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Polimery naturalne, tj. celuloza i kauczuk, zapoczatkowaly rozwéj chemii zwigzkow
wysokoczasteczkowych, ktéra poczatkowo skupiata si¢ na ich modyfikacjach, a nastepnie
syntezie szerokiej grupy makroczasteczek o réznorodnych wiasciwosciach. W latach 90-tych
wzrosto zainteresowanie wykorzystaniem polimeréw do celéw biomedycznych, co wigzalo sie
m.in. z intensyfikacja badan nosnikéw polimerowych, ktére na poczatku obecnego stulecia
ewaluowaly jako materiaty inteligentne i wielofunkcyjne aczac funkcje uzyteczne w terapii i
diagnostyce. Wymagania, takie jak biozgodnos$é¢ i nietoksyczno$é wobec zdrowych komoérek,
poprawa rozpuszczalnosci zwigzku (fj. lek, terapeutyk, $rodek kontrastujgcy, marker
fluorescencyjny), ograniczenie niepozadanych efektéw ubocznych, poprawa farmakodynamiki i
farmakokinetyki, staly si¢ podstawa rozwoju badan uktadéw polimerowych ukierunkowanych na

kontrolowany i/lub docelowy transport.

Zagadnienia podjete w rozprawie doktorskiej przez mgr Malgorzate Janik-Hazuka bardzo
dobrze wpisujg si¢ w tematyke projektowania wielkoczasteczkowych nosnikéw przyjmujacych
forme nanokapsulek typu rdzen-korona z polisacharydowa powloka i olejowym wypetnieniem
zawierajagcym enkapsulowany zwigzek hydrofobowy o charakterze terapeutycznym i/lub
diagnostycznym. Tego typu nanostruktury wykazuja podobienistwo do liposoméw, ktore sg
naturalnymi kapsutkami zawierajagcymi fazg¢ wodng zamknigta w otoczce dwuwarstwowej
odpowiadajacej strukturze blony biologicznej. Do ich przygotowania Doktorantka uzyta
biopolimeréw, tj. kwas hialuronowy i/lub chitozan, ktére modyfikowata hydrofobowymi
faficuchami alkilowymi i/lub ligandami ukierunkowujgcymi. W celu uzyskania wiekszej
stabilnosci nanokapsut dodawata jedng lub dwie warstwy technikg warstwa po warstwie (LbL).
Obok podstawowe;j charakterystyki fizykochemicznej wykazata ochronne wiasciwosci powtoki
polimerowej przed ewentualnym szkodliwym dziataniem $rodowiska zewnetrznego, za$ majac na
uwadze przyszle zastosowania terapeutyczno-diagnostyczne przeprowadzila testy in vitro na
normalnych i chorobowych liniach komérkowych oraz in vivo z udzialem wybranej grupy
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Rozprawa ma uklad standardowy, obejmuje 191 stron, na ktére skladaja sie: Zestawienie
stosowanych skrotow (2 strony), Koncepcja pracy (2 strony), Wstep teoretyczny (43 strony),
Materialy i metody (26 stron), Wyniki badan i dyskusja (83 strony),
Podsumowanie (5 stron), Wykaz dorobku naukowego (3 strony) oraz Literatura (15 stron).

Wstep teoretyczny Autorka rozpoczgla od ogdlnego zagadnienia polimeréw i ich
podstawowych klasyfikacji, po czym oméwita grupe polisacharydow, w tym kwas hialuronowy i
jego udziat w réznych nanostrukturach. W nawigzaniu do nanostruktur kolejny rozdziat dotyczyt
charakterystyki no$nikow polimerowych, a w szczegdlno$ci metod pozwalajgcych na okreslenie
podstawowych parametréw fizykochemicznych, takich jak rozmiar, potencjat dzeta i efektywno$é
enkapsulacji, oraz przedstawienia podstawowych badan biologicznych. Zgodnie z literatura
naukowa najbardziej popularne sa badania struktur liposomalnych i lipidowych, ktdre
jednoczesnie sg zaliczane do klasy zwigzkow o wysokiej wydajnosci translacyjnej i niskim
sukcesie klinicznym, wskazujac na potrzebg rozwoju tej grupy nosnikéw. Z kolei poruszone w
dalszej czgsci zagadnienia o charakterze biochemicznym, takie jak biodystrybucja w organizmie
podkreslaja niebezpieczenstwo wystgpowania efektow ubocznych, np. interakcje ze sktadnikami
krwi czy tworzenie zakrzepdw, ktdre moga by¢ zminimalizowane poprzez odpowiednig strukture
nosnika polimerowego. W przypadku polisacharydow znane sa oddzialywania z enzymami, ktére
moga powodowa¢ przedwczesng degradacje nosnika i tym samym zakloci¢ jego efektywne
dzialanie. Struktura nosnika moze takze wplywac¢ na mechanizm transportu do komorek, pasywny
vs celowany wymagajacy szczegllnej funkcyjnosci polimeru, np. wprowadzenia ligandu
rozpoznawanego przez okreslony receptor w komorce. Ciekawym przykladem jest kwas
hialuronowy, ktéry ze wzgledu na strukturalny charakter ligandu moze uczestniczy¢ w
mechanizmie podwdjnego celowania, jezeli dodatkowo zostanie sfunkcjonalizowany drugim
ligandem, np. kwasem foliowym. Podobnie, mechanizm uwalniania, kontrolowany vs
niekontrolowany, opisywany za pomocg réznych matematycznych modeli kinetycznych, moze
by¢ dopasowany juz na etapie projektowania struktury nosnika, ktéory w przypadku
polisacharydéw polega na enzymatycznej degradacji. Dwa ostatnie podrozdziaty Wstepu
poswigcone sg zagadnieniom obrazowania metodg rezonansu magnetycznego (MRI) i teranostyki.
Odnosnie diagnostyki MRI Autorka zwraca szczegblng uwage na grupe perfluorowanych
weglowodoréw, zaréwno liniowych jak i cyklicznych, ktore mogg byé enkapsulowane wewnatrz
lub wigzane chemicznie na powierzchni nosnika. Pomimo znaczacej niedogodnosci, jaka jest ich
duza hydrofobowos¢, ktora zmniejsza biodostgpnosé tych zwiazkow, to dostrzega potencijat ich
wykorzystania jako czynniki kontrastujace dostarczane w formie nosnikéw polimerowych. Z
kolei zaprojektowanie ukladu laczacego funkcje diagnostyczne z terapeutycznymi, ktory
umozliwia monitorowanie miejsca i kinetyki uwalniania leku oraz odpowiedzi komoérek na jego
dzialanie, wigze si¢ z pewnymi wymogami i oczekiwaniami, tj. niskie stezenie $rodka
kontrastujacego przy zachowaniu wlasciwosci obrazowania, ale duza zawartos$¢ leku warunkujaca
efektywna terapi¢. Wielofunkcyjne platformy teranostyczne obok srodka terapeutycznego i
kontrastujacego zawieraja jeszcze inne sktadniki, tj. ligand ukierunkowujgcy i przeciwciata jako
czynniki sygnalizujace, ktore umozliwiajg obrazowanie, chemioterapig, dziatanie hipertermiczne
i fotodynamiczne.
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Doktorantka opracowata przeglad literaturowy na podstawie 375 pozycji, co wskazuje na
jej bardzo dobre teoretyczne przygotowanie do prowadzenia prac eksperymentalnych, za$
niewielka liczba cytowanych artykutow opublikowanych przed 2000 rokiem (~13%) $wiadczy o
aktualnym charakterze podje¢tego zagadnienia, ktore stanowi popularny trend badawczy w
zakresie chemii polimerow.

W czgéci poswigeonej omowieniu wynikow pracy badawczej poruszono kilka watkow:

i) modyfikacja polisacharydow i przygotowanie nanokapsul o réznym rodzaju otoczki, tj.
kwas hialuronowy vs chitozan, monowarstwa vs bi- & triwarstwa, wypelnienie olejowe (7
rodzajow);

ii) nanokapsuly funkcjonalizowane ligandami ukierunkowujgcymi, tj. kwas fioliowy vs
biotyna vs mannoza, do terapii celowanej;

iii) nanokapsuly funkcjonalizowane perfluorowanym tancuchem alkilowym (FC10) z
enkapsulowanymi perfluorowanymi weglowodorami (nonan, bromooktan, eter koronowy 15C5)
jako srodkami kontrastujacymi do celéw diagnostycznych;

iv) enkapsulacja czynnikéw fluorescencyjnych: czerwien Nilu (badania ilosciowej oceny
wychwytu barwnika do komorek, badania degradacji enzymatycznej), kurkumina (badania
stabilnodci kapsut wobec pepsyny i niskiego pH, badania efektu hipotensyjnego), rodamina
(znacznik fluorescencyjny);

v) enkapsulacja zwigzkéw bioaktywnych (di- & ftrisiarczek diallilu) i lekow
przeciwnowotworowych  (fulwestrant, winorelbina, palbocyklib, lapatinib, baikaleina,
ewerolimus, formononetyna, sylibinina, paklitaksel);

vi) kapsuly jako uklady synergistycznego dziatania lekéw w celu wzmocnienia efektu
terapeutycznego.

W pierwszej kolejnosci Doktorantka potwierdzita strukture zmodyfikowanych
polisacharydéw i okreslifa stopie podstawienia przy uzyciu réznych metod analitycznych
(analiza elementarna, FT-IR, NMR, UV-vis, miareczkowanie konduktometryczne, test
HABA/Avidin, obliczenia teoretyczne) ze wzgledu na charakter otrzymanych produktow.
Nastgpnie  otrzymane uklady kapsutkowe poddano podstawowej charakterystyce
fizykochemicznej w celu wyznaczenia srednicy hydrodynamicznej i potencjalu dzeta. Parametry
te wyznaczono standardowo za pomoca pomiaréw DSC okreslajac korelacjg¢ ze strukturg
polisacharydu czy rodzaju enkapsulowanego zwigzku, jak rowniez sprawdzono stabilno$¢ kapsut
badajgc systematycznie przez 12 tygodni probki emulsji, ktore nie wykazaly wigkszych zmian.
Bardziej szczeg6towa analiza pomiaréw Turbiscan prowadzonych dla trzech obszarow probki w
wodzie z roznym stezeniem soli lub PBS potwierdzily stabilnos¢ emulsji, przy czym
zaobserwowano niewielkie zmiany w dolnej czesci uktadu PBS i nieliniowa zaleznos¢ od stezenia
soli w wodzie, gdzie dynamika dla poszczegolnych obszarow zalezy od sily jonowej i rdzenia
kapsul, a korzystny efekt dla kapsut wypetnionych olejem o wigkszej lepkosci wzrastat wraz z
dtugoscig fancucha alkilowego i jego stezenia. Podobnie wnioski uzyskano z pomiaréw
tensjometrycznych napigcia migdzyfazowego na granicy wodnego r-ru polisacharydu i oleju.
Pokrywanie kapsut kolejng warstwa/warstwami powodowato zmiang potencjatu dzeta ze wzgledu

3



Wydziat Chemiczny

Katedra Fizykochemii i Technologii Polimerow
prof. dr hab. inz.
Dorota NEUGEBAUER

UEZELNIA
Politechnika BADAWEGIA

laska STV BOSFOREOSE

na ich charakter. Pod wzgledem morfologicznym nanokapsuty posiadaly regularny, sferyczny
ksztalt i gladkg powierzchnie, co jest korzystne podczas migracji do wnetrza tkanek.

Ze wzgledu na dedykowane zastosowania medyczne druga cz¢$¢ dotyczy badan
biochemicznych in vitro na wybranych liniach komérkowych, tj. NMuMG (mysie komoérki
gruczotu sutkowego niezmienione nowotworowo) oraz 4T1 (mysie nowotworowe komorki
gruczotu sutkowego), B16-F10 (mysie nowotworowe komorki skory — czerniak) i CaCO-2
(ludzkie nowotworowe komorki jelita grubego — okrgznicy, gruczolakorak jelita grubego).
Podstawowe testy cytotoksycznosci, tj. XTT oraz wychwyt czerwieni obojetnej do lizosomow
zywych komorek, zastosowano w celu okre$lenia przezywalnosci komérek jako ocena
efektywnosci dzialania ukfadu. Ponadto wyznaczono indeks terapeutyczny definiujacy wartosé
stezenia stosowanego ukfadu, ktéra powoduje spadek przezywalnosci komoérek do 50%. Na
podstawie testu zarysowania oceniono wplyw na stopief migracji komorek, zas mikroskopia
konfokalna postuzyta do badania internalizacji kapsut do komoérek. Ze wzgledu na rézny sposob
dozowania, doustne vs dozylne, a tym samym nieunikniony kontakt z plynami ustrojowymi,
potwierdzono brak oddziatywania nanokapsul z symulowanym sokiem trawiennym, tj. r-r z
pepsyng o pH=1,8 oraz dla poréwnania r-r amylazy i lipazy o pH=7,4, i surowica krwi. Podobnie
wykluczono degradujace dziatanie warunkéw utleniajgcych i hemolize. Wykonane zostaly takze
badania in vivo na grupie szczurdéw z nadcisnieniem, ktore potraktowano kapsutkami z kurkuming
wykazujac dziatanie hipotensyjne, a jednoczesnie badania ex vivo potwierdzily jej dostarczenie
do organéw za pomocsg °F MR

Spos$rdd badanych ukiadéw najbardziej obiecujace ze wzgledu na efektywnosé
przeciwnowotworowg okazaly si¢ te dostarczajace winorelbing, lapatinib, formononetyng czy
paklitaksel, chociaz nadal wymagaja dalszych badan nad zwigkszeniem ich skutecznego dziatania.
Dodatek drugiego leku w celu uzyskania uktadu o dziataniu synergistycznym (paklitaksel/
formononetyna w réznych proporcjach wagowych) spowodowat niewielki wplyw na spadek
przezywalnosci komorek (~10%). Uzyte w badaniach polisacharydy sa dogodnym materiatem do
terapii celowanej, gdyz jako Zrodio energii sa wychwytywane przez komoérki nowotworowe
poprzez oddziatywanie z receptorami ulegajacymi nadekspresji. Modyfikacja polisacharydéw
czasteczkami sacharydéw czy tez innymi ligandami, ktére petnia funkcjg¢ czynnikow
umozliwiajgcych transport uktadu dostarczania lekéw do okreslonego celu, miata wzmocni¢ ten
efekt. Jednak funkcjonalizacja mannoza, kwasem foliowym lub biotyna nie przyniosta
oczekiwanych rezultatéw, chociaz wpltyneta na kinetyke internalizacji no$nikéw do komorek.

Otrzymane przez Doktorantke wyniki wskazuja na duzy potencjat badanych materiatéw
polimerowych ze wzgledu na stabilnos¢, mozliwos¢ odpowiedniej modyfikacji czynnikami
docelowymi i/lub diagnostycznymi oraz zdolnosci do transportowania zwigzkéw biologicznie
aktywnych, co przedstawiono w szczeg6lnosci na przykladzie lekow przeciwnowotworowych.
Jak sama Autorka przyznaje uklady te wymagaja dalszych badan, aby zwigkszy¢ ich efektywnos¢
dzialania, co moze by¢ dokonane przez odpowiednig struktur¢ polimeru, w tym przypadku
tworzacego powloke nanokapsuly oraz dobor jej wypelnienia, w ktorym ma rozpuszczaé sig
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enkapsulowany lek. Sposob przedstawienia badan i interpretacja wynikéw nie budzg zastrzezen
merytorycznych, chociaz niektére zagadnienia wymagaja uzupeinienia lub wyjasnienia:

1) Trudno jest zgodzi¢ si¢ ze stwierdzeniem na str. 26, ze micele polimerowe to
samoorganizujgee sig pecherzyki, gdyz sugeruje ciekle wypelnienie, ktore jest charakterystyczne
dla nanokapsut, a przeciez micela rozni si¢ kapsuly. Zatem na czym polega zasadnicza réznica
miedzy tymi superstrukturami?

2) Pojawiaja si¢ zamiennie sformulowania rozpraszanie czgstek i rozpraszanie czgsteczek.
Kiedy mozna uzywaé pojecia czastka, a kiedy czasteczka?

3) Nie bardzo wiadomo jak nalezy rozumie¢ zestawienie metod ultrawirowania, dializy, itd.
z metodg porownawczg NMR do wyznaczenia efektywnosci enkapsulacji (EE, str. 31). Te
pierwsze shizg do oddzielenia enkapsulowanego leku, a metoda NMR ma charakter jakosciowy,
za$ wyznaczenie EE opiera si¢ na metodach ilosciowych, ktore de facto nie sa podane w rozdz.
2.2.1.3.

4) Nastr. 51 oméwiony jest perfluorowany polieter PFPE, ktorego struktura jest podana na
rys. 17, gdzie jednak podpisany jest jako poliester, podobnie w wykazie skrétow jest
przedstawiony jako poliester.

5) W czeéci eksperymentalnej jest wspomniane, ze uzyto chitozan LMW, co jest pojgciem
wzglednym, poza tym nalezaloby podaé stopien deacetylacji.

6) Czy uklad zmodyfikowany krotszymi taficuchami alkilowymi nie bylby lepiej
rozpuszczalny w r-rze wodnym i dogodniejszy do modyfikacji biotyng?

7) W jakim stopniu nastgpilo przylaczenie jednostek substancji ukierunkowujgcych?

8) Dlaczego do badan in vivo uzyto PFOB chociaz badania enkapsulacji wykazaty
najwiekszg efektywnosé dla PFN?

9) Praca obejmuje szeroki zakres badan biologicznych, jednak pewien niedosyt pozostawia
brak badan kinetyki procesu uwalniania.

Generalnie rozprawa jest napisana jezykiem poprawnym, chociaz Autorce nie udato si¢
unikna¢ takich bleddw jak: skroty myslowe (np. Srednica str. 103, film str. 13, sygnaty fluoréw
str.86); niewprowadzone lub podwdjne skroty (np. DDS, Hy vs HA); niefortunne sformutowania
((nano)czastki lub NPs str 25, zmierzenie rozmiaréw str, 29, wyzsza hydrofobowos¢ str.86); czy
tez wprowadzanie cytowari (np. na podstawie® str. 30, etc). Ponadto, warto byloby przypomnie¢
podstawowe zasady nazewnictwa polimeréw (poli(etylenoimina), a powinno by¢ zapisane tak jak
polietylen, za$ wyjasnienie skrotu PMATIB wymaga nawiasu po przedrostku poli, PLGA -
kopolimer kwasu polimlekowego i kwasu glikolowego, zamiast kopolimer kwasu mlekowego i
kwasu glikolowego lub poli(laktyd-ko-glikolid).

Zakres wykonanej pracy badawczej przez Doktorantke, tj. réznorodna modyfikacja
biopolimerdw i przygotowanie na ich bazie kilku rodzajéw nanokapsut wraz z enkapsulacjg réznej
klasy zwiazkéw, po czym charakterystyka fizykochemiczna i szeroko pojgta charakterystyka
biochemiczna, w tym testy in vitro, in vivo i ex vivo, wymagaly interdyscyplinarnej wiedzy
teoretycznej i umiejetnodei preparatywnych. Pani mgr Janik-Hazuka wykazata si¢ znajomoscia
roznorodnych technik analitycznych na podstawie, ktorych potrafita opracowa¢ wyniki zaréwno
w zakresie chemii polimer6w, jak i biochemii.
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Na dorobek naukowy Doktorantki sklada si¢ 1 patent i 7 publikacji w czasopismach z listy
filadelfijskiej o zasiegu miedzynarodowym (IF: 4,329-7,790), w tym 5 obejmuje zagadnienia
zwigzane z tematykg pracy doktorskiej, gdzie w dwoch z nich Pani Malgorzata jest pierwszym
autorem. Na uwage zastuguje fakt, ze Autorka niniejszej rozprawy swoja prace doktorska
realizowala w ramach dwodch grantow badawczych, tj. Diamentowy Grant i Preludium. Jej
aktywnos¢ konferencyjna potwierdzaja zaprezentowane postery (8) oraz wygloszone w j¢z.
polskim lub jez. angielskim komunikaty (6). Doktorantka odbyta takze roczny staz naukowy
w Zakladzie Zaburzen Krzepniecia Krwi na Uniwersytecie Medycznym w Lodzi, co niewatpliwie
przyczynito si¢ do profesjonalnego rozwinigcia prowadzonych badan.

Podsumowujac, przedstawiong do recenzji pracg doktorska oceniam wysoko, Autorka
podijeta si¢ z zadowalajacym efektem zaprojektowania nanokapsutek z otoczkg wybranych
polisacharydéw odpowiednio funkcjonalizowanych pod katem wielofunkeyjnych ukladow
dostarczania lekéw w terapii celowanej i/lub o potencjalnych wlasciwosciach teranostycznych.
Recenzowana praca spelnia kryterium nowosci naukowej, co zostalo udokumentowane
artykutami opublikowanymi w prestizowych czasopismach o wysokich wskaznikach wptywu. Na
tej podstawie stwierdzam, ze rozprawa doktorska speinia wymagania ,,Ustawy o stopniach
naukowych i tytule naukowym...” z dnia 18 marca 2011 r i wnioskuj¢ o dopuszczenie mgr
Matgorzaty Janik-Hazuka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie uwazam, ze
poziom naukowy i jako$¢ ocenianej rozprawy doktorskiej charakteryzujgcej si¢
wielowgtkowoscig i dodatkowo zrealizowanej w stosunkowo krétkim okresie 4 lat zastugujg na
wyréznienie, o ktére wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne na Uniwersytecie

Jagiellonskim.



