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pt.: ,Biodegradowalne kopolimery amfifilowe zawierajace naturalnie bioaktywne
sktadniki dla projektowania nowoczesnych materiatéw o aktywnosci

przeciwdrobnoustrojowej”

1. Tematyka rozprawy

Wraz z rozwojem technologii materiatéw polimerowych, inzynierii materiatowej i
nanotechnologii pojawity sie¢ mozliwo$ci wywarzania i charakteryzowania materiatow
0 szczegdlnych wiasciwosciach, dzieki ktorym znajdujg one coraz szersze
zastosowanie w medycynie. Stanowig one podstawe do tworzenia nowych metod
terapeutycznych dostosowanych do potrzeb kazdego pacjenta; poczawszy od
materiatéw na implanty ortopedyczne tworzonych "na miare” , az po nowe substancje
uzywane do produkcji lekéw. Ich stosowanie zwieksza przede wszystkim
skutecznos¢ leczenia. Miedzy innymi wydtuza okres prawidtowego funkcjonowania
implantéw, czy tez z powodzeniem umozliwia leczenie infekcji i chorob
nowotworowych.

Mimo tych osiggnie¢ oraz podwyzszonych standardéw leczniczych zakazenia
szpitalne nadal sg przyczyng powiktan pooperacyjnych, przedtuzajacych
hospitalizacji, a nawet $mierci pacjenta. Kazda rana, nawet najmniejsza, stanowi
zrédto zakazen, ktérych przyczyng sg drobnoustroje tj. bakterie, grzyby czy wirusy.
Stosowana woéwczas ogélnoustrojowa terapia antybiotykowa jest czesto

nieskuteczna. Dlatego wskazanym jest dostarczenie czynnika aktywnego



bezposrednio do miejsca zakazenia lub potencjalnego jego wystgpienia. Wymaga to
opracowania witasciwego noénika, ktory nie tylko ,doprowadzi” czynnik aktywny do
miejsca leczenia, lecz bedzie go dawkowat az do catkowitego wyleczenia zakazenia.
Miejscowe leczenie ma szczegdlne znaczenie w przypadku leczenia chorych
onkologicznych. Celowana terapia wspomaga proces leczenia, zwieksza efekt
terapeutyczny oraz zmniejsza skutki uboczne terapii przeciwnowotworowej poprzez
dostarczenie leku bezposrednio do komérek nowotworowych.

Prace na takimi ,inteligentnymi systemami dostarczania lekow” (ang. Drug Delivery
Systems, DDS) od wielu lat prowadzone sg w wielu o$rodkach naukowych na
Swiecie, wsrod ktorych jest rowniez grupa Pani Profesor El Fray. Prace badawcze
koncentrujg sie przede wszystkim na opracowaniu nosnikow, ktére obok substancji
czynnej, stanowig niezmiernie istotny element terapii celowanej. Zaréwno poszukuje
sie nowych materiatéw na no$niki jak rowniez opracowuje sie coraz to nowsze formy
takich nosnikow.

Do wytwarzania DDS, oprécz nielicznych substancji nieorganicznych, stosuje sie
gtdwnie materiaty polimerowe, ktére w $rodowisku organizmu cziowieka ulegajg
biodegradaciji. Poliestry tj. polilaktyd (PLA) i poliglikolid (PGA) i ich kopolimery, ze
wzgledu na biozgodno$¢ oraz mozliwo$¢ sterowania szybkoscig biodegradacji sa
jednymi z najczesciej badanych polimerédw w kontekscie zastosowania ich do
produkcji nosnikow lekéw. Inng interesujaca grupg materiatébw sg polimery
amfifilowe, ktére sktadajg sie z makroczasteczek zawierajgcych obok segmentow
hydrofobowych takze ugrupowania hydrofilowe. Ze wzgledu na swojg budowe w
Srodowisku wodnym wykazujg one zdolno$¢ do samoorganizacji i formowania
réznych tréjwymiarowych struktur. Zdolno$¢ tg miedzy innymi wykazuja naturalne
czagsteczki tj. lipidy, peptydy czy biatka. Na przyktad, lipidy w odpowiednim
srodowisku rozpuszczalnikéw sg w stanie zorganizowac sie , tworzac strukture 3D o
budowie rdzen-otoczka zwang liposomem. Witasnie ta zdolnosé materiatow
amfifilowych moze by¢ wykorzystana do enkapsulacji lekéw i tym samym do
wytwarzania DDS. Stato sie to motywacja do podjecia badan nad wytwarzaniem
nosnikow lekow z réznych polimeréw o wiasciwosciach amfifilowych tj. PEG-PLGA,
PEG-PCL, etc.. Materiaty te w zalezno$¢ od warunkéw samoorganizacji moga
tworzy¢ mikro- i nano-sfery lub kapsutki, micele, czy polimersomy, zamykajgc w

swojej strukturze czynniki biologicznie czynne.



W Swietle tych rozwazan mozna stwierdzi¢, ze tematyka pracy, ktéra dotyczy
opracowania nowych, biodegradowalnych polimeréw amfifilowych bardzo dobrze
wpisuje sie¢ w obecne trendy badan naukowych, ktérych celem jest wytwarzanie
nowych systemow dostarczania lekéw opartych na zastosowaniu zwigzkow
amfifilowych jako no$nikéw czynnikéw biologicznie czynnych. Dodatkowo celowe jest
zaproponowane w pracy wzbogacenia materiatu w sktadniki o aktywnosci

przeciwdrobnoustrojowej, wzmacniajgc tym samym skutecznos$é leczenia.

2. Struktura, cel i zakres pracy

Recenzowana praca napisana jest w jezyku polskim. Praca jest obszerna i z
dodatkami liczy 160 stron. Sktada sie z 7 gtéwnych rozdziatow, ktdre sg podzielone
na podrozdziaty. Zakonczona jest bogatg bibliografia, zawierajacg 192 pozycji
literaturowych, $cisle zwigzanych z tematykg rozprawy, wsrod ktorych sag takze
publikacje mgr. Joanny Gajowy. Praca jest bogata w ilustracje. Zawiera 73 rysunki
oraz 17 tabel. Uktad pracy jest poprawny i logiczny, zachowujgcy wiasciwa proporcje
czeSci wprowadzajgcej do tematu (literaturowej) i czesci badan wiasnych
(doSwiadczalnej).

Rozdziat I, Wprowadzenie, opisuje geneze pracy oraz gtéwny przedmiot badan
podjetych w rozprawie.

Rozdziat Il zawiera aktualny stan wiedzy w tematyce rozprawy przygotowany na
podstawie przegladu literaturowego. Autorka w sposob wtasciwy i wyczerpujacy
przedstawia dotychczasowe osiggniecia w zakresie polimerow amfifilowych, oraz ich
zastosowania do tworzenia no$nikéw lekéw. Opisuje proces samoorganizacji oraz
rézne formy, ktére w tym procesie mogg powstaé. Wskazuje réwniez obecne
kierunki rozwoju systemow dostarczania lekéw - DDS.

W dwaoch kolejnych rozdziatach Autorka definiuje cele oraz zakres pracy. Giéwnym
celem bylo (s.47 cytat) ,opracowanie technologii wytwarzania oraz ocena
wtasciwosci nowych biodegradowalnych, amfifilowych kopolimeréw o potencjalnym
wykorzystaniu w technikach medycznych, gtdwnie jako nosniki substancji
biologicznie aktywnych, w tym o wfasciwos$ciach przeciwdrobnoustrojowych”.
Drugim, definiowany przez Autorke celem poznawczym byto zbadanie i opisanie
zjawisk zachodzgcych w procesie samoorganizacji. Ponadto utylitarnym celem byto

wskazanie przydatno$ci opracowanych polimeréw do tworzenia nowych systeméw



dostarczania lekéw. Cele pracy sformutowano poprawnie. W pracy nie postawiono
Zzadnej tezy.

Rozdziat V zawiera opis czesci doswiadczalnej. Autorka opisuje uzyte do syntezy
surowce i substancie pomocnicze oraz zastosowane metody syntezy dwoch
materiatow polimerowych z udziatem dimeryzowanego kwasu tluszczowego (DLA):
czwartorzedowych soli aminowych (DLA-EDA-Tyr) oraz kopolimerow amfifilowych
zawierajgcych DLA, r6zne pochodne tyrozyny (DTR) oraz poli(glikol etylenowy) o
roznej masie molowe;.

Na podkreslenie  zastuguje zaproponowana i zrealizowana metodyka badan
wiasciwosci  otrzymanych materiatow polimerowych. Obejmowata ona szeroki
program badawczy, m.in. szczegétowe badania budowy chemicznej (spektroskopie
w podczerwieni FTiR, spektroskopie magnetycznego rezonansu jgdrowego 1H
NMR), oznaczanie masy czasteczkowej metoda chromatografii zelowej (GPC),
badania kalorymetryczne DSC. Otrzymane materiaty polimerowe poddano réwniez
testom degradacji hydrolitycznej oaz oceniano ich aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowg wobec bakterii (S.aureus E.coli i S.epidermidis) oraz
grzybéw (C.albicans).

Cennym elementem rozprawy jest cze$¢ metodyki opisujgca wytwarzanie mikrosfer i
nanosfer zawierajgcych odpowiednio antybiotyki i leki antynowotworowe. Otrzymane
sfery przebadane zostalty pod katem oceny ich morfologii, rozmiaréw oraz
uwalniania substancji aktywne;.

W kolejnym rozdziale, ktéry jest najobszerniejsza czescig rozprawy, Autorka
prezentuje wyniki przeprowadzonych badan biodegradowalnych kopolimeréw
amfifilowych zawierajacych bioaktywne sktadniki . Dyskusja uzyskanych rezultatéw
zawiera réwniez ich odniesienie do wynikéw publikowanych przez innych badawczy,
co $wiadczy o dojrzato$ci naukowej mgr. Joanny Gajowy.

Wiasciwg czes¢ rozprawy doktorskiej konczy rozdziat zawierajacy podsumowanie

przeprowadzonych badan oraz ptynace z nich gtéwne wnioski .

3. Ocena merytoryczna i uwagi krytyczne

Jak juz wczesniej nadmieniono tematyka rozprawy jest aktualna i wazna, zaréwno z
punktu widzenia zdobywania nowej wiedzy jak i praktycznego zastosowania wynikéw
badan. Znakomicie wpisuje sie w nowoczesne kierunki badan w obszarach

nanotechnologii, inzynierii biomateriatébw i technologii materiatéw polimerowych.



Prezentowana rozprawa jest dobrym przyktadem pracy eksperymentalnej, ktéra
zawiera zaréwno synteze nowych materiatéw, ich petng charakterystyke, jak tez
prébe uzycia nowo opracowanych biomateriatow do wykonania wyrobu medycznego
— systemu dostarczania lekéw, oraz sprawdzenie jego dziatania tzw. ,proof of
concept”. Zaplanowany bardzo ambitny program badan zostat w petni zrealizowany.
Autorka wykazata sie wiedzg i umiejetnosciami w zakresie syntezy kopolimeréw na
bazie dimeryzowanego kwasu ttuszczowego i ich doktadnej charakteryzacji z
zastosowaniem zawansowanych technik badawczych, co podnosi znaczaco poziom
naukowy rozprawy. Opracowata metode wytwarzania amfifilowych kopolimerow
blokowych poli(alifatyczno/aromatycznych estro-amido-eteréw, PAAEAE) o dwéch
liczbowo $rednich masach czgsteczkowych (35kDa i 21 kDa), co jest najwiekszym
osiggnieciem w pracy. Badania kalorymetryczne DSC wykazaty, ze wprowadzenie
struktury oligoestrow PEG powoduje obnizenie temperatury topnienia oraz spadek
krystalicznosci. Podobne zachowanie kopolimeréw amfifilowych obserwowali inni
badacze. Budowa chemiczna i wigkszosciowy udziat fazy amorficznej powodowat
wysokg okoto 30% absorbcje roztworu SBF. Ponadto w wyniku degradagii
powstawaty produkty zasadowe zwiekszajgce pH do 7.9. Na podkreslenie zastuguja
nie opisywane dotychczas w literaturze przedmiotu wyniki badan aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej materiatébw polimerowych zawierajgcych dimer kwasu
tluszczowego. Szybsza dyfuzja DLA z kopolimeru zwiekszata jego aktywno$é
bakteriobdjczg. Whasciwosci przeciwdrobnoustrojowe potwierdzono réwniez dla
mikrosfer zawierajgcych antybiotyki. Potwierdza to osiggniecie zamierzonego
gtéwnego celu projektu.

Istotnym wynikiem prac Autorki byto otrzymanie nanosfer o réznej wielkosci w
zaleznosci od uzytego do ich wytworzenia polimeru oraz jego odziatywania z
hydrofobowym/hydrofilowym lekiem. Dodatek hydrofobowej doksorubicyny skutkowat
formowaniem wiekszych czastek niz w przypadku, gdy zamykano w czgstkach
karboplatyne. Analizujgc profile uwalania lekéw antynowotworowych uzyskano
najkorzystniejsze rezultaty dla kompolimeréw DTE-DLA-PEG2000/mPEG5000.
Otrzymane systemy uwalniajg doksorubicyne znacznie wolniej, niz inne polimerowe
nosniki opisywane w literaturze przy poréwnywalnej efektywnosci enkapsulacji. Jest
to istotne osiagniecie Autorki, ktére pozwala stwierdzi¢, ze otrzymane przez Nig
materiaty polimerowe mogg stanowi¢ dobrg alternatywe dla obecnych biomateriatow

stosowanych na systemy dostarczania lekow.



Na podkreslenie zastuguje takze fakt, ze cze$é badan Autorka zrealizowata podczas

stazu w znanym osrodku naukowym w USA, zdobywajgc tym samym istotne dla jej

kariery naukowej doswiadczenie.

Czytajac prace nasuwajg sie pewne uwagi krytyczne i pytania:

1) Temat pracy nie do korica odzwierciedla obszerny zakres prac badawczych.

o)

6)

7)

W pracy oprocz nowoczesnych materiatéw o] aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowe;j opracowano rowniez nosniki lekéw
antynowotworowych.

Brak jest wyraznie zdefiniowanych zatozen jakie cechy powinny posiadac¢
nowoczesne materiaty o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej oraz no$niki
lekow antynowotworowych.

Brakuje badan biologicznych oceniajacych biozgodno$é opracowanych
materiatow.

W przypadku potencjalnych zastosowan opracowanych polimeréw np. jako
pokrycia antybakteryjne nalezatoby wyznaczy¢ ich wtasciwosci mechaniczne.
Czasy przeprowadzonych badan degradacji (14dni) i uwalniania lekow (12
dni) wydajg sie zbyt krétkie. Jakie byty przestanki do skrécenia tych badan?
Rozktady nanoczastek prezentowane w tabeli 15 i wykresach 67-69 nie s3
spojne. Ponadto w przypadku zamykania doksorubicyny widoczny jest
bimodalny charakter rozktadu. Skad to wynika? Czy z tendencji do
aglomeracji nanoczastek?

Wielko$¢ otrzymanych nanoczastek prezentowana na wykresach i zdjeciach z
TEM przekracza czesto przyjmowane w literaturze optymalne rozmiary dla
terapii antynowotworowej. Czy jest wiec szansa na otrzymanie nanoczastek o
mniejszych srednicach?

W tabeli 12 i 13 podano procent zahamowania wzrost bakterii oraz procent
zywych bakterii przez polimerowe mikrosfery. Co oznacza 66% zahamowania
i 6% zywych bakterii w czasie 0h? | dlaczego te procentu utrzymujg sie w
kolejnych punktach pomiarowych?

Dlaczego na Rys. 75 model obrazujacy kinetyke pierwszego rzedu w

przyjetym uktadzie wspotrzednych nie jest linig prostg?



10) Stwierdzenie ze strony 131, ze na podstawie danych R*2 z tab. 16 najlepsze
dopasowanie profilu uwalniania KPt z nanono$nikow otrzymano dla modelu
kinetyki pierwszego rzedu jest zastanawiajace biorac pod uwage zbieznosé
R”2 dla wielu modeli?

11) W pracy brakuje petnej analizy statystycznej wynikéw. Autorka czesto podaje,
ze wielkosci réznig sie znaczaco dla dwoch réznych materiatéw, jednak nie

podaje na jakim poziomie istotnosci byto to wyznaczone.

Biorac pod uwage strone edytorskg pracy, stwierdzam, ze praca napisana jest
starannie oraz poprawnie pod wzgledem jezykowym. Autorka nie ustrzegta sie
jednak drobnych btedéw np.

- nastr. 32 brakuje dokonczenia zdania: cyt. ... skutkuje tworzeniem sie [76]..”

- nastr. 391 109 powinno byé¢ i inni” a nie ,et al.,”

- nastr. 46, to jeszcze ,cze$¢ literaturowa” a nie ,Cel i zakres pracy”

- nastr. 60, powinno by¢: ,Proces byt prowadzony w pieciu etapach”

- na Rys. 62, brakuje oznaczen P1, P2 etc.

- nastr. 69, powinno by¢ mikroskopii $wietine;.

Chce podkresli¢ jednak, ze powyzsze uwagi do dyskusji oraz usterki jezykowe nie
obnizajg mojej wysokiej oceny rozprawy doktorskiej mgr inz. Joanny Gajowy.
Autorka wykazata sie duzg wiedzg teoretyczng oraz praktyczng z zakresu
wytwarzania i charakteryzowania polimeréw amfiflowych. Na uwage zastuguja
umiejetnosci Autorki dotyczace planowania i realizacji badan eksperymentalnych.
Wielowatkowo$¢ problematyki badawczej wymagata od Doktorantki wykorzystania
szeregu nowoczesnych metod i urzadzen badawczych (tj. FTiR, NMR, DSC, TEM i
zlozone badania biologiczne). W konsekwencji badan, opracowata metode
wytwarzania biodegradowalnych amfifilowych kopolimeréw blokowych
poli(alifatyczno/aromatycznych estro-amido-eteréw, PAAEAE), ktore potencjalnie
mogg znalez¢ praktyczne zastosowanie w medycynie jako materiaty na nosniki

lekéw. To jeden z elementdéw nowatorskich w tej pracy, ktéry wart jest podkres$lenia.

Podsumowujac stwierdzam, ze opiniowana rozprawa doktorska posiada wiele

aspektow poznawczych i stanowi oryginalny wktad Autorki w rozwdj dziedziny



biomateriatow, w szczegdlnosci wytwarzania i charakteryzowania nowych polimeréow

amfifilowych oraz otrzymywanych na ich bazie mikro- i nano-nognikéw lekéw.

4. Wniosek koncowy

Uwzgledniajgc powyzsza opinie, uwazam, ze rozprawa Pani mgr inz. Joanny Gajowy
pt.: ,Biodegradowalne kopolimery amfifilowe zawierajace naturalnie bioaktywne
skladniki dla projektowania nowoczesnych materiatéw o aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej”, spetnia wszystkie wymogi stawiane pracom doktorskim
zgodnie z Ustawg o Stopniach Naukowych i Tytutach Naukowych z dnia 14.03.2003r.
i moze by¢ dopuszczona do publicznej obrony.



