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Opinia

o pracy doktorskiej mgr. Bartfomieja Kosta ,Supramolekularne polilaktydy jako potencjalne
nos$niki zwigzkow biologicznie aktywnych”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr. Barttomieja Kosta wykonana zostata w Centrum
Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN pod kierunkiem dr. hab. Tadeusza Bieli. Praca
dotyczy badan réznych struktur gwiezdzistych powstatych w wyniku potgczenia polilaktydow z B-
cyklodekstrynowg jednostka centralng i ich stereokompleksow. Prace nad polilaktydami, ich po-
limeryzacjg i badaniami ich struktury i wtasciwosci a takze tworzenie i charakterystyka stereo-
komplekséw sa prowadzone w CBMiM PAN od wielu lat. Zaréwno wczesniejsze prace wykonane
w CBMiM PAN, jak obecna praca doktorska zawierajg wiele elementow pozwalajgcych mysle¢ o

dalszym praktycznym wykorzystaniu opracowanych materiatow.

Polilaktydy zajmuja bardzo waine miejsce wsrdd polimerdw stosowanych w medycynie ze
wzgledu na specjalne wtasciwosci, ktore wynikajg ze struktury tych polimerow uzyskiwanych z
cyklicznych diestrow kwasu mlekowego zawierajacych dwa centra asymetrii. Rozktad tych cen-
trow w tancuchach polilaktydéw decyduje o taktycznosci polimeru i wynikajgcych stad wtasciwo-
Sciach. Polilaktydy s biodegradowalne dzieki rozpadowi wigzan estrowych na drodze degradaciji
hydrolitycznej i enzymatycznej. Polimery te s najszerzej badanym i najlepiej opisanym tworzy-
wem otrzymanym z surowcow szybko odnawialnych. W medycynie wykorzystywane sg do pro-
dukcji materiatow opatrunkowych, resorbowalnych nici chirurgicznych, implantéw, stentow,
tacznikow i srub do spajania ztamanych kosci. Wykonuje sie z nich rusztowania do odtwarzania
tkanek. Stosowane sg coraz szerzej w kosmetologii. Bardzo szeroko badane sg polilaktydowe sys-

temy uwalniania lekow.

Problemy poruszone w pracy doktorskiej pana mgr. Kosta wpisujg sie w szeroko obecnie badane
zagadnienia zwigzane z nos$nikami substancji biologicznie aktywnych otrzymywanych z wykorzy-
staniem polilaktydéw. Opracowanie nosnika wymaga doktadnej charakterystyki wykorzystywa-

nych do tego celu polimeréw, znajomosci ich organizacji do nano- lub mikroczgstek, efektywnosci
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enkapsulacji tadowanej substancji i jej uwalniania. Badania muszg obejmowac wptyw nosnika na

komorki, jego cytotoksycznosc i biozgodnos¢ oraz informowac o efektywnosci enkapsulacji i pro-

cesach uwalniania substancji czynnej.

Przedstawiona praca doktorska obejmuje trzy publikacje zawierajgce wyniki prac badawczych i
jedng prace przegladowa. Jest zaopatrzona w dwudziestostronicowe wprowadzenie, w ktorym

Autor zawart krotki wstep literaturowy, nakreslit cel i podsumowat swoje badania.

Wprowadzenie jest napisane poprawnie i starannie zaplanowane. Zawiera skrétowe omoéwienie
literatury waznej dla prezentowanych w pracy doktorskiej zagadnien, pomagajgce w pozniejszej
analizie wtasnych wynikoéw Autora rozprawy. Przeprowadzone badania s3 omdwione bardzo syn-
tetycznie, w niektdrych miejscach wprowadzenia jednak troche zbyt skrotowo. Wprowadzenie

zawiera niewiele btedow stylistycznych i tylko kilka nie w petni zrecznych sformutowan.

Na wstepie do opisu prac wtasnych, w rozdziale 3.2, Autor zebrat uzyskane przez siebie wyniki
dowodzace inkluzji substancji niskoczgsteczkowych do wnetrza metylowanej B-cyklodekstryny
(MBCD) jako modelowej czgsteczki. Analizowat oddziatywania miedzy MBCD a czgsteczkami sub-
stancji aktywnych wykorzystywanych w pracy: atroping, kwercetyng i doksorubicyng. Przesunie-
cia chemiczne w widmach 1H NMR potwierdzity wystepowanie oddziatywan czasteczka/MBCD.
Doktorant udowodnit powstanie- kompleksu inkluzyjnego przy pomocy badania efektu Overhau-
sera dla atropiny i doksorubicyny. Dla uktadu atropina/cyklodekstryna analizowat takze szczego-
towo widma masowe uzyskane metodg spektroskopii masowej z detekcjg ruchliwosci jondw wy-

kazujgc powstania kompleksu inkluzyjnego.

Forma przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej wymaga od recenzenta doktadnej analizy za-
taczonych publikacji juz wczesniej zrecenzowanych w czasopismach naukowych. Sitg rzeczy ana-
liza ta prowadzi nie tylko do przyjrzenia sie badaniom lecz czasem stanowi uzupetnienie juz wy-

konanych recenzji.

W pierwszej omawianej publikacji 1 Autor wykorzystat otrzymane w wyniku syntezy z uzyciem-
monomerow D- lub L-laktydu na inicjatorze metylo-B-cyklodekstrynie (MBCD) gwiezdziste poli-
laktydy do wytworzenia agregatéw gwiazd enancjomerycznych i stereokompleksowych. Tworze-
nie stereokompleksow potwierdzone zostato w badaniach FTIR. Otrzymane struktury postuzyty
jako nosniki doksorubicyny. W pracy porownano efektywnosc¢ enkapsulacji, szybkos¢ uwalniania
leku i stabilnosc stereokompleksowych agregatow z agregatami gwiazd enancjomerycznych oraz
agregatami 6-ramiennych polilaktydéw z dipentaerytrytolem jako elementem centralnym. Aby
zapobiec agregacji i zwiekszy¢ stabilnosc dyspersji nanoczastek w trakcie ich wytwarzania, stoso-

wano niejonowy powierzchniowo-czynny kopolimer PEGME-b-PDLLA w ilosci ok 20 do 30% wa-



gowych. Pewne utrudnienie dla czytajgcego stanowi brak w gidéwnym tekscie publikacji 1 infor-
macji o masach molowych polimeréw gwiezdzistych. Autor podaje te masy na chromatogramie
(Fig.S3) w Supporting Information (lecz bez wyjasnienia). Stanowi to niewatpliwg trudnosc¢ dla
czytajgcego. Autor doktadnie bada rozmiary stosujac dynamiczne rozpraszanie swiatta i mikro-
skopie sit atomowych. Uzyskane wyniki sg bardzo zblizone. Przyjmujgc masy gwiazd ,,unimoleku-
larnych” z Fig. S3 z SI (12 000g/mol) mozna wywnioskowac, ze zagregowane struktury nie sg, w
rozumieniu definicji IUPAC, micelami jak pokazano w publikacji 1 na rysunku 1. Rozmiary nano-
czastek sg zbyt duze, aby odpowiadaty strukturze typowej miceli core-shell. S to wigc agregaty,

niewykluczone, ze agregaty miceli (tzw. multimicelarne agregaty).

Autorzy stwierdzili, Ze nanoczgstki gwiazd polilaktydowych sg stabilne w PBS, przy czym nano-
czastki stereokompleksow wykazuja wiekszg stabilnosc niz nanoczastki enancjomeréw. Obser-

wacja ta jest istotna dla ewentualnego dalszego wykorzystania otrzymanego materiatu.

Autor dokfadnie zbadat cytotoksycznosé pustych nanoczgstek i nanoczastek zawierajacych dok-
sorubicyng wykorzystujac dwie linie komorkowe Hela i K562. Zauwazyt, ze nanonos$niki polilak-
tydowe wykazujg wyizszg toksycznosc niz wolna doksorubicyna, a nosniki na bazie stereokom-
pleksow maja lepsze wtasciwosci przeciwnowotworowe niz nosniki z gwiazd enancjomerycznych,
co wigze autor ze stabilnoscig agregatéw. Oddziatywanie nosnikéw doksorubicyny na komérki
jest skuteczniejsze niz wolnej doksorubicyny, choc stezenie leku w komérkach w wypadku stoso-

wania polilaktydowych nosnikéw jest w nizsze.

Pomyst opracowania nanoczastek na bazie gwiazd polilaktydowych, zbadania ich wtasciwosci i
wykorzystania jako nosnikéw jest bardzo ciekawy i stanowi istotne rozszerzenie badan nad poli-

laktydowymi nanoczasteczkami.

W kolejnej pracy (publikacja 2) Autor przedstawit wyniki badan nad wtéknami PLA zawierajgcymi
stabo rozpuszczalny, tatwo ulegajgcy rozktadowi flawonoid kwercetyne. Takie wtasciwosci sub-
stancji biologicznie aktywnej wymagaja jej zabezpieczenia. Autor przygotowal odpowiednie
witokniny, ktdre spetniatyby takg role i mogty by¢ wykorzystane jako opatrunki. Do wytworzenia
wtokien wykorzystano komercyjny polilaktyd z 97% zawartoscig jednostek L-laktydowych (87000
g/mol), enancjomeryczne 7-ramienne gwiazdy poli(D-laktydu) z rdzeniem MBCD rdznigce sie
masa molowg (75000 i 20000 g/mol) oraz 6-ramienne gwiazdy PDLA z rdzeniem z dipentaerytry-
lolu. Do gwiazd polilaktydowych dodawano kwercetyne. Widkna polilaktydowe otrzymywano po-
przez elektroprzedzenie stosujac rézne warunki procesu. Ze schematu 1 wynika, ze wtdkna przy-
gotowywano z gwiazd polilaktydowych i w mieszankach z komercyjnym polilaktydem po wcze-
sniejszym ich zatadowaniu fawonoidem. Bytoby utatwieniem dla czytajagcego, gdyby opis procesu
(rozdziat 2.4, publikacja 2) byt jasniejszy i lepiej odpowiadat temu schematowi. Autor nie obser-

wowat tworzenia sie stereokompleksu w czasie wytwarzania widkien w blendach komercyjnego



PLA/gwiazda PLDA. Byloby interesujace poznanie opinii Autora, co zatem moze powodowac, ze
widkna z tej mieszaniny wykazywaty lepszg zwartosc i stabszg adhezje do podtozy hodowlanych
(patrz nizej). We widknach, do ktérych wykonania wykorzystano gwiazdy PLDA z rdzeniem MBCD,
czgsc czasteczek flawonidu tworzyta kompleks inkluzyjny z rdzeniami, pozostate byty silnie zaad-

sorbowane do powierzchni wiékien lub znajdowaty sie w ich srodku.

Zbadano wiasciwosci przeciwbakteryjne uzyskanych wtékien wzgledem trzech typéw bakterii.
Nie obserwowano dyfuzji flawonoidu do pozywki, natomiast obserwowano silne hamowanie
wzrostu bakterii w miejscach kontaktu wytworzonych wtéknin z pozywkg. Poréwnano wzgledna
czutosc bakterii w obecnosci otrzymanych widknin PLA zawierajacych kwercetyne z tymi wielko-
sciami uzyskanymi w obecnosci antybiotykéw. Nie odnotowano uwalniania flawonoidu z widkien
w PBS, co potwierdza, ze substancja jest uwigziona silnie we wtdknach polilaktydowych. Analiza
widma UV widkien z kwercetyng pozwolita jednoznacznie wykazaé, ze fawonoid zawarty we
witdknach jest odporny na fotooksydacje po miesiecznej ekspozycji na powietrze i $wiatto. Te po-
zytywne wiasciwosci badanych widkien nie wystarczajg jednak, jak podkresla Autor, do mozli-
wego przysztego ich wykorzystania w praktyce. Przeszkadza temu silne przyleganie witdknin do
podtozy hodowlanych i ich strzepienie sie przy odrywaniu. Istotng poprawe tych wtasciwosci wy-
kazywata widknina, wytworzona z gwiazdy MBCD-PDLA lub mieszaniny komercyjny polilak-
tyd/MBCD-PDLA.

Pomimo pewnych niepozadanych cech widkna PLA z kwercetyng mogg by¢ punktem wyjscia do
opracowania rzeczywistych opatrunkow przeciwbakteryjnych. Poprawa wtasciwosci mechanicz-
nych zawierajacych kwercetyne polilaktydowej wtdkniny z gwiazdami PLA jest tylko kwestig od-
powiedniej optymalizacji materiatu. Istotna jest tu przede wszystkim udowodniona wieksza efek-

tywnosc takich wiéknin w poréwnaniu do wtdkien zawierajgcych antybiotyki.

Autor wykorzystat otrzymane wczesniej i stosowane do tworzenia nanoczgstek polilaktydéw po-
limery gwiezdziste MBCD-PDLA, MBCD-PLLA, DPE-PLLA, DPE-PDLA do wytworzenia mikrosfer.
Mikrosfery byty nosnikami atropiny, ktéra jest stosowana jako lek, lecz dostarczana bezposrednio
wywotuje wiele niepozadanych efektow ubocznych. Prace nad jej enkapsulacjg w odpowiednim
nosniku sg wiec istotne i stanowig otwarty problem warty zbadania. Swoje badania dotyczace

tego zagadnienia Autor opisat w publikacji 3.

Mikrosfery stuzgce jako nosniki atropiny byty uzyskiwane w procesie spontanicznego wytrgcania
zagregowanych stereokompleksow w mieszaninach enancjomerycznych gwiazd PLA. W tabeli S1
umieszczonej w Sl tej publikacji Autor podaje masy molowe stosowanych gwiezdzistych PLA i ich
ramion. Wielkosci obliczone na podstawie danych z reakcji zgadzajq sie z wynikami GPC MALLS,

inaczej niz to podano w Tablicy 1 Wstepu do rozprawy. Tam rdznica mas jest kilkukrotna. Proces



otrzymywania stereokomplekséw zaréwno pustych jak i zatadowanych atroping optymalizo-

wano, prowadzono dla réznych rozpuszczalnikow i stezen uzyskujac z powodzeniem mikrosfery

o wymaganych rozmiarach i ich niewielkiej dyspersiji.

Stosujac spektroskopie masowq z detekcjg ruchliwosci jondw Autor w jasny sposob wykazat two-
rzenie sig niekowalencyjnych komplekséw powstajacych pomiedzy atroping a czesciowo metylo-

wang czasteczka cyklodekstryny.

Badania uwalniania atropiny z nosnikdw wykazuja, ze nastepuje ono znacznie wolniej z nosnikow
zawierajacych gwiazdy z rdzeniem MBCD niz utworzone przez stereokompleksy polilaktydéw z
dipentaerytrytolem jako jednostka centralng. Dziato sie tak pomimo, ze te ostatnie byty zdecy-
dowanie bardziej krystaliczne niz znajdujace sie w mikrosferach polilaktydy z rdzeniem z MBCD.
Autor wykazat, ze czasteczki atropiny ulegaja inkluzji do wneki CD. Oddziatywania atropiny z ato-
mami wneki, rozktad czasteczek atropiny w mikrosferze i tworzenie stereokompleksu odpowiada
za obnizenie szybkosci dyfuzji leku z wnetrza nosnika w poréwnaniu z nosnikiem utworzonym
przez gwiazdy DPE-PLA. Dawka atropiny uwalnianej z wnetrza mikrosfery MBCD/PLA jest dwu-

krotnie nizsza niz uwalniana z DPE-PLA w tych samych odstepach czasu.

Cytotoksycznosc pustych i zawierajgcych atropine mikrosfer zbadano wzgledem dwach linii ko-
morek nowotworowych Hela i PC~3. Obserwowany spadek przezywalnosci wynosit ok 50% dla
Hela i nieco mniej dla PC-3. Poniewaz w zamysle atropina miataby by¢ dystrybutowana w orga-
nizmie poprzez podanie do oka, wydaje sig, ze bardziej zasadne bytyby badania wzgledem komoé-

rek rogowki a nawet fibroblastow czy keratynocytéw a nie komorek nowotworowych.

W publikacji 3 mozna trafi¢ na kilka btedéw w pisowni wyrazow szczegolnie w Czesci ekspery-
mentalnej. W tekscie pracy znalazty sie tez pewne niejasne sformutowania np. ,,smooth micro-
spheres with roughness on the Surface” (page 101605), czy okreslenie ok. 20 % spadku przezy-

walnosci komorek jako ,slightly”.

Ostatnig publikacjg wiaczong w cykl rozprawy doktorskiej (publikacja 4) jest przeglad literatu-
rowy , Biocompatible polymers combined with cyclodextrins: fascinating materials for drug de-
livery applications”. Systematyzuje ona dotychczasowe prace nad réznego typu nosnikami sub-
stancji biologicznie aktywnych wytwarzanymi z uzyciem supramolekularnych systemow cy-
klodekstryna/polimer. W przegladzie omowiono takze role komplekséw tworzacych sie w wy-
niku inkluzji substancji niskoczgsteczkowej we wnece tych oligosacharydow w procesach kontro-
lowanego uwalniania. Zapoznanie sie z publikacjg przeglagdowa pozwala na uzupetnienie infor-
macji tylko bardzo skrétowo opisanych we wstepie do rozprawy. Pozwala takze ocenic¢ wktad prac

prezentowanych w rozprawie do badan nad rolg cyklodekstryn w systemach dostarczania lekow.



Do przeprowadzenia zaplanowanych badarn Autor rozprawy musiat zapoznac sie z wieloma tech-
nikami eksperymentalnymi i z powodzeniem, bardzo skutecznie je wykorzystat do przeprowadze-

nia dowodow swoich tez.

Podkresli¢ nalezy, ze Autor systematycznie i spojnie zbadat nano- i mikronosniki enancjomerycz-
nych polilaktydéw z B-cyklodekstrynowg jednostka centralna i agregaty ich stereokomplekséw,
ustalit w jaki sposob enkapsulujg one i uwalniaja odpowiednio doksorubicyne i atropine. Z uzy-
ciem enancjomerycznych liniowych i gwiezdzistych polilaktydow otrzymat wtdékna zawierajace
kwercetyne i ocenit ich przydatnos¢ do wytworzenia opatrunkéw, Praca odpowiada na wiele
pytan zwigzanych z nosnikami wykorzystujacymi zjawisko inkluzji substancji niskoczasteczkowej

do wneki cyklodekstryny i stanowi istotny wktad w te badania.

Przeprowadzone przez Autora rozprawy prace wskazujg takze na wiele probleméw, ktére pozo-
stajg jeszcze do rozwigzania i otwierajg mozliwosci dalszych badan nad gwiezdzistymi polilakty-

dami.

Uwagi zawarte w recenzji w najmniejszym stopniu nie podwazaja wartosci osiggnietych i ujetych
w pracy wynikow. Praca zawiera wiele bardzo cennych z poznawczego punktu widzenia rezulta-
tow, ktore mogg stanowic¢ punkt wyjscia do aplikacyjnego wykorzystania rozgatezionych polilak-

tydow.

Nalezy zwrdci¢ takze uwage na bardzo duza aktywnos¢ Autora rozprawy doktorskiej w upo-
wszechnianiu wynikow swoich prac. Oprocz czterech publikacji ujetych w rozprawie, ktérych Dok-
torant byt pierwszym autorem, dorobek Jego obejmuje jeszcze 6 dodatkowych prac, wykraczaja-
cych poza tematyke pracy doktorskiej. Ponadto prace mgr. Kosta byly prezentowane na miedzy-

narodowych i krajowych konferencjach naukowych w formie 21 komunikatéw i posteréw.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca mgr. Barttomieja Kosta spetnia
wymagania okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 o stopniach i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003, nr 65 poz. 595 z pdzniejszymi zmianami) i
zwracam sie do Rady Naukowej Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN o do-

puszczenie mgr. Barttomieja Kosta do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, ze wzgledu na duzg merytoryczng wartosé ocenianej pracy, krotki czas jej powsta-
nia, oraz opublikowanie wynikéw w dobrych i bardzo dobrych periodykach naukowych wnosze o

wyroznienie pracy.
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