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RECENZJA
osiggnie¢ naukowych w postepowaniu habilitacyjnym pt.
»Mikro- i nano-czastki polilaktydowe, jako potencjalne nosniki lekow
w terapiach przeciwnowotworowych”
dr inz. Marka BRZEZINSKIEGO

Recenzja zostata opracowana na podstawie pisma Prof. dr hab. Henryka Koztowskiego —
Przewodniczacego Rady Naukowej Centrum Badari Molekularnych i Makromolekularnych Polskiej
Akademii Nauk w todzi, powotujgcego mnie Uchwatg w/w Rady z dnia 15 marca 2021 r. na recenzenta
komisji habilitacyjnej w celu przeprowadzenia postepowania habilitacyjnego dr. inz. Marka

Brzezinskiego.

W recenzji przyjetam kryteria wynikajgce z Ustawy z dnia 14 marca 2003 o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. , poz. 1789), Rozporzadzenia
Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018 r. w sprawie szczegétowego trybu i
warunkow przeprowadzania czynno$ci w przewodzie doktorskim, w postepowaniu habilitacyjnym oraz
w postepowaniu o nadanie tytutu profesora (Dz. U. z 2018 r., poz. 261), Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.

— Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r., poz. 1668).

Recenzja obejmuje ocene dorobku naukowego dr inz. Marka Brzeziriskiego ze szczegélnym
uwzglednieniem osiggniecia naukowego pt. ,Mikro- i nano-czastki polilaktydowe, jako
potencjalne nosniki lekéw w terapiach przeciwnowotworowych”. Zostata sporzadzona na

podstawie materiatéw przygotowanych przez Kandydata.



I. Dane ogédlne o Kandydacie

Dr inz. Marek Brzezinski pracuje na stanowisku adiunkta w Dziale Polimeréw Centrum Badan
Molekularnych i Makromolekularnych Polskiej Akademii Nauk (CBMiM) w Zespole Polimeréw
Reaktywnych i Supramolekularnych. W 2008 r. uzyskat tytut magistra inzyniera chemii na Wydziale
Chemii Politechniki todzkiej. W grudniu 2009 r. zostat zatrudniony w Zaktadzie Chemii Polimeréw
Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych Polskiej Akademii Nauk, poczgtkowo na
stanowisku pracy - chemik a od pazdziernika 2011 r. na stanowisku asystenta. W 2014 r. uzyskat
stopienn doktora nauk chemicznych na podstawie pracy pt.: ,Modyfikowane polilaktydy zdolne do
samoorganizacji. Synteza i wtasciwosci”, ktérej promotorem byt dr hab. Tadeusz Biela, prof. CBMiM.
W czerwcu 2015 r. wyjechat na staz podoktorski na Wolny Uniwersytet w Berlinie w ramach
stypendium Humboldta, gdzie pracowat w grupie profesoréw prof. Sebastiana Seifferta i Marcelo
Calderdna. Po powrocie do kraju, w lipcu 2017 r. zostat zatrudniony na stanowisku adiunkta w Zespole

Polimeréw Reaktywnych i Supramolekularnych CBMiM, a ktérym pracuje do dzis.

Il. Ocena osiggnie¢ naukowych, stanowigcych znaczny wkfad w rozwéj dyscypliny

W sktad dorobku naukowego dr inz. Marka Brzeziriskiego wchodzi 28 artykutéw naukowych,
opublikowanych w czasopismach z IF, rozdziat w Encyclopedia of Polymeric Nanomaterials, 37
prezentacji na konferencjach krajowych i zagranicznych, w tym wyktad sekcyjny na Zjezdzie Naukowym

PTChem w Krakowie w 2018 r.

Sumaryczny Impact Factor (IF) prac, stanowigcych dorobek publikacyjny Kandydata, wynosi 113,82.

Liczba cytowaé, wedtug bazy Web of Science, wynosi 392 a indeks Hirscha h = 10.

Warty podkreslenia jest fakt, ze wszystkie artykuty naukowe Kandydata zostaty opublikowane w
renomowanych czasopismach z dziedziny polimeréw. Pomijajac artykut opublikowany w Polimerach
(IF = 0.802), IF pozostatych czasopism miesci sie w zakresie od 2.075 dla Curr. Org. Chem. do 24.521
dla Prog. Polym. Sci. Dr inz. Marek Brzezinski byt gtbwnym wykonawcag w projekcie NCN, OPUS (DEC-
2013/09/B/ST5/03616) pt.: ,, Supramolekularne struktury liniowych i gwiazdzistych polilaktydéw oraz
ich stereokompleksy poprzez oddziatywania funkcjonalizowanych grup koricowych (, lepkich koncow”).
Synteza i relacje miedzy strukturg i wtasciwosciami”, realizowanym w CBMiM. Temat dotyczacy
supramolekularnych sieci polilaktydowych realizowat podczas 2-letniego stazu podoktorskiego w
latach 2015-2017 w Wolnym Uniwersytecie w Berlinie (stypendium Humboldta, POL 1159727 STP). Po

powrocie do kraju uzyskat finansowanie projektu pt.: , Inteligentne nanoczastki na bazie kopolimeréw



i stereokomplekséw polilaktudu jako potencjalne nosniki zwigzkéw biologicznie aktywnych” w ramach

konkursu NCN, SONATA 12 (DEC-2016/23/D/ST5/02458). W tym projekcie petnit role kierownika.

11l. Ocena osiggniecia naukowego

Z publikacyjnego dorobku podoktorskiego, dr inz. Marek Brzezifiski wyodrebnit 8 artykutow,
ktére stanowig podstawe do ubiegania sie o stopient doktora habilitowanego. Zbiér tych artykutéw
(oznaczonych w materiatach jako poz. H-1-H-8 Autorefetatu) nosi wspélny tytut ,Mikro- i nano-czgstki
polilaktydowe, jako potencjalne nosniki lekéw w terapiach przeciwnowotworowych”. Artykuty zostaty
opublikowane w latach 2015-2019 a ich sumaryczny IF wynosi 25,575. Wsp6tczynnik wptywu (IF) w
przeliczeniu na jeden artykut, wynosi 2,841. Wsr6d wymienionych prac, jedna jest samodzielna, a w
pozostatych dr inz. Brzeziriski jest pierwszym lub korespondencyjnym autorem. Artykuty oznaczone

jako H-7 i H-8 maja charakter prac przeglagdowych, pozostate to oryginalne publikacje naukowe.

Przedstawiony do oceny cykl powigzanych tematycznie opublikowanych artykutéw naukowych
dotyczy metod otrzymywania mikro- i nano-czastek polilaktydowych i préb ich zastosowania w
charakterze  nosnikdw substancji biologicznie aktywnych, ze szczegdlnym uwzglednieniem

zastosowania w terapii antynowotworowe;.

Polilaktyd (PLA) jest interesujgcym polimerem, ktéry ze wzgledu na biozgodnos¢ i
biodegradowalno$¢, jest czesto proponowany jako nosnik lekéw. Jego makroczasteczki moga tworzy¢
stereokompleksy miedzy dwoma enancjimerycznymi izomerami: poli(L-laktydem) (PLLA) i poli(D-
laktydem) (PDLA), w efekcie tworzenia wigzari wodorowych. To wtaénie te ceche Kandydat wykorzystat
do otrzymywania stereokompleksowych mikrosfer. W pracy H-1 Kandydat przedstawit sposéb
otrzymywania jednorodnych mikrosfer metodg mikroprzeptywéw w kapilarach szklanych. Roztwory
polilaktydéw PLLA i PDLA sfunkcjonalizowane grupami ureido-[2]- pirydynowymi (UPy) na jednym lub
obu koncach taincucha wraz z rozpuszczonym lekiem zastosowat jako faze rozproszong a wodny
roztwor PVA jako faze ciggta w metodzie mikroprzeptywéw. Po odparowaniu rozpuszczalnika, otrzymat
mikrosfery o $rednicach 40 i 60 pm. Metoda FTIR potwierdzit wytworzenie struktury
stereokompleksowej, w oparciu o zmiany konformacji a helisy, charakterystycznej dla emancjomeréw
PLA, na helise B wystepujaca w stereokompleksach (zanik pasma przy 921 cm™ i pojawienie sie pasma
przy 909 cm™). Mikrosfery poddat badaniom czutosci na zmiany pH. Przeprowadzit uwalnianie
modelowego zwigzku ((S)-(+)-4-(3-amino-pirrolidyno)-7-nitrobenzofurazanu (NBD) w $rodowisku

kwasowym (pH=5), charakterystycznym dla komérek rakowych i w pH=7, typowym dla zdrowych



komérek. Sukces okazat sie potowiczny, bo wprawdzie otrzymane czastki, uwalniaty wiecej

modelowego zwigzku w kwasowym pH ale catosciowy procent uwalnianego leku byt niewielki.

Metode mikroprzeptywéw  wykorzystat takie otrzymywania  mikrokapsut z
supramolekularnych PLA, umozliwiajgcej wytwarzanie kropel podwéjnej emulsji (woda/faza
organiczna/woda). Do fazy organicznej dodat czerwieri Nilu jako modelowy lek. Wyniki badan
przedstawit w pracy H-2. Stwierdzit, ze stabilne krople powstajg jedynie w przypadku, gdy mozliwe jest
wytworzenie oddziatywan miedzy enancjomerycznymi taicuchami PLLA i PDLA. Natomiast krople
emulsji otrzymane z zastosowaniem tylko jednego z enancjomeréw byty niestabilne, ulegaty kurczeniu
i ostatecznie rozpadowi. Dla kropel podwdjnej emulsji zbudowanych z makroczgsteczek wzmocnionych
stereokompleksowaniem pomiedzy enancjomerycznymi taricuchami UPy-PLLA-OH i UPy-PDLA-OH,
zaobserwowat tworzenie mikrokapsut pustych w $rodku. Srednica tych mikrokapsut to okoto 160 pm
a $rednica stereokompleksowej powtoki wynosita koto 5 pm. Otrzymane mikrokapsuty poddat
stresowi osmotycznemu, poprzez dodatek silnie zasadowego i silnie kwasowego roztworu.
Zaobserwowat, ze w $rodowisku zasadowym mikrokapsuty najpierw peczniaty a potem kurczyty sig do
wielkoéci okoto 84 um, co powodowato zdezorganizowanie powtoki stereokompleksowej i uwalnianie
czerwieni Nilu. Natomiast w srodowisku kwasowym nie zaobserwowat zmian $rednic mikrokapsut ani
uwalniania modelowego leku. Kandydat postuluje wykorzystanie tego typu mikrokapsut, czutych na
zmiany pH, do dostarczania lekéw do dwunastnicy, w ktérej silnie zasadowe pH, umozliwi uwalnianie
leku na skutek rozrywania wigzan wodorowych migdzy grupami UPy, wbudowanymi w kazdy taricuch
PLA. Uwazam te wyniki za obiecujgce. Z pewnoscig stanowig krok do przodu w dziedzinie syntezy

nos$nikow lekéw o docelowym dziataniu.

W pracy H-3 Kandydat przedstawit wyniki prac nad otrzymywaniem metalo-
supramolekularnych nano- i mikroczastek. Do tego celu wykorzystat wczeéniej otrzymane PLA
sfunkcjonalizowane terpirydyng (TPy). Po przeprowadzeniu reakcji sprzegania za pomocg
diizocyjanianu heksametylenowego, otrzymat PLA z grupami TPy na obu koricach faricucha
polimerowego (BisTPy-PLA), tj. ugrupowaniami tworzgcymi kompleksy z wigkszoscig jonéw metali
przejéciowych. W oparciu o metode mikroprzeptywéw otrzymat mikrosfery, zdolne do
kompleksowania metali. PLA wraz z modelowym lekiem byt tu faza rozproszong a faze ciggta stanowit
wodny roztwér polialkoholu winylowego z jonami Ni?*, Co*i Fe?". Srednica otrzymanych mikrosfer
miescita sie w zakresie 40-60 um i wyraznie zalezata od rodzaju kompleksowanego jonu metalu oraz
od stereokompleksowania pomiedzy makroczgsteczkami PLLA i PDLA. Najmniejsze $rednice i rozrzut
wielkoéci czastek uzyskal, gdy jako jon zastosowat Fe?*. Metalo-supramolekularne PLA po
stereokompleksowaniu posiadaty strukture porowata. Aby oceni¢ jaki wptyw na kinetyke uwalniania

lekéw ma morfologia mikrosfer, Kandydat przeprowadzit badania uwalniania, wczesniej stosowanego,
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modelowego leku (NBD). Z badan wynikato, ze procent poczatkowego uwalniania leku jest wiekszy dla
porowatych, stereoskompleksowanych mikrosfer w poréwnaniu do mikrosfer o jednorodnej, gtadkiej
powierzchni. Kandydat doszedt do przekonania, ze takie mikrosfery mogg by¢ wykorzystane w walce z

infekcjami, gdzie wymagana jest dtugoterminowa terapia i wolne uwalnianie leku.

Badania dotyczace uwalniania lekdw przeciwnowotworowych, Kandydat przedstawit w
pracach H-4, H-5 i H-6. Nanoczastki z supramolekularnych polilaktydéw, czute na zmiany temperatury
i pH, otrzymat stosujagc metode nanowytrgcania (H-4). Wykorzystat polilaktydy sfunkcjonalizowane UPy
na jednym lub na obu koricach taricucha do uwalniania leku przeciwnowotworowego DOX. Potwierdzit
ich stabilno$¢ w medium komdérkowym oraz w buforach o pH, charakterystycznym dla ciata ludzkiego
oraz kwasowym, charakterystycznym dla zmian nowotworowych. Wykazat, ze uwalnianie DOX
zachodzi znacznie szybciej w kwasowym $rodowisku oraz w temperaturze 37 °C w poréwnaniu do 25
°C. Dalsze bardziej zaawansowane badania, miaty na celu zbadanie cytotoksycznosci otrzymanych
nanoczgstek. Do tych badan, Kandydat wykorzystat komérki raka szyjki macicy (Hela) oraz komérki
rakowe KB-VI, z wyksztatcong opornoscig na leki. Wykresy przezywalnosci komérek rakowych po
inkubacji z nanoczgstkami zatadowanymi DOX, pozwolity na wyciggniecie wniosku, ze takie czgstki sa
w stanie zwalcza¢ komorki rakowe, zwtaszcza w przypadku KB-VI. Zdaniem Kandydata, po dostarczeniu
DOX do wnetrza komodrek rakowych KB-VI, nanoczgstki uwalniajg lek na skutek degradacji matrycy

polilaktydowej i wrazliwosci grup UPy na kwasowe pH.

W pracy H-5 przedstawit wyniki badan dotyczace stereokompleksowania miceli zbudowanych
z polilaktydéw z rdzeniem cyklodekstrynowym. W tym celu otrzymat enencjomeryczne, gwiazdziste
PLLA i PDLA, ktérych rdzenie stanowity metylowana B-cyklodekstryna (MBCD), zdolna do tworzenia
oddziatywan go$¢-gospodarz i dipentaerytrytol (DPE), niezdolny do supramolekularnych oddziatywan.
Micele napetnione DOX, o wielko$ci 100-175 nm, otrzymat metoda nanowytracania. W tych czgstkach
do kontrolowania szybkosci uwalniania DOX wykorzystat supramolekularne oddziatywania typu gos¢-
gospodarz. Podobnie, jak w poprzedniej pracy, zbadat cytotoksycznoé¢ otrzymanych micel. Tym razem
oprécz komoérek Hela uzyt komorek przewlektej biataczki szpiku kostnego (K562). Najbardziej
efektywne w redukcji komodrek rakowych okazaty sie¢ micele stereokompleksowane, uwalniajgce DOX
w dtuzszym czasie. Kandydat ustalit takze lokalizacje stereokomplesowych miceli w komérce. Zdjecia z
mikroskopu optycznego pozwolity na zaobserwowanie wolnej DOX jak i uwalniajgcej sig z otrzymanych
miceli w jadrach komdérkowych, co oznacza ze DOX po uwolnieniu z miceli wigze si¢ z genomowym

DNA. S3 to niewatpliwie przetomowe wyniki. Jestem petna uznania dla Autoréw tej publikacji.

W pracy H-6, Kandydat wykorzystat metode spontanicznego wytrgcania mikroczgstek

stereokompleksowych zbudowanych z polilaktydéw sfunkcjonalizowanych Boc-L-proling i L-proling.
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Czastki o $rednicach 0,5 -10 um, wytrgcone z THF, DIOX lub ich mieszanin, po napetnieniu DOX
zaproponowat do uzycia w dostarczaniu leku metodg inhalacji. W temperaturze 37°C zbadat uwalnianie
DOX. Wolno przebiegajagce uwalnianie (5-10% po 100 godz.) zaobserwowat dla mikrosfer
zbudowanych z PLLA i PDLA sfunkcjonalizowanych Boc-L-proling, natomiast dla mikrosfer
sfunkcjonalizowanych L-proling miescito sie w przedziale 41-81% po 100 godz. Istotng obserwacja
byto to, ze szybko$¢ uwalniania DOX korelowata z redukcjg przezywalnosci komérek raka ptuc - A459.
Najlepsze wyniki uzyskat dla mikrosfer otrzymanych z PLLA i PDLA sfunkcjonalizowanych L-proling,
otrzymanych z THF. Aby zbada¢ przebieg wnikania mikroczastek do komérek raka ptuc, wykonat
zdjecia przy uzyciu mikroskopu konfokalnego. Dzigki tej metodzie mégt zaobserwowac, ze mikroczastki
o $rednicach 5-10 um (Boc-L-prolina PLLA/PDLA), natomiast mniejsze czastki o $rednicach w zakresie
0,5-3 um (L-prolina PLLA/PDLA) wnikaja do komdrek i uwalniajg DOX w cytoplazmie. Mikroczgstki te
moga zatem stuzy¢ jako rezerwuar DOX, ktéry uwalnia sie w komérkach raka ptuc, prowadzac do ich
obumierania. W efekcie, dr inz. Brzezifiski otrzymat skuteczny sposéb na dostarczanie leku
antynowotworowego doktadnie w miejsce wystepowania zmian nowotworowych. Wartos¢ tej pracy
dodatkowo podnosi fakt, ze po raz pierwszy zastosowat metode spontanicznego wytrgcania

stereokompleksowych mikrosfer, obsadzonych DOX.

Wazkie osiggniecia naukowe Kandydata podsumowuja 2 artykuty przegladowe, opublikowane
w Polym. Int., oznaczone jako H-7 i H-8. W tych dwu- i tréjautorskich pracach, przedstawit synteze
nano- i mikro-czastek polilaktydowych za pomocg techniki mikroprzeptywéw oraz mozliwosci ich
wykorzystania, zwlaszcza jako systemy dostarczania lekéw. Szczegbélng uwage zwrécit na
projektowanie takich nosnikéw lekéw antynowotworowych, ktére moga je uwalnia¢ w sposéb
kontrolowany.

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze cykl artykutéw opublikowanych przez Kandydata jest
powigzany tematycznie. Zaprezentowana problematyka jest nie tylko aktualna ale takze
perspektywiczna. Dr inz. Marek Brzeziriski jest niewatpliwie uznanym specjalista w swojej dziedzinie.
O Jego pozycji naukowej S$wiadczy fakt, ze byt wielokrotnie powotywany przez redakcje
miedzynarodowych czasopism, do recenzowania artykutéw naukowych. Na uwage zastuguje takze
bardzo dobrze opanowany warsztat naukowy Kandydata, a Jego doswiadczenie w badaniach
mozliwoéci zastosowania uktadéw polimerowych w medycynie i farmacji, stanowi fundament do
tworzenia nowych koncepcji. Wazne, by w dalszych poszukiwaniach skutecznych no$nikéw lekéw
zrezygnowat ze stosowania toksycznych zwigzkéw chemicznych, np. diizocyjanianéw. Ostatnia uwaga
nie wpltywa na moja ogolng ocene dziatalnosci naukowej dr inz. Marka Brzezifiskiego. Uwazam, ze
prowadzi badania na bardzo dobrym poziomie a uzyskane przez Niego wyniki znaczaco wptywaja na

rozwoj dyscypliny.



Na podstawie oceny zaréwno cyklu powigzanych tematycznie artykutéw naukowych jak i
pozostatego dorobku naukowego, uwazam ze dr inz. Marek Brzezinski spetnia wymagania
Regulaminu nadawania stopnia doktora habilitowanego w CBMiM PAN w todzi z dnia 12
pazdziernika 2020 i  wnioskuje do Rady Naukowej Centrum Badann Molekularnych i
Makromolekularnych PAN o nadanie dr inz. Markowi Brzezinskiemu stopnia naukowego doktora

habilitowanego w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki chemiczne.




