob najwazniejsze wyniki przeprowadzonych
eksperymentow.

Na poczatku pracy doktorskiej Autorka okresla cztery glowne cele
przeprowadzonych badan oraz liczne cele czastkowe. Cele gléwne to: 1)
szczegOtowa charakterystyka monowarstw Langmuira utworzonych z DOPC,
CsA i LG, 2) scharakteryzowanie oddziatywan pomig¢dzy tymi czasteczkami w
monowarstwach dwu i trojsktadnikowych, 3) opracowanie technik skutecznego
transferu badanych monowarstw na stale podloza i 4) scharakteryzowanie
wplywu osadzenia monowarstw organicznych na tych podlozach na ich
wlasciwosci fizykochemiczne.

Czgs¢ literaturowa rozpoczyna Doktorantka od omodwienia pojecia
biokompatybilnosci  oraz  analizy = czynnikobw  wplywajacych  na
biokompatybilnos¢. Autorka podkresla fakt, ze to przede wszystkim
powierzchnia biomaterialu ma kontakt z tkanka, a wigc dazac do
optymalizowania biokompatybilnosci nowych materialdw nalezy przede
wszystkim skupi¢ si¢ na modyfikacjach powierzchni, wplywajac w odpowiedni
sposob na chropowato$¢, czy tez hydrofobowos$¢. Autorka zauwaza, ze
nickorzystne oddzialywania implantow na otaczajaca tkanke wynikajg czesto z
korozji tych materialow, czy tez z uwalniania toksycznych molekut
organicznych w przypadku materialdow polimerowych. Dlatego tez, by
zapobiega¢ korozji, czy ogélnie degradacji biomaterialow, czesto pokrywa sie
ich powierzchni¢ ochronnym filmem organicznym. Film taki moze zapobiegac¢
degradacji powierzchni materialu poprzez izolowanie jej od otoczenia,
natomiast odpowiedni dobdr materiatu filmotwoérczego moze jednoczeénie
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zdecydowanie zwiekszy¢ biozgodnos¢ takiego materiatu. Dodatkowo w filmie
organicznym osadzonym na powierzchni biomaterialu mozna umiesci¢
czgsteczki lekow, ktore uwalniane w miejscu zastosowania implantu
przyczyniaja si¢ do uzyskania zaktadanych efektow terapeutycznych. Nast¢pnie
Autorka podaje informacje dotyczace zastosowan PET do produkcji implantow
oraz o problemach zwigzanych z biozgodnoscia tego polimeru. Zwigkszenie
biozgodnosci mozna uzyska¢ osadzajac na powierzchni PET naturalny
polisacharyd chitozan. Jednakze grupy aminowe obecne w czasteczkach
chitozanu sa w warunkach fizjologicznych protonowane i przyjmuja tadunek
dodatni. Gromadzenie si¢ dodatniego adunku na powierzchni biomateriatu
moze przyczyniaé si¢ do powstawania skrzeplin i innych efektow ubocznych.
Dlatego tez wskazane byloby osadzenie chitozanu na powierzchni PET wraz z
innymi biomolekutami niwelujacymi efekty uboczne chitozanu. Takimi
molekutami moglyby by¢ fosfolipidy. jako podstawowe molekuty budujace
blony komorkowe. Z fosfolipidow latwo mozna utworzy¢ monowarstwe
Langmuira i przenie$¢ ja za pomoca techniki Langmuira-Blodgett na
powierzchni¢ badanego materialu. Jezeli taka monowarstwa utworzona jest na
roztworze chitozanu, to nastgpuje adsorpcja tego polimeru do monowarstwy
fosfolipidowej i mozliwy jest transfer zaadsorbowanych czasteczek chitozanu
wraz z fosfolipidem na modyfikowane podloze stale. Autorka zauwaza, ze
fosfolipidy wystepujace w blonach komodrkowych maja najczeséciej w swoich
czasteczkach nienasycone lancuchy weglowodorowe, zas grupa najbardziej
rozpowszechnionych fosfolipidow sa fosfatydylocholiny, stad dobor do badan
fosfatydylocholiny dioleinowej DOPC. W dalszej cze¢sci wstepu literaturowego
autorka zauwaza, ze wszczepiony material jest cialem obcym wzgledem
organizmu i ze czgsto moze dochodzi¢ do odrzucenia takiego implantu. By tego
unikna¢ stosuje si¢ leki cytostatyczne, a jednym z najczesciej stosowanych jest
cyklosporyna A (CsA). CsA jest cyklicznym oligopeptydem, wykazujacym
aktywnos¢ powierzchniowa, trudno rozpuszczalnym w wodzie. Liczne
doniesienia literaturowe wskazuja, ze z samych czgsteczek CsA mozna
utworzy¢ stabilne monowarstwy Langmuira. Korzystajac z tych wlasciwosci
CsA Doktorantka proponuje umieszczenie czgsteczek CsA w  filmie
zwigkszajacym biozgodnos¢ materialow wykonanych z PET. Jednakze
mechanizm dzialania CsA zwigzany jest z wydzielaniem si¢ aktywnych form
tlenu, ktore moga powodowaé peroksydacje DOPC. By temu zapobiec Autorka
proponuje zastosowa¢ w filmach pokrywajacych PET réwniez galusan laurylu.
Zwiazek ten ma silne wilasciwosci przeciwutleniajace, a jako, ze sam tworzy
monowarstwy Langmuira moze by¢é z powodzeniem wykorzystany do
tworzenia powlok na powierzchni biomaterialow. W ten sposob Autorka
doprowadza czytelnika do badanych uktadow, czyli trojsktadnikowych
monowarstw Langmuira utworzonych z DOPC, CsA 1 LG. Do tych
monowarstw z roztworu wodnego adsorbuje si¢ chitozan, a calo$¢ przenoszona
jest na odpowiednie state podtoza.

W dalszej czesci rozprawy (str. 32 — 62) Doktorantka zwigzle opisuje
podstawy teoretyczne zastosowanych technik eksperymentalnych. Najwigksza
czg$¢ rozprawy (str. 62 do 175) zajmuje opis i dyskusja otrzymanych wynikow.
Nalezy tu podkreslié, ze wzajemna proporcja dlugosci czesci literaturowej i
eksperymentalnej wynosi mniej wigcej 1:2 i zdaniem recenzenta jest to
rozsadna proporcja.
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Czg¢s¢ eksperymentalna rozpoczyna si¢ od szczegolowej charakterystyki
jedno, dwu i trgjsktadnikowych monowarstw Langmuira utworzonych przez
badane czasteczki, czyli: DOPC, CsA i LG. Monowarstwy tworzono na wodzie
Jak i na wodnym roztworze chitozanu. Poniewaz chitozan dobrze rozpuszcza
si¢ w Srodowisku kwasnym konieczny byl niewielki dodatek (0,1%) kwasu
octowego. Dlatego tez, by rozrozni¢, co jest wptywem kwasu octowego, a co
chitozanu, monowarstwy badano rowniez na 0,1% roztworze kwasu octowego,
czyli w sumie do badan zastosowano trzy subfazy: woda ultraczysta, 0,1%
roztwor kwasu octowego oraz roztwor chitozanu o stezeniu 0,1 mg/ml
przygotowany na bazie 0,1% roztworu kwasu octowego. Dla monowarstw
utworzonych na tych subfazach rejestrowano izotermy ci$nienia
powierzchniowego (m) — w funkcji sredniej powierzchni czasteczkowej (A). Z
przebiegu izoterm obliczano modut $cisliwosci, Cs™, po czym wykreslano
krzywe Cs'-m i dyskutowano elastycznos$é¢ uzyskanych monowarstw i ich stan
fizyczny. Fakt, ze wszystkie trzy skladniki badanych monowarstw tworza
stabilne monowarstwy Langmuira pozwolil na przeprowadzenie analizy
termodynamicznej i wyznaczenie dwuwymiarowych nadmiarowych funkcji
mieszania, czyli nadmiarowej powierzchni czasteczkowej Ag i nadmiarowe;j
energii mieszania Gibbsa AGg. Wykreslenie zaleznosci tych funkcji od sktadu
mieszanych monowarstw pozwolilo na dyskusje wzajemnych oddzialywan
pomig¢dzy czasteczkami w badanych ukladach. Ponadto stosujac metode
drgajagcej elektrody Kelvina Doktorantka wyznaczyla izotermy potencjalu
powierzchniowego podczas kompresji badanych monowarstw (krzywe AV-A),
a korzystajac z modelu Helmholtza wyznaczyla rowniez tak zwany efektywny
moment dipolowy. Analiza potencjalu powierzchniowego pozwolita na
bardziej zaawansowang dyskusje zmian konformacji badanych czasteczek i ich
wzajemnej orientacji podczas kompresji monowarstw. Wyniki te zostaly
opublikowane w postaci dwoch artykulow w prestizowych czasopismach
(Langmuir 37 (2021) 5601-5616 i Colloids Surfaces A 652 (2022) 129843).

Kolejne rozdzialy rozprawy prezentuja wyniki eksperymentéw
zwigzanych z przenoszeniem monowarstw na podloza stale i optymalizacja tego
procesu. Ten c¢ykl tematyczny rozpoczyna omoéwienie wynikow
eksperymentéw dotyczacych stabilnosci badanych monowarstw. Dyskutowana
jest ewolucja ci$nienia powierzchniowego w czasie przy ustalonej powierzchni
czasteczkowej jak 1 eksperymenty odwrotne — ewolucja powierzchni
czasteczkowej w czasie przy ustalonej wartosci ci$nienia powierzchniowego.
Ponadto stabilno$¢ monowarstw byla badana dynamicznie podczas rejestracji
izoterm m-A w cyklach kompresji/ekspansji. Przeprowadzone eksperymenty
pozwolily ustali¢ optymalne warunki transferu monowarstw na podtoza stale za
pomoca techniki Langmuira-Blodgett (LB). Monowarstwy byly przenoszone na
podtoze PET (niemodyfikowane, i modyfikowane plazma powietrzna), co byto
glownym celem podjetych badan oraz na mike i zloto (szklo napylone zlotem
oraz elektrody ztote do mikrowagi kwarcowej). Podczas przenoszenia
monowarstw za pomoca techniki LB dla kazdego z zastosowanych podiozy
wyznaczono wspolezynnik przeniesienia (TR) i przedyskutowano jego wartos¢.
W dyskusji Doktorantka skupita si¢ przede wszystkim na przypadkach, gdy TR
wyraznie przekracza 1, argumentujac, ze w takich przypadkach w zwigzku z
oddzialywaniem czasteczek tworzacych monowarstwe z podlozem stalym
dochodzi do wzrostu uporzadkowania czasteczek i $cislejszego ich upakowania
w plaszczyznie monowarstwy niz na granicy faz woda/powietrze.
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Wspoélezynniki TR byly wyznaczane przy zastosowaniu programu do obstugi
wagi Langmuira, natomiast zastosowanie mikrowagi kwarcowej pozwolito na
niezalezne wyznaczenie stopnia pokrycia powierzchni elektrody zlotej i
skonfrontowanie uzyskanych wartosci ze wspolczynnikami TR. Jako$é
pokrycia elektrod zlotych byla nastepnie weryfikowana za pomoca
woltamperometrii cyklicznej dla reakcji utleniania heksacyjanozelazianu(Il)
potasu do heksacyjanozelazianu(IIl) potasu. Doktorantka wykazala, ze pokrycie
elektrody zlotej badanymi monowarstwami wyraznie zmniejsza dostgpnosé
powierzchni elektrody dla jondw, co pozwolilo wyciggna¢ wniosek o dosyé
scistym pokryciu elektrod, chociaz nieliczne defekty w tym pokryciu umozliwia
ostatecznie dostep jonoéw do elektrody.

Duzo wysitku i uwagi poswigcila Doktorantka charakterystyce warstw
LB osadzonych na statych podlozach, jako, ze dopiero te uktady mozna uzna¢
za prawdziwy” modyfikowany biomaterial. Dwie glowne techniki
zastosowane do charakteryzowania otrzymanych materialow to mikroskopia sit
atomowych (AFM) oraz spektrometria mas jonéw wtérnych z analizatorem
czasu przelotu (TOF-SIMS). Badania wykonane za pomocg techniki AFM dla
podlozy PET modyfikowanych plazma powietrzng wykazaly znaczng
chropowatos¢ powierzchni tych materialdw oraz tworzenie si¢ nanodomen
niezaleznie od skladu przenoszonych monowarstw. Natomiast w przypadku
transferu badanych warstw na mike otrzymane warstwy LB byly praktycznie
atomowo gladkie i nie zaobserwowano w nich wspomnianych domen. Znaczna
gladko$¢ monowarstw zaobserwowano réwniez dla podtozy ztotych, chociaz
tutaj obserwacje utrudnialy charakterystyczne dla tego podioza uskoki. Duzo
wysitku poswigcila Doktorantka charakterystyce otrzymanych materialéw za
pomoca techniki spektrometrii mas TOF-SIMS. Technika AFM umozliwia
wizualizacj¢ powierzchni podlozy stalych przed i po wyniesieniu na nie
monowarstw LB. Otrzymuje si¢ informacje o jakosci pokrycia podloza: o
homogenicznosci pokrycia, wystepowaniu defektow, czy agregatow. AFM nie
daje jednak informacji o tym, jaki materiat zostal przeniesiony na powierzchnie.
To, ze na granicy faz woda/powietrze mamy trojsktadnikowa monowarstwe o
konkretnej proporcji DOPC, CsA i LG wecale nie oznacza, ze po transferze
technikg LB na podloze stale wszystkie te czgsteczki zostang przeniesione i Ze
zostanie zachowana ich wzajemna proporcja. Zastosowanie techniki TOF-
SIMS pozwolito w pierwszej kolejnosci potwierdzi¢ obecno$¢ wszystkich
trzech molekul na powierzchni podloza PET w przypadku transferu
monowarstwy trojsktadnikowej zbudowanej z DOPC, CsA i LG. Doktadna
analiza pikow fragmentacyjnych pozwolita rowniez dowiesé, ze czasteczki LG
lokuja si¢ na stalym podlozu w poblizu czasteczek DOPC, o co dokladnie
chodzito Doktorantce. LG jako przeciwutleniacz powinien organizowac si¢ w
poblizu czasteczek DOPC, by chroni¢ wigzania podwojne przed peroksydacja
zwigzang z aktywnymi formami tlenu generowanymi przez obecng w
biomateriale cyklosporyng. Dokladna analiza fragmentacji CsA pozwolila z
kolei wyciagna¢ wniosek, ze czasteczki DOPC i LG tworza wystarczajaco
hydrofobowe §rodowisko dla cyklosporyny, co umozliwia przyjecie przez nig
korzystnej terapeutycznie konformacji zamknietej. Wyniki tych badan zostaty
opublikowane w dwdch obszernych artykulach: Pharmaceutics, 14 (2022) 2815
i J. Phys. Chem. B 126 (2022) 6936-6947.

Ostatnia rowniez dosy¢ obszerna cz¢$¢é rozprawy doktorskiej dotyczy
badania catkowitej swobodnej energii powierzchniowej otrzymanych
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biomaterialow. Wielu uczonych twierdzi, ze rozmaite niekorzystne cechy
polimeru PET jako materiatu do produkcji implantéw wynikaja ze zbyt niskiej
energii powierzchniowej. Jezeli wige stosowana obrobka polimeru i pozniejsze
jego pokrycie filmem organicznym skutkowalyby zwigkszeniem energii
powierzchniowej, to bytoby to z korzyscia dla potencjalnych zastosowan. Dla
wyprodukowanych przez siebie biomateriatow Doktorantka mierzyla wartosci
katow zwilzania z zastosowaniem trzech cieczy testowych: wody ultraczystej,
formamidu i dijodometanu. Badania te pozwolily wyznaczyé skladowe
catkowitej swobodnej energii powierzchniowej badanych biomaterialéw oraz
dowies¢, ze obrobka PET za pomoca plazmy powietrznej oraz pdzniejsze
pokrycie tego materiatu tréjsktadnikowa monowarstwa organiczna zwigksza
catkowitg swobodna energi¢ powierzchniowa badanych materialéw. Omawiane
wyniki zostaly opisane w dwoch artykulach: Pharmaceutics, 14 (2022) 2815
oraz w pracy begdacej w recenzji w czasopismie Molecules.

Rozprawa doktorska Pani mgr Klaudii Szafran jest przygotowana
bardzo starannie. Czytajac ten bardzo diugi przeciez manuskrypt nie natkngltem
si¢ na zadne razace literowki, czy tez bledy stylistyczne. Rysunki, schematy i
tabele w pracy sg rowniez bardzo starannie przygotowane. Natomiast czytajac
liczacy 229 stron manuskrypt natknatem si¢ na kilka watpliwych stwierdzen czy
interpretacji, z ktorymi bym polemizowal. Kwestie te omawiam w osobnym
podrozdziale recenzji. Moje uwagi krytyczne w zadnym stopniu nie umniejszaja
wartosci recenzowanej rozprawy, natomiast mogg by¢ punktem wyjscia do
dyskusji podczas publicznej obrony doktoratu.

Uwagi, sugestie i pytania recenzenta

Zdecydowanie nie podoba mi si¢ zastosowanie programu Spartan do
generowania podstawowych rysunkow (rys. 2, rys. 4, rys. 6, rys. 21, rys. 35,
rys. 36). Spartan jest rozbudowanym programem umozliwiajgcym obliczenia
kwantowo-mechaniczne, czy chociazby optymalizacje geometrii czasteczek.
Jednakze w cytowanych rysunkach wcale nie o to chodzi, sa one jedynie
przedstawieniem wzoréw strukturalnych w postaci reprezentacji ,,stick and
balls”. Rysunki te moze wygladaja atrakcyjnie, ale wcale nie ulatwiajg
czytelnikowi zobaczenia i zrozumienia struktury omawianych zwigzkow
organicznych. O ile jeszcze przedstawiony na rys. 2 mer PET jest czytelny, to
juz struktura cyklosporyny przedstawiona na Rys. 4 jest zupelnie nieczytelna
(do czego wroce jeszcze za chwilg). Nie rozumiem co przedstawia schemat na
Rys. 21 wykonany réwniez za pomocg programu Spartan. Czg$¢ A ilustruje
CsA na subfazie zawierajacej kwas octowy. Moim zdaniem dwie struktury
rozdzielone strzalka sa identyczne, podobnie nieczytelna jest cze$¢ b tego
rysunku. Podobnie nie jestem entuzjasta rysunkdéw 35 i 36, cho¢ zdaje sobie
sprawg, ze skoro pojawiaja si¢ one w publikacji w czasopi$mie Langmuir, to
przeszty proces recenzji i zostaly zaakceptowane przez recenzentow.
Zestawienie kolo siebie czasteczek DOPC, LG i CsA narysowanych w
reprezentacji ..stick and balls™ i zaznaczenie przerywanymi liniami pewnych
obszarow oddzialywan moze sugerowa¢, ze struktury te zostaly wspolnie
zoptymalizowane w jakim$ polu silowym i ze proponowane oddzialywania
wynikaja z jakis obliczen, a tak nie jest.
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Rysunek 8 rowniez wykonany za pomocg programu Spartan
przedstawia wzory strukturalne DPPC i DOPC (tym razem wzory kreskowe).
Zdaniem recenzenta rysunek ten powinien by¢ przygotowany inaczej, a wzor
DPPC jest po prostu koslawy. Skoro badane sa monowarstwy Langmuira to
dobrze byloby narysowac obie czasteczki pionowo. Lancuchy weglowodorowe
w czasteczce DPPC powinny by¢ narysowane w konformacji all-trans,
natomiast we wzorze DOPC wigzania podwdjne powinny zachowywac
geometri¢ cis, przez co lancuchy powinny by¢ wyraznie wygiete. Ogolnie
czasteczka DOPC powinna by¢ ilustrowana tak jak na rys. 1 w publikacji
Pharmaceutics, 14 (2022) 2815.

Cyklosporyna

Jak juz wspomnialem struktura cyklosporyny przedstawiona na rys. 4
jest zupelnie nieczytelna. Bardzo dobrze natomiast jest zilustrowana w
publikacji J. Thermal. Anal. Calorimetry 138 (2019) 4513-4521, i szkoda, ze
Autorka nie przeniosla tego rysunku do rozprawy. Moim zdaniem w rozdziale
dotyczacym cyklosporyny ogdlnie brakuje informacji o jej strukturze: o
sktadzie aminokwasowym, sekwencji i wynikajacych z nich wlasciwos$ciach
fizycznych. CsA tworzy monowarstwy Langmuira, co nie jest wlasciwoscia
kazdego cyklicznego oligopeptydu. Z czego wynika aktywnos¢
powierzchniowa CsA?.
Na stronie 94 mozna znalez¢ nast¢pujace zdanie: ,.Co wigcej, aminokwas
MeBmt-1 jest eksponowany ponad pozostalg czg¢scig czasteczki CsA, i moze
penetrowac blong w glab [223].”. Pokazuje ono jak bardzo brakuje omdwienia
struktury CsA. Po pierwsze mamy nietypowe, niebialkowe aminokwasy, poza
tym ich specyficzna struktura i wzajemne rozmieszczenie nadaje czasteczce
CsA wilasciwosci amfifilowe.

Str 32.

.Pierwsze substancje amfifilowe stosowane jako monowarstwy Langmuira
mialy dlugie lancuchy alkilowe. Byly to kwasy tluszczowe i fosfolipidy.
Wigkszo$¢ tych substancji w temperaturze pokojowej wystepuje w stanie
statym. Po wprowadzeniu do cieczy ich czgsteczki tworzg struktury koloidalne,
w postaci micel i liposomow.”

Trzeba zauwazy¢, ze jedna z .ulubionych™ substancji badanych przez
Langmuira i innych pionierow badan monowarstw byl kwas oleinowy, ktory
nie wyst¢puje w stanie stalym w temperaturze pokojowej. Poza tym zdanie ,.po
wprowadzeniu do cieczy ich czasteczki tworza struktury koloidalne, w postaci
micel i liposomow™ jest nieprecyzyjne i bledne. Po pierwsza do jakiej cieczy?
Wprowadzenie kwasow tluszczowych i fosfolipidow do cieczy niepolarnej (np.
heksan, czy chloroform) powoduje powstanie prawidlowych roztwordw.
Chodzito, wigc zapewne o wodg. Jednakze bezposrednie wprowadzenie
dhugotancuchowych kwaséw tlhuszczowych, czy fosfolipidow do wody i
pdzniejsze wytrzasanie takiego ukladu nie prowadzi do powstania micel, czy
liposomow, tylko emulsji oleju w wodzie. Omawiane czasteczki nie tworza
micel, bo si¢ praktycznie nie rozpuszczaja, czyli nie ma mowy o przekroczeniu
cme. Nie tworza tez liposomow, bo tu potrzebna jest bardziej skomplikowana
procedura — np. hydratacja suchego filmu lipidowego.
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Str 32.

»Monowarstwa Langmuira tworzy si¢, gdy substancje amfifilowe zostang
umieszczone na granicy faz z roztworu przygotowanego w lotnym
rozpuszczalniku niemieszajacym si¢ z wodg.”

Nie wystarczy, by rozpuszczalnik organiczny nie mieszal sie z woda. Konieczne
jest réwniez spetnienie warunku zwilzania cieczy cieczg, czyli spreadingu.
Przykladowo n-heksan i n-heptan nadaja si¢ do tworzenia monowarstw
Langmuira, natomiast n-oktan i dtuzsze alkany juz nie, bo po nakropieniu nie
rozprzestrzeniaja si¢ po powierzchni wody.

Str. 34, rys. 10.

Schemat nie oddaje precyzyjnie idei stanow fizycznych monowarstwy
Langmuira, poniewaz wynika z niego, ze stany G, LE, LC i S r6znig sie tylko
odlegloscia pomigdzy czasteczkami, natomiast konformacja lancucha
weglowodorowego i jego orientacja wzglgdem plaszczyzny monowarstwy, czy
tez normalnej do monowarstwy, nie ulega zmianie podczas kompresji.
Podobnie nie do korica prawidlowy jest przedstawiony pod schematem opis
poszczegdlnych faz, poniewaz kompletnie nie uwzglednia zmian konformacji
taficucha weglowodorowego i zmian orientacji osi glownej czasteczek podczas
spr¢zania monowarstwy.

Opis stanu stalego:

.stalg (z ang. condensed, C), w ktorej monowarstwa wykazuje najwicksze
upakowanie czasteczek, przyjmujac faze odpowiadajacga dwuwymiarowemu
krysztalowi.” jest bledny.

Dla wielu nasyconych surfaktantow periodyczne upakowanie lancuchéw
weglowodorowych pojawia si¢ juz w stanie LC, z kolei zdarza si¢ rowniez, ze
stan S jest amorficzny.

Str. 39

Opis zjawisk lezacych u podstaw mikroskopii kata Brewstera jest
nieprecyzyjny. Brakuje definicji kata Brewstera — zardwno omodwienia, co
dzieje si¢, gdy wiazka niespolaryzowana pada na granic¢ faz pod katem
Brewstera, jak i wzoru laczacego wspolczynniki zalamania $wiatla z katem
Brewstera.

..W powyzszych warunkach odbicie $wiatta od powierzchni fazy cieklej nie
wystepuje.”

Ostatecznie promien odbity ma zerowa intensywnosc¢., co dzieje sie na skutek
ponownej polaryzacji, czyli tzw. efektu skrzyzowanych polaryzatorow.

..Po naniesieniu roztworu badanej substancji na faze no$ng i utworzeniu
cienkiego filmu czg¢s¢ promieniowania padajacego ulega odbiciu w wyniku
zmiany wspolczynnika refrakcji przy jednoczesnym braku zmiany (lub zmiany
w niewielkim stopniu) wartosci kata Brewstera™

Monowarstwa modyfikuje wspolezynnik zatamania $wiatla subfazy na, a wige
sila rzeczy modyfikuje kat Brewstera 6, jako, Ze tg0 = na/n;. Podczas kompresji
obserwujemy obraz, poniewaz realnie zmienia si¢ kat 6, a na urzadzeniu
ustawiony jest w stalej pozycji, typowej dla wody, czyli 53.2 °.

.Swiatlo odbite kierowane jest do kamery i na ekran monitora.”

Swiatlo z mikroskopu nie jest kierowane na ekran monitora — po wzmocnieniu
w matrycy ccd impuls elektryczny jest odbierany przez interfejs, a odpowiedni
program przeksztalca ten impuls na obraz widoczny na monitorze.
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Str. 63

. T'echnika Langmuira umozliwia utworzenie jednowarstwowego modelu bton
biologicznych — monowarstwy, ktorej wihasciwosci, takie jak upakowanie
czasteczek, Scisliwosé i stan fizyczny, sg podobne do dwuwarstwy o takim
samym skladzie [218-220].”

Wielu autoréw dodatoby jeszcze do tego zdania przed nawiasem kwadratowym:
i przy ci$nieniu powierzchniowym okoto 30 mN/m.

Przy mniejszych (lub ewentualnie wyraznie wigkszych) wartosciach cisnienia
powierzchniowego wymienione w cytowanym zdaniu wielkosci fizyczne sa
wyraznie rozne dla monowarstw i dwuwarstw.

Str 94

.Natomiast, w §rodowisku hydrofobowym o niskiej statej dielektrycznej, takim
jak tancuchy weglowodorowe (DOPC i/lub LG), zaktada sig, ze czasteczka CsA
ma strukturg krystaliczng [249. 250].”

Sformulowanie nieprawidlowe. Co znaczy ma strukture krystaliczng? Takg jak
w krysztale? Tylko w zaleznosci od tego, czy CsA jest krystalizowana z cieczy
polarnej czy tez niepolarnej w krysztale utrwalona bedzie albo konformacja
zamknigta albo otwarta. Wydaje si¢, ze w cytowanym fragmencie nalezato
konsekwentnie pisa¢ o konformacji zamknigtej/otwartej.

Str. 95

~Podczas sprezania monowarstwy pierscienie zblizaja si¢ do siebie, tworzac
sztywng monowarstwe, na co wskazuje zwigkszony modul $cisliwosci
(Rysunek 19, Tabela 6 [231]).”

Co autorka rozumie poprzez sformulowanie ..sztywna monowarstwa™? w
szczegolnosci w odniesieniu do monowarstwy CsA. Jak wida¢ na cytowanym
tu rysunku 19 maksymalna warto$¢ modutu $cisliwosci dla monowarstwy CsA
wynosi okolo 70 mN/m, a wigc monowarstwa pozostaje podczas calej
kompresji w stanie LE, czyli raczej nie jest ,,sztywna”. Podobnie w obrazach
BAM nie zaobserwowano zadnych domen skondensowanych dla CsA.

Str. 112

.Izotermy sprezania i rozpr¢zania przy wartosci m0= 10 mN m-1 wszystkich
badanych monowarstw otrzymanych na granicy faz ciecz/powietrze pokrywaja
si¢ praktycznie catkowicie.”

Przy zastosowanej skali osi X od 0 do 1000 A%/czasteczke podobny wniosek
mozna by wyciggna¢ dla kazdej monowarstwy Langmuira niezaleznie od
materiatu, z ktérego ja utworzono. Przy tak dobranej skali czytelnik nie ma
szans zaobserwowa¢ petli histerezy w izotermach sprezania/rozprezania.
Przygotowujac te wykresu nalezalo zdecydowanie inaczej pogrupowaé
izotermy — np. Panel 1 CsA na wszystkich badanych subfazach, Panel 2 LG na
wszystkich badanych subfazach, itd. Doprowadziloby to do rysunku
skladajacego si¢ z 7 paneli, na ktérych potencjalne petle histerezy bylyby
widoczne dla czytelnika.
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W badaniach histerez (izotermy spre¢zania/rozprezania) przeprowadza sie
zwykle kilka nastgpujacych po sobie cykli sprezania/rozprezania. Daje to duzo
wigcej informacji o badanej monowarstwie, a przede wszystkim pozwala sig
zorientowac, czy material monowarstwy jest tracony (rozpuszczanie w
subfazie, tworzenie trojwymiarowych agregatow), czy tez nie.

Str. 144

»Dodatkowo mozna stwierdzi¢, ze CsA nie tworzy typowych wiazan
chemicznych z czasteczkami DOPC ani LG w monowarstwach
trojskladnikowych.”

Co to sa ,,typowe wigzania chemiczne™? Czy chodzi o wigzania kowalencyjne?
Dlaczego CsA i DOPC, czy CsA i LG mialyby tworzy¢ takie wiazania?

Str. 171

.Przeprowadzone w ramach doktoratu badania zwilzalnosci dowiodly, ze
zardwno czasteczki DOPC, jak i LG nie moga tworzy¢ $cisle upakowanych
monowarstw, poniewaz sg nachylone w stosunku do aktywowanej powierzchni
polimeru.”

Jest to przyktadowy cytat, poniewaz ta kwestia pojawia si¢ w wielu miejscach
rozprawy. Brakuje mi jednak oceny Autorki, czy to dobrze, czy zle? Czy
chcemy na biomateriale mie¢ warstwe mniej lub bardziej upakowana? Bo
przeciez zalezy to od eksperymentatora i od doboru lipidow.

Ocena osiagni¢é naukowych doktorantki

Zgodnie z przedstawionym na koncu rozprawy wykazem Pani mgr
Klaudia Szafran jest wspotautorka 15 publikacji naukowych, z czego 9 ukazato
si¢ w indeksowanych czasopismach o migdzynarodowym obiegu. Zgodnie z
wykazem praca doktorska oparta jest na 11 wspotautorskich publikacjach, z
czego olbrzymia wigkszos¢ wynikow przedstawiona jest w pigciu artykutach:
Langmuir 37 (2021) 5601-5616, J. Phys. Chem. B 126 (2022) 6936-6947,
Colloids Surfaces A 652 (2022) 129843, Pharmaceutics, 14 (2022) 2815 i praca
wystana do Molecules. Sumaryczny wspoélczynnik oddzialywania IF tych
pigciu prac to 24.8, co daje $rednio 4.95 na jedna prace i jest wynikiem bardzo
dobrym. Sumaryczny IF wszystkich prac, w ktorych Pani mgr Klaudia Szafran
jest wspolautorem wynosi okolo 48, co jest wynikiem wybitnym biorac pod
uwage oceniany etap kariery naukowej. Doktorantka jest rowniez wspdlautorka
pracy przegladowej opublikowanej w prestizowym czasopismie Advances in
Colloid and Interface Science o wspodlczynniki IF 15,19 i 200 punktach
ministerialnych. Doktorantka jest rowniez wspotautorkg pigciu rozdziatlow w
monografiach naukowych. Pani mgr Klaudia Szafran aktywnie uczestniczyla w
licznych migdzynarodowych i krajowych konferencjach naukowych, zaréwno
przedstawiajac wystapienia ustne jak i postery. Podczas studiow doktoranckich
odbyla pétroczny staz naukowy w Katedrze Chemii Fizycznej Uniwersytetu w
Saragossie. Ponadto Pani mgr Klaudia Szafran odznaczala si¢ znaczng
aktywnoscig organizacyjna w ramach macierzystej uczelni.
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Podsumowanie
UNIWERSYTET

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr Klaudii Szafran  JAGIELLONSKI

spetnia wszystkie wymogi formalne stawiane rozprawom doktorskim zgodnie W KRAKOWIE

z ustawg z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z (Dz. )

U. 2018, poz. 1668 z p6zn. zm.). Wnioskuj¢ zatem do Rady Naukowej Instytutu

Nauk Chemicznych UMCS o dopuszczenie mgr Klaudii Szafran do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie biorac pod uwage wysoki poziom niniejszej rozprawy oraz
wybitny dorobek naukowy Doktorantki, scharakteryzowany przeze mnie
szczegotowo w niniejszej recenzji, wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu
Nauk Chemicznych UMCS o wyrdznienie recenzowanej rozprawy doktorskiej
mgr Klaudii Szafran. Wydziat Chemii

ul. Gronostajowa 2
30-387 Krakow

tel. +48 12 686 26 00
fax +48 12 686 27 50
sekretar@chemia.uj.edu.pl
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