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pracy doktorskiej Pana mgr Bartlomieja Kosta

zatytulowanej: ,,Supramolekularne polilaktydy jako potencjalne no$niki
zwigzkow biologicznie aktywnych”

Praca doktorska Pana mgr Bartlomieja Kosta zostala przygotowana w Zakladzie
Chemii Polimeréw Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych Polskiej Akademii
Nauk w Lodzi pod opieka promotorskg Pana dr hab. Tadeusza Bieli, prof. CBMiM PAN i
Pana dr inz. Marek Brzeziniskiego, petnigcego funkcje promotora pomocniczego.

Celem badan realizowanych w ramach pracy doktorskiej byto otrzymanie nowych
supramolekularnych materiatéw polimerowych i wykazanie ich przydatnosci jako no$nikéw
substancji biologicznie aktywnych.  Szczegblnym obiektem badan byly materiaty
otrzymywane z gwiezdzistych polilaktydow modyfikowanych p—cyklodekstryna,



wprowadzang do makroczasteczki w procesie polimeryzacji, w ktorym to procesie,
metylowana pochodna B-cyklodekstryny pelnila role inicjatora polimeryzacji laktydu. W
wyborze obiektu badan Doktorant kierowa si¢ potrzebg optymalizacji wlasciwosci
polimerowych no$nikow substancji biologicznie aktywnych. Zatozyl, ze uklady te powinny
by¢ przygotowane z mozliwie dobrze zdefiniowanych, biozgodnych i biodegradowalnych
komponentow, a jednoczesnie umozliwiaé efektywng enkapsulacje molekul substancji
biologicznie aktywnych, ich ochrone przed czynnikami $rodowiskowymi i kontrolowane
uwalnianie. W tym kontek$cie uzasadnione jest Jego zainteresowanie modyfikowanymi
cyklodekstryng polilaktydami umozliwiajacymi enkapsulacje substancji aktywnych poprzez
tworzenie komplekséw inkluzyjnych i ich stabilizacje poprzez tworzenie stereokompleksow
przez enancjomery poli-L-laktydu (PLLA) i poli-D-lakktydu (PDL).

Cel badan zostal dobrze zarysowany, a obiekt badawczy racjonalnie wybrany.
Tematyka pracy jest wazna i dobrze wpisuje si¢ w aktualne nurty badan dotyczacych

poszukiwania nowych biomaterialow, w tym efektywnych i bezpiecznych noénikéw lekow.

Rozprawa doktorska zostala przedstawiona w postaci cyklu 4 publikacji (3 prace
oryginalne i 1 przeglagdowa) opublikowanych w specjalistycznych czasopismach naukowych
o cyrkulacji migdzynarodowej (faczny IF = 14.196), uzupelionego autoreferatem. O
kluczowej roli Doktoranta w badaniach, ktérych wyniki sg przedmiotem tych publikacji
swiadczy, znajdujaca si¢ w dokumentacji, tres¢ oswiadczen wspotautoréw oraz fakt, ze we
wszystkich tych publikacjach jest On pierwszym autorem, a w trzech z nich, takze autorem
korespondencyjnym. Nie mam wigc watpliwosci, ze przedstawione publikacje stanowig
oryginalny dorobek naukowy Pana mgr Kosta 1 spelniajg kryteria formalne stawiane
rozprawom doktorskim.

Ocena merytoryczna przedstawionej rozprawy jest ulatwiona tym, ze tworzace ja
prace byly juz poddane ocenom recenzentéw powolanych przez redakcje czasopism, w
ktoérych zostaly one opublikowane.

Istotne aspekty oceny rozprawy doktorskiej dotycza poszukiwania odpowiedzi na
pytanie o jej spdjnos¢ tematyczng oraz o to czy przedstawione w publikacjach wyniki badan
pozwolity na zrealizowanie zalozonego celu. Analiza przestawionych materiatéw pozwala mi
na udzielenie pozytywnych odpowiedzi na oba te pytania.

Etapem wyjsciowym, laczacym wszystkie realizowane przez Doktoranta nurty
badawcze, byla synteza serii, charakteryzujacych sie dobrze kontrolowanymi masami

czgsteczkowymi i niskimi stopniami dyspersji, gwiazdzistych polilaktydéw w procesie



polimeryzacji laktydu. Przebiegajacy z otwarciem pierscienia laktydu proces katalizowany
byl przy uzyciu oktanianu cyny (Sn(Oct)2), a inicjowany metylowang-p-cyklodekstryng
(MBCD). Celem uzyskania materialu odniesienia — nie posiadajacego zdolnosci do
tworzenia komplekséw inkluzyjnych, polimeryzacje laktydu inicjowat Doktorant przy
uzyciu dipentaerytrytolu (DPE). Otrzymane materialty poddal starannej charakteryzacji
stosujgc szereg fizykochemicznych technik badawczych.

W  badaniach  wszystkich komplekséw inkluzyjnych substancji biologicznie
aktywnych wykorzystal techniki spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego (1D
NMR, 2D NMR, ROESY NMR) oraz spektrometrii masowej z detekcja ruchliwosci jonow
(IM-MS).

W poszezegolnych etapach badan otrzymane materiaty postuzyty Panu mgr Kostowi
do otrzymania kolejno: nanostrukturalnych i mikrostrukturalnych no$nikow wybranych

lekow oraz bioaktywnych (antybakteryjnych ) wtoknin.

W pracy, ktéra zostata opublikowana w European Polymer Journal, 120, 109 271,
2019, Doktorant przedstawil wyniki badan dotyczace otrzymywania i zastosowania
nanostrukturalnych  ukladéw  potencjalnie przydatnych do  dostarczania lekéw
antynowotworowych. Stosujagc metode strgceniowg  (nanoprecipitacja)  otrzymat
nanoczastki z modyfikowanych cyklodekstryna polilaktydéw oraz z polilaktydow, ktorych
polimeryzacje inicjowat przy uzyciu DPE. Otrzymywane obiekty stabilizowane byly
wprowadzonym do uktadu biokompatybilnym surfaktantem polimerowym i  mialy
pozadane rozmiary  ($rednica 100-175 nm), niskie stopnie dyspersji oraz wykazywaly
stabilnos¢ w buforze fosforanowym w temperaturze 37°C. Nanoczastki zawierajgce
struktury cyklodekstryny wykazywaly zdolnos¢ do niezwykle efektywnej, bo przekraczajgcej
90%, enkapsulacji doksorubicyny (DOX) (leku przeciwnowotworowego).  Fakt, ze
nanoczastki przygotowane z polilaktydu otrzymanego w obecnosci DPE nie solublizowaty
DOX stanowit potwierdzenie kluczowej roli oddzialywan supramolekularnych w tym
procesie, a takze wskazal na lokalizacje leku we wnekach otrzymanych nanostruktur.
Przydatnos¢ nanoczastek jako potencjalnych uktadéw do dostarczania DOX  wykazat
Doktorant obserwujac  kontrolowane diugotrwale i efektywne (siegajace 80 % po 80
godzinach eksperymentu) uwalnianie leku oraz prowadzgc badania biologiczne. W badaniach
in vitro wykorzystat dwie nowotworowe linie komoérkowe (HeLa i K562) i wykazat pozadang
cytotoksycznos¢ DOX uwalnianej z nanoczgstek w tych komadrkach. Zaobserwowal ponadto

wyzszg cytotoksycznosé DOX wprowadzanej do komoérek Hela w postaci nanoczastek



sporzadzonych ze stereokomplekséw w pordwnaniu z tg notowang dla nanoczastek
otrzymywanych z enancjomerow PLA, a takze wykazywana przez wolng doksorubicyng.
Efekt ten wyjasnit dobrg kontrola profilu uwalniania, ktéra zapewnia szczegélna stabilnosé
strukturalna  stereokompleksow.  Stabilnos¢ ta byla uzyskiwana dzigki fizycznemu
sieciowaniu lancuchow polimerowych przebiegajgcemu z udzialem tworzacych sig
pomigdzy nimi wielocentrowych wigzan wodorowych. Co wazne, wykazal, ze mechanizm
dzialania ukladéw nanoczasteczkowych i wolnej doksorubicyny jest podobny - lek lokowany
jest glownie w jadrach komodrkowych, co powinno zwigkszy¢ efektywno$é procesu
terapeutycznego. Podzielam opinig Doktoranta dotyczace potencjalnej praktycznej
przydatnosci otrzymanych uktadéw nanostrukturalnych lecz bez przeprowadzenia badan in

vivo trudno przesadzi¢ o ich efektywnosci i bezpieczenstwie.

W pracy opublikowanej w Materials Today Communications 25, 101 605, 2020,
Doktorant przedstawit wyniki badan dotyczace otrzymywania mikroczastek do
kontrolowanego dostarczania atropiny w postaci preparatu podawanego do oczu. Motywacja
do podjecia tych badan byta obserwacja dotyczaca wysokiej toksycznosci ogolnej atropiny i
jej ograniczonej rozpuszczalno$ci w srodowisku wodnym. W wyniku spontanicznego
wytracania ( w obecnosci atropiny) stereokompleksow gwiazdzistych: poli-L-laktyu i poli-
D-laktydu, w ktorych rdzenie zbudowane byly z metylo- B-cyklodekstryny lub z DPE ,
Doktorant otrzymal mikroczastki o érednicy okoto 2 pum. Wykazal, ze atropina jest
obecna w utworzonych mikroczastkach. Mam kilka kwestii dotyczacych omawianych
badan, ktére cheiatlabym przedyskutowaé z Doktorantem. 1) Nie jest dla mnie jasne dlaczego
wydajnos$¢ enkapsulacji atropiny jest taka sama w obu typach mikroczastek (zawierajgcych i
nie zawierajacych  cyklodekstryny), chociaz jak wykazaly obliczenia teoretyczne i
przeprowadzone badania doswiadczalne, atropina tworzy kompleksy gosé —gospodarz z
cyklodekstryng. Nie wyjasnia tej obserwacji takze cytowana w omawianej publikacji praca
odniesienia.  Analiza wynikéw badan Doktoranata, w szczeg6lnosci obserwowana zmiana
morfologii powierzchni mikroczastek otrzymywanych w obecnosci atropiny sugeruje, ze
atropina adsorbuje si¢ oraz solubilizuje w materiale polimerowym zlokalizowanym glownie
na powierzchni mikroczastek  (zaréwno w matrycy jak i we wnekach cyklodekstryny).
2) Mam watpliwoé¢ dotyczaca metody badania toksycznosci otrzymanych mikroczastek
wykorzystujace] do tego celu komorki nowotworowe zamiast komodrek prawidlowych.
3) Rozwazajac, jak czyni to Doktorant, mozliwo$¢ aplikowania mikroczgstek jako preparatu

do oczu, koniecznym byloby otrzymanie stabilnej dyspersji mikroczgstek. W pracy nie



znajduj¢ refleksji dotyczacej tego zagadnienia. 4) Nie jest takze jasne czy uzyskany profil
uwalniania jest optymalny dla tej drogi podania; dawka leku podawanego do oczu powinna
zapewniaé stéZenie terapeutyczne bezposrednio po podaniu i w relatywnie krotkiej skali
czasowej. Badania farmakokinetyki lekéw podawanych do worka spojéwkowego oczu
wskazuja, ze preparaty ciekle usuwane sg w ciggu 5-6 min, a najdtuzej utrzymujaca si¢ tam
mas¢, w czasie nie dtuzszym niz 2 godziny. Preparaty o przedluzonym dziataniu wprowadza
si¢ natomiast nie w postaci roztworu czy dyspersji a w postaci implantéw lub wktadek
(insertdw).  Analiza profili krzywych uwalniania atropiny sugeruje, ze otrzymane przez
Doktoranta materialy moglyby by¢ przydatne w takich rozwigzaniach terapeutycznych, lecz w

pracy brak wzmianki dotyczacej takiej mozliwosci.

W pracy opublikowane] w Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 190, 110 949,
2020, Doktorant przedstawit wyniki badan dotyczacych otrzymywania i wiasciwosei
antybakteryjnych widknin polilaktydowych zawierajagcych kwercetyne, potencjalnie
przydatnych jako materiaty opatrunkowe. Wtdkniny otrzymywal metodg elektroprzedzenia
wykorzystujac polilaktyd gwiezdzisty modyfikowany cyklodekstryng lub polilaktyd, ktorego
makroczasteczki zawieraly rdzen z DPE, a takze polilaktyd liniowy, komercyjnie dostepny.
Obserwowal, ze solubilizacja kwercetyny w materiale polimerowym zapewnia jej ochrone
przed utlenianiem i fotodegradacja. Testy dzialania antybakteryjnego otrzymanych witdknin
przeprowadzone dla trzech szczepow bakteryjnych: Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Escherichia coli ATCC 11229 oraz Klebsiella pneumoniae ATCC 4352, wykazaty ich
efektywnosé zarowno w stosunku do bakterii gram dodatnich jak i gram ujemnych. Biorac
pod uwage narastajacy problem zwigzany z lekoopornoscig bakterii nalezy zauwazy¢, ze
uzyskane wyniki sg bardzo obiecujgce. Nie jest jednak jasne, jaki jest mechanizm dziatania
kwarcetyny obecnej w tych materiatach poniewaz, jak wskazuje Doktorant jej dyfuzja jest
zahamowana, co utrudnia jej bezposredni kontakt z patogenami, a wszystkie proponowane w
pracy, w oparciu o literaturg, potencjalne mechanizmy antybakteryjnego dziatania kwaretyny
wymagaja takiej interakcji jej molekut z komérkami bakterii. Dla wyjasnienia tej obserwacji
mozna by rozwazy¢ zastosowanie bardziej czulej (np. fluorescencyjnej) metody do detekcji
kwercetyny uwalnianej z wlokniny i/lub innego mechanizmu jej dziatania antybakteryjnego.
Doktorant zaobserwowatl takze pozytywny wplyw obecno$ci rdzenia cyklodekstrynowego w
makroczgsteczkach PLA na wlasciwosci uzytkowe otrzymanego materiatu. W szczegdlnosei
wykazal, ze istnieje mozliwos¢ latwego usunigcia tego materiatu z powierzchni potencjalnej

rany, modelowanej przy uzyciu agaru uzywanego w badaniach biologicznych in vitro.



Szkoda, ze w pracy nie wyjasnit podstaw fizykochemicznych tego zjawiska i nie analizowat
przyczyn roznic obserwowanych w zachowaniu pozostaltych badanych materiatow
polilaktydovsfych, nieposiadajgcych w swych strukturach cyklodekstryny. Wyniki takich

studiéw poszerzylyby znacznie wiedze dotyczacag wlasciwosei badanych materiatéw.

Praca opublikowana w czasopismie Molecules, 25 (2020) 3404, ma charakter artykutu
przegladowego i prezentuje stan wiedzy dotyczace] zastosowania biozgodnych materialow
modyfikowanych cyklodekstrynami do otrzymywania uktadéow do dostarczania lekdw.
Zapoznanie si¢ z tg praca pozwala stwierdzi¢, ze Doktorant dobrze zna omawiang
problematyke badawcza i potrafi wskaza¢ wkiad badan wlasnych w jej rozwdj. Lekture tej

publikacji z pewnoscig utatwitaby staranna korekta edytorska.

Whioski koncowe.

Po zapoznaniu si¢ z rozprawg doktorskg Pana mgr Bartlomieja Kosta stwierdzam, ze
gtowny cel pracy zostal dobrze zdefiniowany, a dobdr materialu i metod badawczych
pozwolil na jego realizacje. Zaprezentowane w pracy badania sg aktualne i naleza do
glownego, $wiatowego nurtu prac ukierunkowanych na otrzymywanie nowych
biomaterialtdbw, w szczegdlnosci przydatnych do uzyskiwania efektywnych a takze
bezpiecznych formulacji lekéw.  Badania maja charakter studiéw interdyscyplinarnych,
wymagajacych od Doktoranta dobrego przygotowania z zakresu chemii, w szczegd6lnoéei
chemii i fizykochemii polimeréw, ale takze z zakresu inzynierii materialowej i nauk
biomedycznych. Pomyslna realizacja badan byla mozliwa dzigki zastosowaniu szeregu
nowoczesnych, komplementarnych, zaréwno eksperymentalnych jak i obliczeniowych,
metod badawczych. Pan mgr Kost opanowal zaréwno podstawy fizykochemiczne jak i
zdobyl kompetencje instrumentalne umozliwiajgce wlasciwy dobdr technik badawczych,
przeprowadzenie pomiardw i interpretacje wynikdw. Zawarte w recenzji uwagi maja
charakter uwag dyskusyjnych i nie obnizajg warto$ci otrzymanych wynikow. Doktorant
przedstawil w swej rozprawie wyniki badan podstawowych, lecz osiggnigte rezultaty moga
znalez¢ zastosowanie w praktyce biomedyczne;.

Pan mgr Barttomiej Kost wykazal si¢ takze dobra znajomoscia literatury dotyczgcej

przedmiotu badan. Wyniki przeprowadzonych przez Niego badan, bezposrednio zwigzanych



z rozprawa doktorska zostaly opublikowane w 4  pracach w recenzowanych,
mig¢dzynarodowych czasopismach naukowych takich jak: Materials Today Communication,
Molecules, Eur. Polym. J., Colloids and Surfaces B: Biointerfaces. Doktorant jest tez
wspdlautorem 6 innych publikacji naukowych. Rezultaty prowadzonych przez Niego badan
staly si¢ takze przedmiotem 7 komunikatow oraz 14 prezentacji w formie plakatoéw na

krajowych i migdzynarodowych konferencjach/seminariach naukowych.

Bioragc pod uwage powyzsze uwazam, ze spetnione sg warunki ustawy o stopniach i
tytutach naukowych z dnia 14 marca 2003 r. (Dz. U. nr 65) znowelizowanej w dniu 18 marca
2011 r. (Dz.U. 2011 nr 84 poz. 455) i wnosze do Rady Naukowej Centrum Badan
Molekularnych i Makromolekularnych Polskiej Akademii Nauk w Lodzi o dopuszczenie

Pana mgr Bartlomieja Kosta do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorgc pod uwage wysokg wartos¢ merytoryczng pracy, fakt
opublikowania znacznej czesei zawartych w niej wynikéw w uznanych specjalistycznych

czasopismach naukowych wnosz¢ o jej wyrdznienie.
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