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WPROWADZENIE

Opracowywanie innowacyjnych systemow dostarczania lekow (ang. Drug Delivery Systems,
DDS) jest obecnie przedmiotem zainteresowania szeregu renomowanych osrodkow badawczych na
Swiecie. Systemy te projektuje si¢ zgodnie z przyjetymi kryteriami, by dany nosnik stanowit
skuteczng ochrong substancji aktywnej przed degradacjg i zapewnil jej zadang pojemnosé
zatadunkows dla wymaganej biodystrybucji w tkankach docelowych. Dodatkowo oczekuje sig, by
DDS o skali mikro- lub nanometrycznej dostarczal substancje aktywna w sposéb kontrolowany i
z wykluczeniem przedwczesnego jej uwalniania. Dodatkowo wymogiem jest, by nosnik byl
biokompatybilny (tutaj gtéwnie: bez wywolywania odpowiedzi immunologiczne] i negatywnych
skutkéw stosowania) i biodegradowalny (tutaj: po zakoriczeniu dziatania terapeutycznego, by nosnik
ulegat rozkladowi pod wplywem czynnikéw fizjologicznych/enzymatycznych do substancji
nietoksycznych). Tematyka pracy doktorskiej mgr Marii Zatorskiej-Plachty, dotyczaca badan nad
procesami enkapsulacji wybranych lekéw modelowych w polimerowych mikro- i nanonosnikach,
doktadnie wpisuje sie w wyzej zasygnalizowany obszar aktywnosci naukowej.

Mgr Maria Zatorska-Plachta wykonala swojg pracg doktorska pod kierunkiem dr. hab.
Mariusza Kepczynskiego, prof. ucz., w Zakladzie Chemii Fizycznej i Elektrochemii, na Wydziale
Chemii Uniwersytetu Jagicllonskiego w Krakowie. Jako poklosie zaangazowania badawczego,
Doktorantka jest wspotautorem 7 artykutéw z listy JCR, z czego 2 (Int. J. Pharm. i ACS Omega —
dotycza zakresu pracy doktorskiej, a takze 14 komunikatow konferencyjnych, w tym 6 — na
miedzynarodowych. Czeé¢ materiatu jest w przygotowaniu do wyslania do redakcji. Recenzowana
praca doktorska zostala wykonana zar6wno w ramach grantu NCN (OPUS 11, nr DEC-

2016/21/B/ST5/00250), jak i dotacji dodatkowych.
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OPINIA MERYTORYCZNA

Materia treSciowa rozprawy obejmuje 170 stron i jej zamyst kompozycyjny skiada sig
z tradycyjnego wstepu teoretycznego oraz czterech integralnych czgsci eksperymentalnych, starannie
oméwionych proceduralnie, dobrze umotywowanych i zinterpretowanych. Bardzo bogata
bibliografia obejmuje 214 pozycji anglojezycznej swiatowej literatury. Zrédta literaturowe stanowig
merytorycznie uzasadniong dokumentacj¢ dziatan naukowo-badawczych podjetych przez
Doktorantke. W czgsci teoretycznej pracy Autorka w sposob kompetentny dokonala opisu
zagadnien, zwiazanych ze stanem wiedzy na temat: (i) polimeréw i ich zastosowan; (ii) budowy i
specyfiki wybranych polimerowych nosnikow lekéw (tutaj: micele polimerowe, polimerosomy,
poligonowe pecherzyki, koacerwaty i kompleksy polielektrolitowe oraz mikrosfery polimerowe);
(iif) cech enkapsutowanych substancji bioaktywnych. Czgs¢ literaturowa dowodzi dobrej znajomosci
omawianych zagadnien przez Autorke.

Gléwnym celem recenzowanej pracy doktorskiej byla ocena efektywnosci enkapsulacji
wyselekcjowanych czynnikéw aktywnych typu kropki kwantowe, enzym inwertaza, celekoksyb lub
kurkumina, w strukturach polimerowych o rozmiarach mikro- i nanometrycznych. Skladniki
budulcowe struktur polimerowych stanowily pary polielektrolitow (polijonéw) obdarzonych
przeciwnymi tadunkami, homopolimery, a takze amfifilowe kopolimery blokowe. Koncepcja
recenzowanej dysertacji oparta jest na nastepujacym zalozeniu: zaprojektowanie i wytworzenie
efektywnego nosnika polimerowego jest dziataniem zindywidualizowanym dla uktadu: polimer-lek,
wymagajacym okreslenia wplywu szeregu parametrow natury strukturalnej i termodynamicznej na
proces zamykania w strukturach nosnika, a nastgpnie uwalniania w wymaganym miejscu dziatania.
I stosownie do tak ustawionego wektora badawczego, Doktorantka skupila si¢ zaréwno na
kompleksowej charakterystyce fizykochemicznej zaprojektowanych mikro- i nanouktadéw, jak i na
opracowaniu  najefektywniejszej ~ procedury  enkapsulowania ~w  nich modelowych
terapeutykéw/czynnikéw diagnostycznych. W szczegdlnosci podstawowymi elementami oceny byly:
analiza rozmiarow i morfologia noénikéw, ocena zmiany hydrofobowosci bloku budulcowego,
ocena stabilnosei koloidalnej i kinetyki uwalniania leku in vitro a czgsto i wyznaczenie parametrow
termodynamicznych oddziatywan pomigdzy komponentami nanoukladu czy stalej réwnowagi
procesu wnikania leku. Na szczegolng uwagge zashugujg badania dystrybucji przestrzennej substancji
aktywnej w mikroczastkach, ktére pozwalaja wyjasni¢ problem z obserwowang w literaturze niska
efektywnoscig enkapsulacii.

Ponizej opisane uktady byly przedmiotem kompleksowej oceny Doktorantki w odniesieniu
do wyzej opisanych celow szczegotowych:

1. Mikroczastki koacerwatowane wytwarzane poprzez potgczenie wodnych roztworow przeciwnie
natadowanych polimeréw, takich, jak: poli(chlorek (3-(metakryloiloamino)propylo)-
trimetyloamoniowy (PMAPTAC) i poli(2-(akryloamido)-2-metylopropanosulfonian sodu)
(PAMPS) o roéznych dlugosciach tafcucha polimerowego: PMAPTAC16/PAMPSI18,
PMAPTAC147/PAMPS142 oraz para kopolimerow z blokiem poli(glikolu etylenowego)
(PEG): PEG14-PMAPTACI154/PEG14-PAMPS153. W  otrzymanych mikroczgstkach
enkapsutowano najpierw kropki kwantowe (QDs) funkcjonalizowane grupami karboksylowymi,

ze wzgledu na ich potencjal jako znaczniki fluoroscencyjne. W omawianych mikrostrukturach
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polimerowych immobilizowany byt réwniez enzym — inwertaza, katalizujacy reakcje hydrolizy
sacharozy do glukozy oraz fruktozy.

2.Nanoczastki polimerowe (zwane przez Doktorantk¢ nanostrukturami), zbudowane
z amfifilowych kopolimeréw blokowych (PEG-PLGA oraz PEG-PLLA), ktorych ugrupowania
hydrofobowe, pozyskuje si¢ z odnawialnej bazy surowcowej (tj., poli(L-laktyd) (PLLA) lub
poli(laktyd-ko-glikolid) (PLGA)), za$ syntetyczny poli(glikol etylenowy) to ugrupowanie
hydrofilowe. Powyzsze nanono$niki, otrzymane za pomocg metody wymiany rozpuszczalnika,
wykorzystano do enkapsulacji celekoksybu (CEL) - niesteroidowego leku przeciwzapalnego i
przeciwbolowego, trudno rozpuszczalnego w wodzie.

3. Nano- i mikroczastki, wytwarzane za pomocg techniki wymiany rozpuszczalnika, zbudowane
z dwoéch typéw kopolimeréw: poli(2-(metakryloilooksy)-etylofosforylocholina)-b-poli(D,L-
laktyd) (PMPC-PDLLA) lub polistyren-b-poli(kwas akrylowy) (PS-PAA). W ww. nosnikach na
etapie ich wytwarzania, enkapsutowano kurkuming (CUR), hydrofobowy fitofarmaceutyk o
dziataniu przeciwbakteryjnym oraz przeciwnowotworowym.

Przechodzac do oceny wynikéw, uzyskanych przez Doktorantke, nalezy podkresli¢ ogromny
wklad pracy wymagajgcej szczegélnej skrupulatnosci i zachowania dyscypliny badawcze;.
Zrealizowanie zalozonych ambitnych planéw naukowo-badawczych uznajg¢ za sukces Doktorantki.
W mojej ocenie szczegdlnymi atutami pracy mgr Marii Zatorskiej-Plachty sg nastgpujgce wyrdzniki:

1. Zgodnie z literaturg przedmiotu recenzowana praca doktorska ma elementy nowosci naukowe;.
Kluczowe wyniki, stanowigce odniesienie do celu i zakresu pracy, zostaly w czescei
opublikowane w czasopismach naukowych JCR (o czym jest wzmianka we wstepie recenzji). .
Osiagniecia Autorki sg cenne w $wietle nowego wktadu do literatury przedmiotu i godne
podkreslenia.

2. Doktorantka udowodnila, ze do enkapsutowania kropek kwantowych oraz immobilizowania
inwertazy najbardziej dogodne sg mikroczastki koacerwatowane z PMAPTAC147 i PAMPS142
ze wzgledu na najwickszg stabilnos¢. Procedura przygotowania bez uzycia rozpuszczalnikow
organicznych oraz dobra wydajno$¢ procesu enkapsulacji substancji aktywnych s atutem
w réznych aspektach — przy stosowaniu ukladow jako modeli oddzialywan pomigdzy
polielektrolitami obdarzonymi przeciwnymi tadunkami, jako nosniki w nanoteranostyce czy
w naukach biomedycznych.

3. W odniesieniu do zamykania celekoksybu w polimerowych nanoczgstkach PEG-PLGA oraz
PEG-PLLA badania wykazaly, ze kluczowa rol¢ w usprawnianiu procesu odgrywaja
oddziatywania pomiedzy lekiem a polimerem; samo zwigkszenie diugosci bloku
hydrofobowego wykorzystywanego kopolimeru nie daje satysfakcjonujacych wynikéw. Dzigki
badaniom, wykorzystujacym reakcjg enzymatyczng katalizowang przez cyklooksygenazg 2,
Doktorantka udowodnita, ze proces enkapsulacji celekoksybu w hydrofobowym srodowisku
mikroheterogenicznym nie obniza jego aktywnosci terapetycznej, co moze okaza¢ si¢ przydatne
dla potencjalnych zastosowan biomedycznych z uzyciem CEL.

4, Nanoczgstki zaréwno kopolimeru PMPC-PDLLA, jak i PS-PAA mogg stanowi¢ dogodne
nanonoéniki dla kurkuminy; pozwalaja na efektywng jej enkapsulacjg w niszach

hydrofobowych, a sposéb ich wytwarzania nie wymaga zastosowania toksycznych
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rozpuszczalnikéw organicznych. Te rozdzialy dysertacji uwazam za najbardziej interesujgce

doniesienia. Wyniki eksperymentalne dodatkowo zostaly potwierdzone symulacjami metoda
dynamiki molekularnej dla uktadow modelowych zawierajacych CUR oraz PS lub PDLLA. W
przypadku PDLLA kurkumina umiejscawia si¢ gtdwnie na peryferyjnych fragmentach struktury
noénika, podczas gdy w PS jest ona roztozona bardziej rownomiernie w calej jego objgtosci.
5.Doktorantka w swoich eksperymentach stosowata prawidlowa metodologie badawcza —
przyktadowo s to: dynamiczne rozpraszanie $wiatla (ang. Dynamic Light Scattering, DLS),
mikroskopia sit atomowych (ang. Atomic Force Microscopy, AFM), kriogeniczna transmisyjna
mikroskopia elektronowa (ang., Cryogenic Transmission Electron Microscopy, cryo-TEM),
spekrofotometria, spektrofluorymetria, konfokalna laserowa mikroskopia skaningowa (ang.
Confocal Laser Scanning Microscopy, CLSM), mikroskopia optyczna, mikroskopia kata
Brewstera (ang. Brewster Angle Microscopy, BAM), izotermiczna kalorymetria titracyjna (ang,
Isothermal Titration Calorimetry, ITC), a takze turbidymetria. Procedury syntetyczne, metody
analityczne i techniki obliczeniowe sa wybrane prawidtowo i zgodnie z aktualna wiedza.
Opisane powyzej badania majg charakter studiow interdyscyplinarnych, wymagajgcych od
Doktorantki dobrego przygotowania i wiedzy z zakresu kilku gat¢zi chemii. Nalezy podkresli¢, ze
opanowata Ona w bardzo dobrym stopniu zaréwno podstawy fizykochemiczne, jak i uzyskala
kompetencje instrumentalne, umozliwiajace prawidtowy dobér i wykonanie procedur syntetycznych
i analitycznych, a takze interpretacj¢ wynikow.
Z obowiazku recenzenta pragne zwroci¢ uwage na pewne istotne watki w pracy, ktore warto
mieé¢ na uwadze w przysziych badaniach. Ponizej wykaz pytan (stricte o charakterze dyskusyjnym),
wobec ktorych oczekuje ustosunkowania si¢ przez Doktorantke w trakcie obrony:

e Czym rozni sie kompatybilno$é chemiczna od biologicznej no$nikéw terapeutykow?

e Doktorantka czesto uzywa ogdlne formy, typu ,nano- lub mikrostruktury polimerowe™, na
okre§lenie otrzymanego nosnika i czesto nie ma w rozdziale ich nazwy jednoznacznej. Jakie
doktadnie typy nosnikéw lekéw byly przedmiotem badan Doktorantki w Rozdziatach I, II, II i
IV - jako wynik budowy amfipatycznej stosowanych polimerowych blokéw budulcowych?

e Czy w oparciu o uzyskane wyniki mozna opracowa¢ zbior wytycznych, tj., materialu w rodzaju
algorytméw postepowania, umozliwiajacych wytworzenie dogodnego no$nika dla danej
substancji i zadanej dolegliwosci/choroby?

WNIOSEK KONCOWY

W podsumowaniu stwierdzam, ze praca doktorska mgr Marii Zatorskiej-Plachty catkowicie
speflnia wymagania stawiane pracom doktorskim (w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 .
poz. 1789) oraz art. 179 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawg — Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 30 sierpnia 2018 r. poz. 1669) i wnosz¢ do Rady
Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego o  dopuszczenie Kandydatki do
dalszych etapow przewodu dol<t91'skieg0.
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