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~Nanokapsuly polielektrolitowe z cieklym rdzeniem do kontrolowanego podawania lekdw lipofi-

lowych”

Praca doktorska pani mgr Joanny Szafraniec obejmuje otrzymywanie i badanie wlasciwosci na-
noczgstek zbudowanych z polimeréw szczepionych o charakterze amfifilowym oraz praktyczne
wykorzystanie takich materiatéw polimerowych do transportu maloczasteczkowych substancji

aktywnych.

Budowa oraz sktad chemiczny polimeréw amfifilowych o roéznej topologii tancuchow moze by¢
obecnie latwo kontr_olowana poprzez odpowiedni dobor nowoczesnych metod polimeryzacji.
Zainteresowanie takimi makroczgsteczkami w biotechnologii oraz medycynie jest coraz wigksze
ze wzgledu na ich spodziewane wykorzystanie jako nanokonteneréw zdolnych do transportu i
uwalniania substancji biologicznie czynnych (w tym lekéw i prolekow). Materiaty polimerowe
tego typu muszg spetnié szereg warunk6w, zaréwno na etapie projektowania ich struktur i roz-
miardw, jak i na poziomie badan okreslajacych ich nietoksycznosé oraz biokompatybilnosé. Dla-
tego zaprojektowanie struktury kopolimeru, pelniacego funkcje nosnika dla czasteczki substancji

biologicznie aktywnej, stanowi wyzwanie dla wspoélczesnej nauki o polimerach.

Kopolimery szczepione, uzyte przez Autorke pracy do budowy nanoczastek, skiadaly si¢ z hy-
drofilowych lafcuchéw gldéwnych poli(2-akryloamido-2-metylo-1-propanosulfonianu sodu) lub
chlorowodorku polialliloaminy oraz bocznych hydrofobowych tancuchdéw poliwinylonaftalenu.
Kopolimery o odpowiedniej gestosci szczepienia i odpowiednim stopniu polimeryzacji lancu-
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chéw bocznych okazaty sie byé zdolne do tworzenia dobrze zdefiniowanych nanokapsut w pro-
cesic emulsyfikacji wodnych roztworéw polimeréw z faza olejowg. Przeprowadzone badania
pozwolily na enkapsulacje w olejowych rdzeniach utworzc;nych nanokapsul lipofilowych sond
fluorescencyjnych. Ze wzgledu na planowane zastosowanie nanokapsul w medycynie, w bada-
niach in vivo doktorantka zdecydowata sie zastapic syntetyczne polimery pochodnymi chitozanu

oraz kwasu hialuronowego modyfikowanymi taicuchami alkilowymi.

Temat podjetych przez Autorke badan jest bardzo interesujgcy zaréwno pod wzgledem poznaw-
czym, jak i istotny ze wzgledu na potencjalne uzycie takich systeméw polimerowych do kontro-
lowanego dostarczania a nastgpnie uwalniania substancji bioaktywnych. Nalezy zauwazy¢, ze
~otrzymywanie polimeréw przy uzyciu nowoczesnych metod polimeryzacji kontrolowanych i
zyjacych oraz charakterystyka takich struktur jest przedmiotem prac wielu grup badawczych. W
wielu pracach zachowanie uzyskanych makroézqsteczek w roztworach, rzutujgce na ich poten-
cjalne zastosowanie jako noénikow, jest jednak niewystarczajgco wyjasniane, a czesto wrecz
pomijane. Brakuje czgsto informacji o tym, czy w roztworze znajduja sie izolowane makrocza-

steczki czy ich agregaty.

Celem pracy pani mgr Szafraniec bylo takie zaprojektowanie struktur polimerowych na poziomie
molekularnym, aby speniaty one wymagania stawiane nanonosnikom polimerowym do zastosowar
biomedycznych. Samoorganizacja otrzymanych modelowych kopolimerdw o charakterze amfifi-
lowym w roztworach wodnych zostala w pehi przebadana, co pozwolilo na wykorzystanie uzy-
skanych wynikéw do konstrukcji nanosnikéw zbudowanych z polisacharydow i ich uzycie do
badati in vivo. Z pracy pani mgr Szafraniec jasno wynika jak wazne Jest powigzanie parametréw
struktury kopolimeréw, szczegdlnie liczby i dtugosé blokéw hydrofobowych szczepionych na
. hydrofilowym faficuchu giéwnym z zachowaniem kopolimeréw w roztworach. W badaniach
doktorantka uwzglednita réwniez wplyw zmiany pH na rozmiar uzyskiwanych struktur. Kry-
tyczna analiza otrzymanych wynikéw wraz z uzyskang wiedza na temat proces6w samoorgani-
zacji w potaczeniu z badaniami strukturalnymi pozwolila osiagna¢ wydajna enkapsulacje mode-
lowych zwigzkow fluorescencyjnych w wybranych nanokapsutach. Jest to niewatpliwie wazne

osiagniecie doktorantki.

Bardzo istotny jest réwniez polaczenie w przedstawionej pracy doktorskiej elementow badaf
podstawowych; obejmujacych otrzymywanie kopolimeréw i badanie ich organizacji w roztwo-
rach wodnych z badaniami o charakterze aplikacyjnym; dotyczacymi potencjalnego zastosowa-
nia otrzymanych' nanono$nikéw do kontrolowanego transportu substancji hydrofobowych. Inter-
dyscyplinarnos¢ pracy taczacej badania z zakresu chemii polimeréw z mozliwymi zastosowa-

niami w medycynie w duzym stopniu podnosi jej warto$é. Wyniki uzyskane w pracy zostaly
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opublikoWane w dwéch artykulach w dobrych czasopismach z Listy Filadelfijskiej, a takze sg
tematem zgloszenia patentowego. Ukaza sie rowniez dwie kolejne publikacje. Wyniki pracy zo-
staty réwniez zaprezentowane na 20 konferencjach migdzynarodowych i krajowych. Fakt finan-
sowania tego typu badari z projekiéw Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki $wiadezy o tym ze
podjety problem badawczy jest istotny dla wspolczesnej nauki. Przedstawiona rozprawa stanowi,
moim zdaniem, wartosciowe osiggnigcie naukowe, bez wa{'zpienia zawierajace istotne elementy

nowosci naukowej.

Obszerna, liczaca 150 stron praca sklada si¢ z trzech czedci: literaturowej, doswiadezalnej oraz

dyskusji nad wynikami badan.

Zalozenia i cel pracy zostaly jasno sformutowane, pozwalajac czytelnikowi w prosty sposob za-
poznaé si¢ z tematyka pracy. Opis stanu wiedzy zamieszezony we wprowadzeniu literaturowym
jest gruntownie zaplanowany i logicznie uporzadkowany. We wprowadzeniu literaturowym Au-
torka bardzo wnikliwie omawia zagadnienia badawcze stanowiace podstawe podjete]j tematyki.
Przeglad literatury obejmuje zaréwno klasyfikacje polimeréw z uwzglednieniem ich architektu-
ry, jak i opis technik polimeryzacji z uwzglednieniem kontrolowanej polimeryzacji rodnikowej z
uzyciem zwiazkow nitroksylowych, zastosowanej w pracy. Autorka omawia takze rézne rodzaje
polimerowych nanonosnikéw substancji aktywnych, poruszajac szczegélowo zagadnienia doty-

czace otrzymywania oraz wlasnosci nanokapsut polimerowych z tzw. ciektymi rdzeniami.

Niezaleznie jednak od mojego uznania dla wysokiej wartosci merytorycznej pracy, z obowiazku
recenzenta chciatabym zwrécié uwage na kilka nieprecyzyjnych fragmentéw pracy oraz na kilka

spraw dyskusyjnych.

W czedcei literaturowe, aw szczegdlnosci w rozdziale dotyczacym kontrolowanej polimeryzacji
rodnikowej zostaty bardzo szczegétowo omdwione zasady kontrolowania polimeryzacji. Autor-
ka przedstawita rézne typy stosowanych stabilnych rodnikéw nitroksylowych — pochodnych
rodnikéw TEMPO. Wiadomo, ze z wykorzystaniem tej metody mozna polimeryzowa¢ réznego
typu monomery zawierajace w swojej budowie wiagzanie winylowe. Autorka nie podata jednak
ani jednego przykiadu monomeréw zdolnych do tego typu polimeryzacji. Ta sama uwaga doty-
czy rozdzialu o polimerach amfifilowych ,gdzie zabraklo chociazby wzmianki o podstawowym
przyktadzie kopolimeru zawierajacego bloki hydrofobowe i hydrofilowe, jak np. polistyren-b-
poli(tienck etylenu). |

Warto rowniez zauwazyé, ze utworzenie stabilnego rdzenia mozna uzyskac nie tylko poprzez
zastosowanie kopolimeru amfifilowego o odpowiedniej strukturze, o czym autorka wspomina w
rozdziale 1.7, ale réwniez poprzez wprowadzenie do rdzenia zwigzkéw zawierajgcych odpo-

wiednich grupy funkeyjne, ktore umozliwig jego usieciowanie.
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Myslg, ze doé¢ niefortunnie sformutowana zostata rowniez przedstawiona definicja przeniesienia
aktywnosci laficucha oraz terminacji poprzez rekombinacije i dysproporcjonowanie w opisie me-

chanizmu polimeryzacji rodnikowej (rozdziat 1.4).

Podana przez Autorke w rozdziale 3.1.3 definicja nanoczastek polimerowych nie jest wystarcza-
jaco ogolna. Przytoczone jako przyklady polimeréw tworzacych nanoczastki poli(kwas mleko-
wy) 1 poli(kwas glikolowy) to polimery biodegradowalne, a nie jak pisze Autorka niebiodegra-

~dowalrie.

Uzyta na stronie 36 nazwa angielska efektu EPR czyli zjawiska zwickszone] przepuszczalnosci

naczyn i zatrzymywania czastek o odpowiednim rozmiarze w tkance guza jest nieprawidtowa.

Moje watpliwosci budzi réwniez interpretacja zmiany rozmiaru nanoczgstek utworzonych przez
kopolimery szczepione zawierajgce gtdwny taficuch dodatnio natadowanego chlorowodorku
polialliloaminy i taficuchy boczne poliwinylonaftalenu spowodowana zmiana pH roztworu. Au-
torka zauwaza, ze w roztworach o pH=3, gdzie uzyty polimer kationowy jest w pelni zjonizowa-
| ny otrzymuje agregaty o mniejszym rozmiarze niz w pH=7, w kt()er chlorowodorek poliallilo-
aminy jest czgsciowo zdeprotonowany. Fakt wiekszego rozmiaru nanoczastek w pH=7 thama-
czony jest ,,rozciggnigciem” taficuchéw. Wiadomo jednak, ze w warunkach kwasowych, wraz ze
zmniejszaniem warto$ci pH, na wskutek elektrostatycznego odpychania si¢ natadowanych grup
aminowych nastepuje rozprostowywanie si¢ laficuchéw polimeréw kationowych skutkujace
zwigkszeniem rozmiaréw. W zasadowych wartodciach pH, wraz z jego zwiqkszahiem, deproto-
- nowanie i tworzéée si¢ wigzania wodorowe pomiedzy grupami aminowymi poczatkowo prowa-
dza do zmniejszenia si¢ rozmiaréw nanostruktur. Na skutek zwiekszenia oddziatywan hydrofo-
bowych uzyskane struktury mogg jednak oddziatywaé ze soba tworzge wicksze agregaty, a w
skrajnym wypadku polimer moze wytracié si¢ z roztworu. Czy uzyskane przez Autorke wyniki

nie sugerujg raczej takiego zachowania kopolimeru szczepionego w pH=7?

W rozdziale Autorka stosuje okreslenia bedace zargonem laboratoryjnym np. str. 64 »po 8 dni na
kazdy rozpuszczalnik” czy na str. 19 ,,z tatwoscia generowania rodnikow (..) w parze idzie
utrudniona kontrola”. Pojawiaja si¢ réwniez drobne bledy redakcyjne jak np. str. 22 samoter-
miancja, str. 36 poliglokolid. Ilos¢ tych bledéw jest jednak znikoma i nie prowadzi do nieporo-
zumien merytorycznych, dowodzac starannosci w pisaniu pracy.

Wymienione powyzej uwagi krytyczne dotycza jednak spraw drugorzednych lub maja wylacznie
charakter dyskusyjny, a zauwazone drobne usterki nie wplywaja na moja wysoka ocene pracy

- doktorskiej.



Praca doktorska pani mgr Joanny Szafraniec obejmuje bardzo istotne zagadnienia badawcze za-
réwno z punktu widzenia poznawczego, jak i aplikacyjnego. Zatozone cele badawcze pracy zo-
staly w pelni zrealizowane. Praca stanowi duzy wkiad do stanu wiedzy na temat nanonosnikow

polimerowych do potencjalnych zastosowan w medycynie.

Stwierdzam, ze przedstawiona praca spetnia odpowiada na wymagania Ustawy z dnia 14 marca
20103 1. 0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki w
odniesieniu do rozpraw doktorskich. W zwiazku z tym wnosze do Rady Wydziatu Chemii Uni-
wersytetu Jagielloniskiego o dopuszezenie pani mgr Joanny Szafraniéc do dalszych etapéw prze-

wodu doktorskiego.



