“[ CENTRUM MATERIALOW POLIMEROWYCH | WEGLOWYCH
MP N POLSKIEJ AKADEMII NAUK
PAN ul. Marii Curie-Sktodowskiej 34, 41-819 Zabrze

Prof. dr hab. Andrzej Dworak Zabrze, 26 sierpnia 2015

Recenzja

Rozprawy doktorskiej mgr Justyny Ciejki , Polimerowe adsorbenty wiruséw
wywolujacych choroby uktadu oddechowego”

Celem, jaki postawila sobie Autorka, bylo przebadanie oddzialywan kilku jonowych polimeréw
z wybranymi wirusami, wywotujgcymi choroby uktadu oddechowego: wirusami grypy, zapalenia pluc,
rinowirusami i koronawirusami.

Materialy polimerowe, ktére bada Autorka, to przede wszystkim syntetyczne polimery oparte na
pochodnych polialliloaminy i poli{atkoholu winylowego), pochodne naturalnych potisacharydéw, przede
wszystkim chitozanu i karagenanéw. Polimery te zaopatrzone s w nosnik fadunku, decydujacy o ich
oddziatywaniu z wirusami.

Cel, jaki postawita sobie Autorka, jest niewatpliwie wazny, a wyniki prac mogg mie¢ znaczenie
aplikacyjne. Badane przez Autorke wirusy grypy, zapalenia piuc, rinowirusy i koronawirusy sa #zrédtami
zawsze dokuczliwych, czestych i czesto niebezpiecznych choréb ukladu oddechowego. Asortyment
dostepnych lekéw antywirusowych jest ograniczony, takze dlatego, ze wirusy, proste w swojej budowie,
tatwo mutujg przeksztatcajac sie w formy odporne na stosowane leki. Polimerowe érodki lecznicze
mogq sig przyczyni¢ do rozwigzania wielu probleméw pojawiajacych sie w leczeniu schorzen
wywotanych przez wirusy, co skutecznie pokazuje Autorka. W kodicu podkredli¢ nalezy, ze w swoich
pracach Autorka wykorzystala w wigkszosci materialy polimerowe, ktérych synteza zostata wczedniej
opracowana w zespole prof. Nowakowskiej, co znacznie ufatwilo rozwigzanie postawionego przez
Autorke zadania badawczego.

W czgsci, nazwanej wstepem teoretycznym, Autorka opisuje badane wirusy i sposéb ich oddziatywania
z komérky gospodarza. W zwiezly, zrozumialy sposéb opisuje strukture wiruséw: wirusa grypy,
metapneumowirusa, rinowirusa i koronawirusa. Dalej opisuje koniugaty polimeréw z antywirusowymi
zwigzkami niskoczgsteczkowymi, wskazujac na ograniczenia takich koniugatéw w terapii, hiopolimery o
dziataniu antywirusowym, polisacharydy z grupami siarczanowymi (karagenany), i wreszcie znane
syntetyczne polimery dziafajgce przeciwwirusowo. Tam, gdzie to mozliwe, Autorka opisuje mechanizm
dziatania antywirusowego makroczasteczek.
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W ostatnich rozdziatach ,wstepu teoretycznego” Autorka omawia mikroczastki: sposéb ich syntezy
i pokrywania warstwg biologicznie aktywna, a takze dyskutuje zagadnienia zwigzane z hydrozelami

0 znaczeniu antywirusowym.

Podkresli¢ nalezy z uznaniem, ze po oméwieniu kazdego 2 tych zagadniert Autorka krétko wskazuje,
wyprzedzajgc niejako tok wywodu, do czego oméwione zagadnienia zostaly wykorzystane w dalszej,
wtasnej pracy Autorki. Ten niestety niezbyt powszechny zabieg znakomicie pomaga w lekturze

i zrozumieniu pracy.

Wstep teoretyczny zawiera elementy, niezbedne dla $ledzenia i uzasadnienia toku badari Autorki. Jest
zwigzly i jasno napisany. Wynika z niego jasno cel i potrzeba badait wtasnych, opisanych dalej.

Cze$¢ doswiadczalna ogranicza sie w zasadzie do spisu stosowanych odczynnikéw i materiaiéw,
wykazu niektérych instrumentow i opisu tych eksperymentéw biochemicznych, ktére Autorka uznata za
wspdline dla prowadzonych badan. Nie ma tam ,czeéci chemicznej”, opisujacej syntezy polimeréow
i malych czastek. Te dane zawarte sg kazdorazowo w rozdziatach, opisujacych bardziej szczegStowo
wyniki. Autor niniejszej recenzji uwaza, ze taki uktad, cho¢ nietypowy, jest wiasciwy i ulatwia lekture
pracy: specyficzne eksperymenty s3 opisane tam, gdzie analizowane sg ich wyniki. Utatwia to
zrozumienie dos¢ obszernej i multidyscyplinarnej pracy.

Pierwsza grupg polimeréw, ktérych dziatanie antywirusowe bada Autorka, to pochodne polialliloaminy,
w ktorych dodatni fadunek jonu amoniowego zastgpiono ujemnym fadunkiem grup sulfonowych.
Autorka podaje metody otrzymywania i dowdd struktury polimeréw (choé¢ mozna tu sobie wyobrazié
petniejszy opis).

Wyjéciowe polimery, pofialliloaminy, sa wysoko toksyczne w stosunku do badanych linii komérkowych.
Sulfonowanie zdecydowanie zwigkszylo tolerancje nadanych %omérek na obecno$é tak
zmodyfikowanych polimerdw, otwierajac tym samym droge do daiszych badaf.

Autorka wykazata antywirusowa aktywno$¢ otrzymanych sulfonowanych polimeréw, stwierdzajac,
Ze jest ona znaczna, zaréwno in vitro, jak i ex vivo, zalezna od masy molowej polimeru i stopnia
sulfonowania. Badane materialy przewyiszaja karagenany takie w tym, ze nie tworza z jonami Ca i Mg
zeli trudnych w stosowaniu terapeutycznym.

Ciekawe s3 wyniki badari mechanizmu antywirusowego dziatania badanych polimeréw. Analiza danych
sklania Autork¢ do sformutowania tezy, ze antywirusowe dziatanie badanych sulfonowanych polimeréw
polega na blokowaniu uwalniania nowych czgstek wirusowych po wniknieciu wirusa do komérki.

Autorka stwierdza takie ~ co wazne — ze spektrum dziatania antywirusowego badanych sulfonowanych
pochodnych jest dos¢ szerokie.

W kolejnym, pigtym rozdziale pracy Autorka poszukuje polimerowych érodkéw przeciwko koronawirusom.
Wybiera dwie pochodne chitozanu, obie niosace dodatni fadunek grupy amoniowej, z ktérych jeden jest
modyfikowany hydrofobowo przez podstawienie dtugim faricuchem alifatycznym, a takze bada pochodna
poliatkohoiu winylowego i poli{chlorowodorek alliloaminy). Stwierdza, ze znaczng antywirusowa akiywnosé




wykazuja pochodne chitozanu. Co wiecej, mechanizm ich dziatania polega na uniemoiliwieniu penetracii
wirusa do komorki gospodarza, co pozwala mysleé ¢ wziewnym stosowaniu takich lekéw.

Autorowi recenzji trudno bylo jednak w tym punkcie ustali¢ wktad doktorantki w uzyskanie wynikow,
pisze ona bowiem, ie polimery otrzymata z Zespotu Nanotechnologii Polimerdw i Biomateriatow
Wydziatu Chemii Uj, a badania biologiczne zostaly wykonane przez mgr Zalewska w Zakiadzie
Mikrobiologii tej uczelni.

Dalsze czeéci pracy Autorka poswigca otrzymaniu i badaniu wiasciwosci, w tym oddzialywan z wirusami,
nano- i mikroczastek pokrytych warstwami wczedniej zbadanych przez Autorke bioakitywnych
polimeréw.

W tej czedci kierujg Autorka nie tylko potrzeby opracowania $rodka antywirusowego, ale takie dos¢
oczywista perspektywa, Ze takie uklady znalei¢ mogg zastosowanie do izolacii i oczyszczania

wiruséw, procedur o istotnym znaczeniu w opracowaniu lekow.

Nanoczgstki ziota i srebra otrzymuje sie powszechnie w procesie redukcji, takie w reakcji rozpuszczalnych
zwigzkow tych metali z polimerami, zawierajgcymi grupy aminowe. Stad tez nasunefa sie moiliwos$é
wykorzystania chitozanu i jego pochodnych jako reduktoréw i warstw stabilizujgcych nanoczastki. Autorka
wykorzystata badang poprzednio, takze pod wzgledem wilasciwosci antywirusowych (inhibitor replikacji
koronawiruséwy}, pochodng chitozanu zawierajgcq czwartorzedowe grupy amoniowe.

W opisie wydaje sie by¢ zawarta sprzeczno$é: na stronie 144 Autorka pisze ,chitozanu nie moina uzy¢ do
otrzymywania nanoczastek srebra” i uzasadnia, dlaczego {potencjat elektrochemiczny), a dalej na tej samej
stronie ,,HTCC oraz chitozan wykorzystano do redukcii kwasu chloroztotowego (llI) oraz azotanu srebra,
otrzymujac w ten sposéb odpowiednio AuNPs i AgNPs stabilizowane polimerem CHIT oraz HTCC”. W
daiszym ciggu Autorka omawia tylka HTCC jako stabilizator nanoczastek srebra.

Autorka charakteryzuje stabilizowane nanoczgstki technikami spektroskopowymi, a ich rozmiary
dynamicznym rozpraszaniem $wiatla i skaningowa mikroskopia elektronowg. Oczywiscie dane
o rozmiarach sg rozbieine, co Autorka, jak wszyscy, przypisuje faktowi, Ze rozpraszanie fotonow
uwzglednia rozmiary silnie hydratowanej polimerowej otoczki, bardzo zreszta w takim wypadku duzej,
a SEM jedynie rozmiary rdzenia. Wszelako wydaje sig, ze i sposob uSredniania moze mieé wplyw:
$rednice otrzymane z pomiaréw DLS to trzeci moment rozktadu.

Autorka zbadata cytotoksyczno$¢ otrzymanych nanoczastek Au i Ag i ich odzialywania antywirusowe.
Nanoczgstki Ag sa silnie cytotoksyczne, co czyni badanie ich aktywnosci antywirusowej
bezprzedmiotowym. Czastki Au nie s3 cytotoksyczne, natomiast nie wykazujag  aktywnosci
antykoronawirusowej.

Kolejny etap badarh Autorki poswiecony jest badaniu czastek o rdzeniu zbudowanym z chitozanu,
usieciowanego geniping, ktérym na powierzchni nadano fadunek dodatki przez podstawienie czesci grup
aminowych chlorkiem glicydylotrimetyloamoniowym. Autorka prowadzi wystarczajaco precyzyjny
dowdd struktury (chot do pewnosci wnioskéw wyciagnietych na podstawie analizy elementarnej moina
podchodzi¢ z ostroinoécig), charakteryzuje potencjat zeta otrzymanych czastek i ich rozmiary.
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S3 to czastki do$¢ duze, rzedu kitku mikrometréw. Po filtracji Autorka otrzymuje czgstki mate (ca. 50 nm).
Szkoda, 2e Autorka nie podaje, czy filtracja usunela cze$t czastek, czy tei napreienia Scinajgce

towarzyszace filtracji spowodowaly rozpad wielkich agregatow.

Otrzymane czastki Autorka wykorzystuje do adsorpcji wiriondw koronawirusa. Adsorpcja zachodzi
z wielkg wydajnoscig, niemal ilociowo, gdy powierzchnia zawiera odpowiednig liczbe dodatnich
fadunkéw. Wirusy moina fatwo odzyskaé, dokonujgc desorpcji przez proste zwigkszenie sily jonowej
roztworu, a desorbowane wirusy zachowuja niemal niezmieniong zakazno$é. Stanowi to o duiym
znaczeniu opisanych w tej czesci badan, gdyz otwiera droge do stosunkowo prostej metody separaci i
oczyszczania tego wirusa, fakt wazny dla wirusologii.

Alternatywnym materiaiem o potencjalnych zdolnoéciach do adsorpcji koronawirusow, badanych przez
Autorke, byly mikrosfery krzemionkowe, pokryte metoda , warstwa po warstwie” pochodng chitozanu i
heparyna. Mikrosfery pokryte pochodng  chitozane  wykazywaly niezte  wiasciwosci
adsorpcyjne. Pokrycie kolejng warstwa ujemnie nalfadowane] heparyny zdecydowanie przeciwdziata
adsorpcji wirusow.

Do obowigzkdw recenzenta nalezy zwrdci¢ uwage na biedy lub stabe strony, jesli takie znalazt.

Nie znalaztem ich wiele, mimo staran. Praca jest napisana logicznie, cigg rozumowania jest wyraZny,
wnioski dobrze uzasadnione, Jezyk jest bardzo poprawny.

Nieliczne bledy fatwo zrozumieé. Wszelako zwrdci€ nalezy uwage, Ze praca interdyscyplinarna, faczaca
elementy chemii polimerdow, biochemii i farmacji wymaga wielkiego nakladu pracy i wielkiej
starannosci, gdyz powinna przynajmniej w swojej istocie by¢ zrozumiata dla przedstawicieli kazdej
z tych specjalnodci.

Niektére drobne niezrecznosci:

Schemat sieciowania na rys. 13 budzi niejakie zdziwienie chemikéw, gdyz w pozycji b) czynnik sieciujacy

jest w zasadzie katalizatorem reakcji sieciowania, a nie jest reagentem

Wydaje sig, ze rysunek 21 nie ma glgbszego sensu, gdyz pokazuje on jedynie przeliczenie stosunku siarki
do azotu na stopien podstawienia, a nie fizyczng zaleznosé.

Przedstawienie stosunku wartosci jako np. ,4,4 log” raczej w chemii nie jest stosowane,
Interpolacja z trzech punktéw, pokazana na rys. 34, musi by¢ okreélona jako odwazna.

Skrot ,rcf”, okredlajacy przyspieszenie w wirdwcee, jest z pewnosécia dobrze znany biochemikom,
ale chemikom mniej i powinien by¢ zdefiniowany.

»Przetadowany” oznacza po polsku nadmiernie natadowany, a nie okreéla zmiany znaku fadunku, chod tu
akurat fatwo sie tego znaczenia domyélié.

»przy pomocy techniki DLS otrzymano obiekty...” (str. 168) to oczywista niezrecznos¢ jezykowa.




W koricu, recenzent bytby wdzigczny za unikanie introligatoréw oprawiajacych prace w taki sposob,
7e do lektury potrzebne s3 dwie osoby: jedna do trzymania egzemplarza w pozycji otwartej, druga do

czytania i pisania.

Wyzej wymienione, czasem dyskusyjne usterki wymienjam jedynie z recenzenckiego obowigzku.
W Zadne] mierze nie rzutujg one na wysoka wartoé¢ pracy.

Podsumowujac stwierdzi¢ nalezy, ze opisane przez Autorke badania dostarczyly wielu wartosciowych z
punktu widzenia badait podstawowych wynikéw, ktére moga mie¢ wielkie znaczenie w farmacii

i wirusologii.

Autorka wykazala, ze sulfonowane pochodne polialliloaminy hamuja replikacje wirusa grypy i pokazata
prawdopodobny mechanizm ich dziatania. Wykazata, ze pochodne chitozanu, niosgce fadunek dodatni
dziatajg w sposéb specyficzny antywirusowo wobec koronawiruséw i opisata prawdopodobny

mechanizm ich dziatania.

Autorka uczciwie i stusznie nie pisze, jakoby uzyskala nowy lek antywirusowy, i nie mozna tego
oczekiwaé, nie ulega jednak watpliwoéci, ze ustalenia Autorki sa donioste i powinny byé przedmiotem
badart biochemikéw i farmaceutow, gdyz wyrainie wskazujg na mozliwos€ otrzymania efektywnie
dziatajacego leku.

Prace nad nano- i mikroczastkami nie doprowadzily wprawdzie do wykazania ich farmaceutycznej
wyzszosci, jednak zdolnosci separacyjne tak otrzymanych materiatow otwieraja nowe mozliwoci tatwej
separacji, a w konsekwencji oczyszczania badanych wirusow.

W mojej opinii, praca spefnia z nadmiarem wymagania ustawy o stopniach i tytutach naukowych
2z dnia 14 marca 2003 r. (Dz. U. nr 65). Wnioskuje o dopuszczenie mgr Justyny Ciejki do daiszych
etapbw przewodu doktorskiego.

Jednoczeénie pragne zwrécié uwage na fakt, ze badania mgr Ciejki s3 przedmiotem trzech publikacji, w
bardzo dobrych czasopismach naukowych oraz trzech zgtoszer patentowych. Byly one takie
prezentowane na naukowych konferencjach, w tym wielu renomowanych. Ten fakt umacnia moje
przekonanie o wielkim znaczeniu naukowym badan doktorantki, wynikajace z lektury przedstawionej do
recenzji pracy doktorskiej. Zwracam si¢ do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Jagielloniskiego
o wyrédinienie pracy doktorskiej mgr Justyny Ciejki.




