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OCENA PRACY DOKTORSKIEJ MGR JOANNY SZAFRANIEC
»Nanokapsuly polielektrolitowe z cieklym rdzeniem do kontrolowanego
podawania lekéw lipofilowych”

W 2004 roku Europejska Fundacja Naukowa zdefiniowata nanomedycyne jako "nauke
lub technike zapobiegania, diagnozowania oraz leczenia chordb i urazéw, a takze technike
lagodzenia boélu oraz poprawy i zachowania zdrowia ludzkiego przy uzyciu narzedzi
molekularnych”. Jednym z takich narzedzi sg nanokapsuiki polimerowe, ktérych zastosowanie
dla celéw terapeutycznych, a w szczegdlnosci do kontrolowanego transportu i uwalniania
substancji aktywnych jest jednym z wiodgcych nurtdéw nanomedycyny. Opracowanie metod
enkapsulacji  terapeutykéw w  specyficznie  sfunkcjonalizowanych nanonosnikach,
wykazujacych zwiekszone powinowactwo do okreslonych miejsc w organizmie umozliwi
osiggniecie tzw. intelligent targeting”, czyli uwalniania leku w organizmie w odpowiednim
miejscu i czasie. Pozwoli to zminimalizowaé jedng z najwigkszych wad obecnych preparatéw
leczniczych, powaznych skutkéw ubocznych w wyniku ich toksycznego dziatania w catym
organizmie. Najwieksze nadzieje wigze si¢ z zastosowaniem nanokapsulek polimerowych jako
nosnikéw lekow antynowotworowych. Dzialanie dotychczas dopuszczonych do uzytku,
nanopreparatéw: Doxilu — doksorubicyny enkapsulowanej w pegylowanych liposomach czy
Abraxanu — paklitaxolu zwigzanego z albumina, wykazalo, ze podawanie lekow
enkapsulowanych w nanono$nikach moze by¢ dobrym rozwigzaniem w celu zmniejszenia
niekorzystnych efektéw ubocznych bez utraty ich wlasciwosci terapeutycznych.

Wiele zwiazkéw o znaczeniu terapeutycznym ma charakter hydrofobowy, dlatego tez
ich biodostepnosé jest ograniczona, za$ efekt terapeutyczny widoczny jest dopiero po

zastosowaniu duzych dawek zwigzku, co moze potegowac efekty uboczne.
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Jednym z rozwigzan tego problemu moze byé¢ zastosowanie kapsulek z cieklym rdzeniem, w
ktérym skoncentrowana jest substancja terapeutyczna, a powloka kapsutki pozwala na ostong
zawartosci przed niekorzystnym wplywem $rodowiska i umozliwia kontrolg szybkosci jej
uwalniania, przy czym ze wzgledu na mozliwoéé wnikania do wnetrza komérek chorobowo
zmienionych organdéw zwykle przyjmuje si¢, ze rozmiar kapsulek nie powinien byé wigkszy
niz okoto 200 nm. Praca doktorska mgr Joanny Szafraniec, wykonana w ramach projektu ISD
~MOL-MED” w Zespole Nanotechnologii Polimeréw i Biomaterialéw na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Jagielloniskiego pod kierunkiem dr hab. Szczepana Zapotocznego 1 prof. dr hab.
Stefana Chlopickiego, miata na celu opracowanie metodyki syntezy tego typu kapsutek poprzez
zamknigcie kropli nanoemulsji w polimerowej powloce. Niewatpliwym elementem nowosci
bylo zastosowanie jako emulgatora i stabilizatora nanoemulsji amfifilowych kopolimerdw,
powstalych poprzez wszczepienie fancuchéw hydrofobowych o réznej dugosci na szkielecie
polielektrolitowym. Zastosowanie tego typu kopolimeréw eliminuje potrzeb¢ uzycia do
wytworzenia 1 stabilizacji emulsji maloczgsteczkowych surfaktantéw, ktére niekorzystnie
oddzialuja z blonami komorkowymi. Tym niemniej, ze wzgledu na amfifilowy charakter
kopolimeréw, moga one przejawia¢ podobng toksycznosé i nalezy minimalizowa¢ obecnosé
niezwigzanych czasteczek w wodnych formulacjach.

Praca doktorska mgr Joanny Szafraniec liczy 145 stron. Posiada ukiad klasyczny, tzn.,
podziclona jest na cze$¢ literaturows, czes¢ doswiadezalng poswigcong oméwieniu zaplecza
badawczego oraz procedurom syntezy i charakterystyki kopolimerdw, otrzymywania kapsulek
oraz metodyce testéw ich biodystrybucji in-vivo oraz cze$é poswigcong przedstawieniu
wynikéw i ich dyskusji. W czgsci tej kazdy z rozdziatéw dotyczacych poszezegblnych etapow
pracy posiada podsumowanie osiggnigtych rezultatéw, co uatwia czytelnikowi zapoznanie si¢
z kolejnymi etapami prowadzonych badan. Praca rozpoczyna si¢ sformulowaniem zaltozen i
celu pracy, a koriczy spisem cytowanej literatury liczacym 131 pozycji. Wedtug dolaczonego
wykazu dorobku naukowego Pani mgr J. Szafraniec jest wspdlautorka dwoéch prac
opublikowanych w czasopismach z tzw. Listy Filadelfijskiej (jedna praca znajduje si¢ w
recenzji), jednego zgloszenia patentowego i dwudziestu doniesien konferencyjnych.

Cze$¢  literaturowa autorka rozpoczyna ogélnym oméwieniem podstawowych
informacji dotyczacych polimerdw i technik polimeryzacji, a zwlaszcza uzytej do syntezy
badanych w pracy zwigzkdw, kontrolowanej polimeryzacji rodnikowej. Skrétowo przedstawia
kopolimery amfifilowe oraz biopolimery i ich modyfikacje. Drugi rozdzial tej czgsci

doktorantka poswieca systemom kontrolowanego dostarczania lekéow, omawia w skrécie



pb's'zczeg(’)lne typy nosnikéw polimerowych, jak: micele, liposomy, dendrymery i nanoczastki,

a obszerniej kapsuly polimerowe na statych i cieklych rdzeniach. Czes¢ literaturows koficzy

rozdzialem ' przedstawiajacym budowe $rodblonka naczyniowego jako, ze jednym z

délékdsi‘anych‘ celéw prowadzonych badan jest opracowanie nosnikéw substancji leczniczych

wykotzystywanych w terapii jego dysfunkeji. Sposob opracowania tej czesci pracy wskazuje,
ze doktorantka dobrze orientuje sig w literaturze przedmiotu i potrafi przekaza¢ podstawowe
w1ad0mosc:1 dotyczgce swojej tematyki badawczej.

T Analizujde te czedé | pracy doktorskiej znalazlem drobne niescistosci:

o atitorka postuguje sie terminem tadunku powierzchniowego w odniesieniu do fadunku
| : elektrycznego taficuchow poiimerchh. Nie jest to okredlenie poprawne. Wprawdzie
7 dla Taficuchow ‘polielektrolitu mozna zdefiniowaé i zmierzy¢ potencjal dzeta ale nie

* ‘mozna dobrze zdefiniowaé powierzchni;
e nié jest whasciwe uzywanie pojecia tadunku elektrostatycznego dla tadunku polijonow
lub powierzchni emulsji. Ladunek elektrostatyczny indukowany jest mechanicznie np.,
‘na powierzchniach izolatoréw (laski ebonitowe);
e “wprawdzié niektére liposomy moga powstawaé samoistnie, jednak te uzywane jako
o noéniki lekéw sg liposomami syntetycznymi;

B str 49 —~.Jé1kie znaczenie ma zdanie ,,... Zmniejszenie ilosci leku uwalnianego w
jédnoétce czasu w przypadku leku zamknigtego w kapsule wzgledem ukladu nie

' wykorzystujqcego enkapsulacp ” 7 W tym ostatnim lek nie jest przeciez uwalniany.
h o '. Stabllnosc Erytrocytow poprzez warstwe glikokaliksu okreslitbym raczej jako wynik
o oddZIa{ywama elektrosterycznego Ze wzgledu na wysoka sile jonowa w warunkach

o ﬁZJologlcznych zasieg oddzialywan elektrostatycznych jest mniejszy od 1 nm.

| Czc;sc do$wiadczalng autorka rozpoczyna od przedstawienia stosowanych metod
:elESpei"yrrientalnych: spektroskopii absorpcyjnej, emisyjnej, FT-IR, 'H NMR, mikroskopii
oﬁfyéinej, ﬁtibrescencyjnej, SEM, cryo-TEM, AFM, dynamicznego i statycznego rozpraszania
éwxatla analzzy elementarnej i obrazowania in-vivo, po czym omawia uzywane procedury
syntezy kopohmerow tworzenia kapsul, enkapsulacji barwnikéw 1 metode badania
blodystrybucp | '
‘ Plerwszym syntezowanym kopolimerem by} anionowy poli(2-akryloamido-2-metylo-
1-propanosulfomanu sodu) szczepiony poliwinylonaftalenem (PAMPS-graft-PVN). Uzyskana

gestosd szczepiehia byla dos¢ niska (1.2 — 10 %) z niewielka liczbg meréw VN na graft. Dlatego



do$é kontrowersyjna jest proponowana struktura ,,pearl-necless”, tym bardziej, Ze obraz AFM

majacy ja potwierdzi¢ dotyczy probki kopolimeru o symbolu G1-3h, ktéry zgodnie z pomiarami

DLS tworzy struktury o rozmiarze 70 nm. Z drugiej strony kopolimer posiadat pewng zdolnos¢

do solubilizacji perylenu, natomiast widmo pirenu sugerowalo, ze znajduje si¢ w Srodowisku
uwodnionym. Brak jest w tej czgsci poréwnania rozmiaréw i konformacji kopolimeru PAMPS-
gtaft-PVN 2 niemodyfikowanym PAMPS.

: Drilgim z syntezowanych kopolimer6w byt chlorowodorek polialliloaminy szczepiony

pbliwinylo'naﬁalenem (PAH-graft-PVN). Uzyskano gesto$¢ szczepienia 4 lub 5.2 % ze $rednig

_lingg_meyéwtw na graft 1.9 lub 1.2. O ile rozmiar hydrodynamiczny homopolimeréw PAH
wynosit -1_:O'In;_n w roztworach o pH 317, to dla kopolimeréw okoto 70 nm w pH 3 i 125 nm w
PH 7, co Sugérujp....wyst@powanie agregatéw, wigkszych w pH 7 ze wzgledu na zmniejszone
'odpychahie pbmiqdzy.czqsteczkami. Nie moge zgodzi¢ si¢, ze wigkszy rozmiar w warunkach
obojetnych jest wynikiem ,rozciggnigeia” fancuchow, gdyz mniejszy tadunek polielektrolitu

zwykle faworyzuje bard_iiej zwarte konformacje.

Kolejnymi mo.dyﬁkowanymi polielektrolitami byly biozgodne, polianion kwas

'hlaluronowy 1 pol1kat10n chitozan. ModyﬁkaCJa polegata na przylaczeniu laficuchéw

a1k1lowych poprzez w1qzame amidowe. Wyznaczony na podstawie analizy elementarnej
stoplen podstaw1en1a wynosﬂ od 1.5 do 4.5%, przy czym kwas hialuronowy byl modyfikowany
grupam1 Cé, C8 C121 C18 (tylko te dwa ostatnie przez autorke), a chitozan tylko C12,

- Syntezowane k0p011mery zostaly uzyte do tworzenia nanoemulsji poprzez wytrzasanie

lub somkacy; Impulsowq, obie metody prowadza do uvzyskania formulacji polidysperyjnych.

_J ako fazy olejowej uzyto toluenu lub n-oktadekanu. Emulsje tworzone przy udziale kopolimeru

PAMPS graﬂ-PVN byly silnie pohdyspersyjne 0 stosunkowo niskiej stabilnosci, co
wskazywa%o, ze gesto$é szezepienia byla za niska dla otrzymania stabilne; warstwy
adsorpcyjneJ na pow1erzchn1ach kropli. Tylko kopolimery o najwigkszej gestosci szczepienia

zapewnlaly zadowala_]qca stabllnosc Te stabilne rdzenie emulsyjne uzyto do enkapsulacji

A.techmkaf LbL z uzy01em ‘polielektrolitow PDADMAC i PSS. Uzyskano stabilne kapsuly
charakteryzujqce s1c; wysokxm potencjatem dzeta. W tak otrzymywanych kapsutach zamykano
.barwmk1 hydrofobowe, perylen i czerwien Nilu. Tutaj uwaga — liniowy wzrost rozmiaréw
:kapsu} sw1adczy 0 przyrosme kolejnych warstw, natomiast nie moze by¢ dowodem braku
agregacp Dowodem tym moze by¢ niezmiennosé ksztaltu rozktadu wielkosci kapsutek przy

systematycznym wzrodcie Sredniego rozmiaru.



* Zastosowanie kopolimeréw PAH-graft-PVN do wytworzenia nanoemulsji dato
znacznie lepsze wyniki. Emulsje byly bardziej monodyspersyjne o rozmiarze 50-100 nm
niezaleznie od pH: Zdolnosé do z'amykania substancji hydrofobowych zostata potwierdzona
p'oﬁrZéZ enkapsulacje perylenu. W kapsutach tych obserwowano wydajne przeniesienie energii

- 7 chromoforéw naftalenowych do perylenu.
""::":""dedlimery na bazie biozgodnego kwasu hialuronowego zostaly przez doktorantke
"ﬁﬁj&é‘-ﬁb"f‘orﬁmv&anié' emulsji kwasu oleinowego. Otrzymala polidyspersyjne emulsje o
tozmiarach w zakresie 150 — 800 nm, przy czym najlepszymi parametrami ze wzgledu na
rozmlar(lSO 200 nm) i stabilno$é okazaty si te stabilizowane kopolimerem z wszezepionymi
grupalm dodecylowyml (Hy-C12). Zastosowanie dhluzszych laficuchéw hydrofobowych
.prowadzﬂo do wickszych rozmiaréw kropli o mniejszej stabilnosci. Interesujagcym byloby
kontynuowanie badan pod katem wyznaczenia korelacji pomiedzy stopniem modyfikacji i
:dhi'gosma( taficucha’ alkilowego a rozmiarami i stabilnoscia uzyskiwanej emulsji. Wydaje sie, ze
optymalnq w tym ukladzie jest stabilizacja elektrosteryczna, tzn., kopolimer powinien silnie
'adsorbowac sie ha p0w1erzchn1 kropli, ale przyjmowa¢ czgsciowo konformacje typu ,,loop” i
,,tall” Przy krotkich grupach alkilowych mamy do czynienia ze zbyt slaba adsorpcja a przy
:dluglch gesto ‘szczepionych, z pelnym rozwinieciem taficucha polielektrolitu na pow1erzchn1
kroph ‘dlatego bardzer korzystne w tym przypadku jest stosowanie zwigzkéw o mniejsze]
‘ g¢8t0§01 podstaw1ema
' EmuISJe z rdzeniem Hy-C12 zostaly z powodzeniem zamkniete w powlokach
pohelektrolltowych tworzonych metoda LBL przy uzyciu kationowej i anionowej pochodnej
chitozanu. Nie ‘moge W pelni zgodzi¢ sic z opinia autorki odnosnie mniejsze]
b10kompatyb11nosc1 kapsutek, ktérych zewngtrzng powloke stanowi biozgodny polikation.
"'Okazuje sie, ze W testach cytotoksycznosci wykazuja one podobne efekty jak kapsutki z
"zewne;trznat warstwg polianionowa, a efekt toksyczny moze pochodzié tylko od wolnych
polikation6w obecnych w suspensji.

Badajac wplyw zmian pH na rozmiar kapsut (jak domys$la sig¢ recenzent byty to rdzenie
Hy-C12 bez powloki polielektrolitowej) doktorantka stwierdzita, ze obnizenie pH z 7 do 1.4
nie prowadzi do znaczacej destabilizacji pomimo spadku potencjatu dzeta praktycznie do zera,
na skutek protonacji grup karboksylowych kwasu hialuronowego (réwniez oleinowego).
Potwierdza to- hipotez¢ o istnieniu komponenty sterycznej w mechanizmie stabilizacji
nanoemulsp Podobnie stabilne emulsje uzyskano przy pomocy chitozanu modyfikowanego

grupami dodecylowymi.



. . Badania biodystrybucji byly prowadzone dla kapsutek Hy-C12 (recenzent domyéla sie,
7e. bez powiokl LbL), w ktorych zamknieto barwniki fluorescencyjne czerwien Nilu i rodaming
_B___(_czy_. nie uciekata do wody po enkapsulacji 7). Eksperymenty przeprowadzone na myszach
wykazaly,ze kapsuly akumulujg si¢ glownie w nastepujacych narzadach: watrobie, co moze
bj%é'eféktém obecndéci w tjrm narzadzie receptordw dla kwasu hialuronowego, w nerkach, ale
réwniei"w p}ucach co moze by istotne z punktu widzenia ich praktycznych zastosowan. Po
_wywolanlu u zw1erzqt do$wiadczalnych zapalenia, ktérego nastgpstwem jest uszkodzenie
| "_:érodbionka i zw1¢kszen1e przepuszczalno$ci naczyn, obserwowana byla zwigkszona
akumulacja kapsu% we. wszystkich narzgdach, szczegélnie w watrobie i w plucach przy

' spowolmemu ich usuwania z moczem. Stanowi to istotng przestanke do dalszych badan nad
' _zastosowanlem kapsu%ek z kwasem hialuronowym jako potencjalnych nos$nikéw dla celowanej
terapn srodblonka ‘watrobowego (LSEC) i plucnego.

Podsumowujqc stwierdzam, ze moja ocena pracy Pani mgr Joanny Szafraniec jest
jednoznaczme pozytywna. Doktorantka przeprowadzita szereg pracochtonnych badan, ktérych
_glownym, _ nowatorsklm osiggnigciem jest opracowanie metodyki tworzenia rdzeni
'nanokapsuiek _emulsyjnych, stabilizowanych amfifilowymi kopolimerami jonowymi.
' Otrzymane wyniki w sposéb niewstpliwy wzbogacajg nasza wiedzg w zakresie procesow
_-;n;q}syﬁkacp i enkapsulacji i mogg mie¢ zastosowanie praktyczne poprzez wskazanie drogi
'rOzﬁrbju noénikéw lekow opartych na nanokapsutkach polimerowych. Uwagi krytyczne
zawarte W recenzji maja w wigkszosci charakter dyskusji naukowej i maja pomoéc przy dalszym
‘Qpr_ac'(.)wahiu wynikéw i przedstawieniu ich w formie publikacji.

Uwazam, ze praca Pani mgr Joanny Szafraniec speinia wymogi formalne i
merytoryczne staw1ane pracom doktorskim w ,,Ustawie o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” i wnioskujg o jej dopuszczenie do
d_al_szyéh -etapdwprzewodu doktorskiego. Ze wzgledu na nowatorski charakter podjetej
terhatyki oraz osiagnigte rezultaty o potencjalnie duzym znaczeniu praktycznym wnioskuje tez

‘0 wyrbznienie rozprawy.
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