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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Adriana Dominskiego
pt. pH-czute systemy kontrolowanego uwalniania zwigzkéw biologicznie aktywnych
wykonanej w Centrum Materiatdow Polimerowych i Weglowych PAN w Zabrzu
pod kierunkiem profesora Piotra Kurcoka

opracowana na zlecenie Rady Naukowej CMPW PAN

Problem selektywnego dostarczania lekdw za pomocg nosnikow, ktére mogg uwalniac¢ lek w sposéb
kontrolowany cieszy sie duzym zainteresowaniem i jednoczesnie stanowi duze wyzwanie, wymagajgce
odpowiedniego przygotowania i znajomosci zagadnienia. Wspdtczesne badania prébujg stawié czota temu
wyzwaniu, wykorzystujgc nanoczastki, jako nosniki lekéw. Wiele nanolekdéw weszto do praktyki klinicznej,
a jeszcze wiecej jest badanych w badaniach klinicznych pod katem szerokiej gamy schorzen. Obecnie
wiekszosé nanolekdw to wczesniej istniejgce leki skoniugowane z nosnikiem w celu poprawy wtasciwosci
farmakokinetycznych i/lub farmakodynamicznych. Niektére polimerowe nanoczgstki mogg utatwiaé
uwalnianie leku przez wiele tygodni bez gromadzenia sie w organizmie. Dlatego polimerowe nanoczastki
s3 uwazane za obiecujgce nosniki dla wielu lekéw, w tym lekéw przeciwnowotworowych.
Biodegradowalne polimery sg szczegdlnie interesujgce, poniewaz mogq by¢ w petni metabolizowane i
usuwane z organizmu. W tym nurcie miesci sie przedstawiona do recenzji praca; tematyka badan
podjetych w rozprawie jest bardzo aktualna i istotna z naukowego punktu widzenia. Biorgc pod uwage
bogate doswiadczenie w zakresie biodegradowalnych materiatéw polimerowych promotora pracy,
profesora Piotra Kurcoka, doktorant trafit na bardzo dobry grunt, gdzie mdgt rozwija¢ swoje badania.

W ogdlnym zarysie badania prowadzone w ramach pracy doktorskiej miaty na celu opracowanie
biodegradowalnych, pH-czutych no$nikéw substancji biologicznie aktywnych.

Doktorant przeprowadzit synteze trzech rodzajow nosnikéw, dwa typy miceli oraz supramolekularne
hydrozele, ktére zawieraty odpowiednie ugrupowania ulegajace hydrolizie w lekko kwasnym srodowisku
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komoérek nowotworowych. Do takich uktadow putapkowane byty zwigzki biologicznie aktywne: lek
przeciwnowotworowy (doksorubicyna) oraz 8-hydroksychinolina i jej glikozylowane pochodne.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska ma charakter tradycyjny i zawiera nastepujace rozdziaty:
wprowadzenie, cze$¢ literaturowa, cel i zakres pracy, oméwienie wynikéw badan, wnioski koficowe, czesé
doswiadczalng, spis literatury, dorobek naukowy Autora i streszczenie. Przedtozona praca zawiera 174
strony, 75 rysunkdéw, 12 tabel, 315 odnosnikow literaturowych. Najobszerniejszg czescig rozprawy jest
omowienie wynikow (ponad 60 stron).

Rozprawa jest napisana bardzo starannie, komunikatywnym jezykiem i zawiera bardzo dobrze opracowane
rysunki. Wszystko to sprawia, ze czyta sie jg z duzym zainteresowaniem. Bytam pod duzym wrazeniem
czesci literaturowej pracy, gdzie Autor w sposéb bardzo interesujgcy wprowadza czytelnika w tematyke
dotyczacg wykorzystania réznych polimerowych nosnikéw lekéw w terapii przeciwnowotworowej. W
pracy nie znalaztam powaznych btedéw merytorycznych ani metodycznych, niemniej jednak chciatam
przedstawié kilka uwag w kolejnosci takiej jak zostato opisane w przedtozonej rozprawie.

Czesc literaturowa sktada sie z kilku podrozdziatow. W pierwszych trzech rozdziatach (2.1-2.3) Autor
przedstawia polimerowe systemy kontrolowanego uwalniania lekow, ze szczegdlnym uwzglednieniem
biernego i aktywnego dostarczania lekow. Dobrze dobrane zagadnienia przedstawione na 12 stronach
poparte sg az 104 pozycjami literaturowymi (czy Autor miat czas, aby sie z nimi wszystkimi zapoznac?).
Przedstawione sg przyktadowe formulacje dopuszczone na rynek i takie, ktére sg w trakcie badan
klinicznych. | tak, opisujgc preparat BIND-014 zaprojektowany do aktywnego celowania Autor wspomina
na stronie 15, ze jest on w drugiej fazie badan klinicznych i ze wyniki s obiecujgce. Jednakze informacja ta
zaczerpnieta z ref. [77] z 2012 roku powinna zosta¢ zaktualizowana (ostatecznie tego preparatu nie
wprowadzono na rynek). Podobnie podajac liczby zatwierdzonych lekéw, badz lekéw w trakcie badan
klinicznych (strony 16, 22 i 24) nalezato poda¢ date tych informacji. Podobnie w rozdziale 4.2.2, strona 71
— informacja dotyczaca NC-6300 i INNO-206.

W kolejnym rozdziale 2.4 opisane zostaty polimerowe nanoczgstki reagujace na bodzce, jako nosniki lekow
w terapii przeciwnowotworowej. Szczegdlnie istotny jest podrozdziat 2.4.1, w ktérym Autor opisuje rézne
podejscia w projektowaniu pH-czutych nosnikow lekéw i popiera je odpowiednimi przyktadami. W
ostatnich dwdch rozdziatach czesci literaturowej 2.5 i 2.6 opisane sg supramolekularne hydrozele typu
gosc-gospodarz na bazie cyklodekstryn do miejscowego podawania lekow oraz biodegradowalne poliestry
i poliweglany, jako biodegradowalne nosniki. Cata czes¢ literaturowa bardzo dobrze koresponduje z
badaniami wtasnymi opisanymi w dalszej czesci dysertacji.
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Omowienie wynikow badan poprzedzone jest jasno sprecyzowanymi celami i krétkim wprowadzeniem,
ktore utatwia czytelnikowi zorientowanie sie w wielowgtkowej pracy.

Prositabym Autora o komentarz do zdania na stronie 60/61: ,,Nalezy podkresli¢, iz w pracy zaprezentowano
nowy kierunek badan, w ktédrym zaproponowano enkapsulacje substancji biologicznie aktywnych, tj.
glikokoniugatéw 8-hydroksychinoliny do pH-czutego nosnika, w celu zwiekszenia selektywnosci terapii
przeciwnowotworowej, majgc na uwadze, ze oba wektory (pH-czutos$¢ nosnika oraz glikokoniugacja) celuja
w specyficzny dla komdrek nowotworowych efekt Warburga.” Prosze o wyjasnienie czy glikokoniugaty 8-
hydroksychinoliny mozna traktowaé jako leki stosowane w terapii przeciwnowotworowej? Jaka jest
interpretacja dotyczaca glikokoniugatu jako wektora? Co oznacza celowanie w specyficzny dla komaorek
nowotworowych efekt Warburga?

W pierwszej czesci omdwienia wynikéw Doktorant przedstawit synteze amfifilowego diblokowego
kopolimeru zawierajgcego jednostke PEG potgczong poprzez ugrupowanie hydrazonowe. Taki kopolimer
byt zdolny do samoorganizacji w micele i zgodnie z hipotezg Autora hydroliza wigzania hydrazonowego w
Srodowisku kwasnym (pH 6,4 i 5,5) powodowata mozliwos¢ zrzucania zewnetrznej warstwy PEGu, w
efekcie czego micele reorganizujg sie w wieksze struktury. Zastosowanie strategii wykorzystujacej
zrzucanie warstwy PEGu jest bardzo ciekawym podejsciem. Dzieki niemu w tkankach nowotworowych
charakteryzujgcych sie obnizonym pH, krgzgce nanoczastki pozbawione hydrofilowej otoczki mogg by¢
tatwiej wychwytywane przez komérki, co zostato opisane przez Autora w czesci literaturowej, jako
»dylemat PEGU”. W kolejnym rozdziale 4.2.4 zostaty opisane badania stabilnosci miceli mPEG-hyd-aPHB z
wykorzystaniem techniki DLS. Micele byty inkubowane w 37°C w buforach fosforanowych o réznym pH
(7,4, 6,4 5,5). Przy fizjologicznym pH (7.4) micele mPEG-hyd-aPHB byly stabilne do 24 godzin, a po tym
czasie zaczety tworzy¢ wieksze agregaty. Autor ttumaczy ten fakt powolng hydroliza wigzania
hydrazonowego w lekko zasadowym pH, ktéremu towarzyszy reorganizacja miceli (strona 78/79). Moze
warto oprocz srodowiska buforu fosforanowego sprawdzi¢ stabilnos¢ miceli w srodowisku zawierajgcym
medium hodowlane z surowicg lub bez. W obecnosci biatek stabilnos¢ miceli moze by¢ inna.

Nastepnie zaprezentowane zostaly badania enkapsulacji i uwalniania lekéw in vitro. Procedury s3
doktadnie opisane w czesci eksperymentalnej (rozdziat 6.8). Moje watpliwosci budzi fakt odwirowania
niesputapkowanej doksorubicyny z roztworu wodnego w celu oznaczenia efektywnosci spulapkowania
leku (DLE). Jesli niezwigzana doksorubicyna wypada z roztworu wodnego to znaczy, ze rowniez bedzie
wypadata z roztworu podczas badania uwalniania leku. Tym razem bedzie to miato miejsce w kapsule do
dializy i to moze zafatszowac wyniki. W jakiej formie dializowana byta wolna doksorubicyna przedstawiona
na wykresie (Rys. 40) ? W kolejnym rozdziale opisane s badania biologiczne z udziatem miceli
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zawierajgcych hydrazonowe ugrupowanie (mPEG-hyd-aPHB) ze zwigzkami aktywnymi i bez. Wykonano
zaawansowane badania in vitro, z ktérych wynika, ze micele s3 nietoksyczne wobec komdérek
nowotworowych i prawidtowych. Micele ze sputapkowanymi zwigzkami aktywnymi skutecznie hamowaty
proliferacje komorek nowotworowych i charakteryzowaty sie wyzszymi wspoétczynnikami selektywnosci w
porownaniu do wolnych zwigzkéw aktywnych. Ciekawi mnie, na ile odmiennie zachowywatyby sie micele
bez ugrupowania hydrazonowego ze sputapkowanymi zwigzkami aktywnymi? Takie badania dodatkowo
potwierdzityby zatozenia dotyczace wptywu hydrolizy fragmentu PEGowego na aktywnosé biologiczng. Na
stronie 90 (tekst pod Rys. 46) Autor wycigga wniosek o biokompatybilnosci: ,,Analizujgc powyzsze wyniki
mozna zaobserwowaé, ze wszystkie testowane linie komdrkowe inkubowane z pustymi micelami, nie
wykazujg cech apoptozy, potwierdzajgc tym samym biokompatybilnos¢ nosnika”. Méj komentarz jest taki,
ze wykonane badania in vitro nie pozwalajg na wyciagniecie wniosku na temat biokompatybilnosci.
Biokompatybilnos¢ lub biozgodno$¢ to ogdlny termin opisujacy wiasciwos¢ materiatu, ktory jest
kompatybilny z zywa tkanka. Materialy biokompatybilne nie wywotujg reakcji toksycznej ani
immunologicznej w kontakcie z ciatem lub ptynami ustrojowymi. Materiaty takie oprdcz braku toksycznosci
powinny charakteryzowac sie brakiem wptywu na uktad odpornosciowy organizmu, nie powinny
powodowaé¢ hemolizy, itd., a takich wnioskdw nie mozna wyciggngé¢ z przeprowadzonych badan
biologicznych.

Druga seria pH-czutych nosnikéw to zdolne do samoorganizacji w roztworach wodnych amfifilowe
kopolimery blokowe: poli(etero-b-weglan) i poli(etero-b-weglan-b-ester) zawierajagce w bloku
weglanowym ulegajgce szybkiej hydrolizie w $Srodowisku kwasnym ugrupowanie ketalowe. W wyniku
hydrolizy ketalu tworzyty sie dwie grupy hydroksylowe, ktére ostabiaty oddziatywania hydrofobowe w
rdzeniu miceli, w efekcie czego micele peczniaty, uwalniajac enkapsulowang substancje aktywng. Dobrym
pomystem byto wprowadzenie do polimeru silnie hydrofobowego bloku niskoczgsteczkowego poli([R]-3-
hydroksymaslanu), co zapewnito wiekszg stabilnos¢ i znaczne obnizenie wartosci CMC.

Ostatnia, trzecia seria pH-czutych polimerdw to supramolekularne hydrozele oparte na interakcjach gosc-
gospodarz pomiedzy a-cyklodekstryng i tancuchami PEG, ktére mogg znalezé¢ zastosowanie jako
wstrzykiwalne systemy dostarczania lekéw. Tym razem pH-czuto$¢ powodowana byta ugrupowaniami
ketalowymi w fancuchach podchodzacych od pH-czutych micel z kopoli(etero-b-weglanu). Takie ukfady
zastosowano do wspotdostarczania dwdch zwigzkéw: hydrofobowej doksorubicyny oraz pochodnej 8-
hydroksychinoliny potgczonej poprzez linker triazolowy z 6-deoksy-D-glukopiranozg jako zwigzku
hydrofilowego. Metodami dyfrakcji promieni rentgenowskich i réznicowej kalorymetrii skaningowe;j
potwierdzono tworzenie sie poli(pseudo)rotaksanéw i krystalicznych kompleksow typu kanatowego
stanowigcych obok rdzeni micel dodatkowe wezty sieci w otrzymanym supramolekularnym hydrozelu.
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Takie uktady charakteryzowaty sie niespotykanie dla porowatych hydrozeli dtugim czasem uwalniania
zwigzkow aktywnych o charakterze ,,matych czasteczek”.

Mam uwage do wniosku przedstawionego na stronie 126: ,,8HQ-Glu moze tatwo przenika¢ do komdrek
rakowych poprzez aktywny transport przez transportery GLUT, natomiast micele sg endocytowane przez
komorki, co przedtuza w czasie jego aktywnosé cytotoksyczng”. Zgadzam sie z argumentacjg Autora, ze
micele mogg przedostawaé sie do komérki w wyniku endocytozy. Natomiast nie podzielam opinii o
mozliwosci przenikania hydrofilowej 8HQ-Glu poprzez transportery GLUT. Aktualnie jest znana struktura
3D transporterow GLUT (Deng i wspdtpracownicy, Nature 2014, 510, 121-125 oraz Nature 2015, 526, 391-
396) i wydaje sie mato prawdopodobne, aby hydrofilowa 8HQ-Glu mogta wnika¢ do komérki poprzez
transportery GLUT, co najwyzej mogtaby oddziatywac z transporterem w konformacji zewnetrznie
otwartej (outward open) i w ten sposéb antagonizowac transporter.

Ostatnig czescig rozprawy jest cze$¢ doswiadczalna, w ktérej Doktorant wyszczegdlnia stosowane
odczynniki, doktadnie opisuje wszystkie przeprowadzone syntezy oraz metody stosowane do
charakterystyki fizykochemicznej otrzymanych potaczen. Opisane sg rowniez procedury badan
biologicznych, ktére zostaty przeprowadzone we wspodtpracy z Centrum Biotechnologii Politechniki
Slaskiej. Wyniki badan zostaty bardzo starannie opracowane i zestawione w tabelach.

Kilka dodatkowych uwag przedstawiam ponizej:

® brakinformacji o uzyskaniu praw do reprodukcji rysunkdéw przedstawionych w czesci literaturowej

® brak odwotania w tekscie do niektérych rysunkéw, np. rys. 8, 11, 16, 17, 18

® brak konsekwencji w stosowaniu niektérych skrotéw, np. 8HQ (czesto uzywana byta cata nazwa:
8-hydroksychinolina), ponadto ,hydrofilowy glikokoniugat 8HQ-Glu” powinien mie¢ dla
odrdznienia inny skrét; przyjeto jedno oznaczenie 8HQ-Glu zaréwno dla pochodnej 6-deoksy-D-
glukopiranozy jak i acetylowanego glukozydu

® pK, — parametr ten powinien mie¢ litere a w indeksie dolnym

® str. 34, Rys. 12a — na rysunku przedstawione jest ugrupowanie iminowe, a nie hydrazonowe

e str. 48, Rys. 19 — ,Struktura molekularna czasteczki cyklodekstryny....” — czy nie wystarczy
struktura cyklodekstryny?

e str. 53 — zbyt diugie, niepoprawne zdanie: ,Kontrola mikrostruktury pozwala na projektowanie
wtasciwosciach  fizykochemicznych  syntezowanego PHB (np. ataktyczny poli([R,S]-3-
hydroksymaslan) jest polimerem amorficznym [264]), co otwiera wiele mozliwosci podczas
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projektowania biodegradowalnych i bioresorbowalnych nosnikow lekdéw na bazie poli(3-
hydroksymaslanu) [262, 265]”

e str. 64 — ,Zasadowos$¢ uzytych inicjatorow, oparta na pKa w DMSO, zostata przyjeta z tablic
Brodwella [292] i byta nastepujgca (wartosci pKa w DMSO poszczegolnych fenolandw w
nawiasach): p-NO2PhONa (10.8) < p-CIPhONa (16.7) < NapthONa (17.2) < PhONa (18) < p-
CH30PhONa (19.1)" — w nawiasach przedstawiono wartosci pK, dla fenoli, czyli zwigzkéw o
charakterze kwasow; Autor miat na mysli zasadowosé, czyli powinny zosta¢ przedstawione
wartosci pKy dla anionéw fenolanowych.

e str. 86, Rys. 44 i Rys. 45— oba rysunki przedstawiajg cytotoksycznos¢ wolnej i enkapsulowanej 8HQ

Przedstawione w recenzji uwagi polemiczne i pytania o charakterze dyskusyjnym nie umniejszajg mojej
bardzo wysokiej oceny recenzowanej rozprawy. Cel pracy zostat zrealizowany pomyslinie. Autor wykazat
sie niewatpliwie dobrym przygotowaniem merytorycznym, duzg starannoscig w planowaniu i prowadzeniu
eksperymentow. Przyjeta metodyka jest poprawna. Wyniki przedstawione w rozprawie doktorskiej sg
wartosciowe, posiadajg elementy nowosci naukowej i zostaly juz opublikowane w szesciu publikacjach
naukowych z listy JCR (dwie z nich to publikacje przegladowe) oraz byty zaprezentowane na czternastu
konferencjach o zakresie krajowym i miedzynarodowym. Warto nadmieni¢, ze badania prowadzone w
niniejszej pracy byty wspétfinansowane z kilku projektéw, ponadto Doktorant odbyt dwa miesieczne staze
zagraniczne.

Uwazam, Ze rozprawa doktorska pt. pH-czule systemy kontrolowanego uwalniania zwigzkow
biologicznie aktywnych spetnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1-4 ustawy z dnia 20 lipca 2020 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 r. poz. 85) i z petnym przekonaniem wnioskuje o
dopuszczenie mgr inz. Adriana Dominskiego do dalszych etapdw postepowania.

Ponadto, biorac pod uwage wysoki poziom naukowy recenzowanej pracy, jej interdyscyplinarnosci szeroki
zakres obejmujgcy synteze i charakterystyke trzech serii nosnikdw, zastosowanie nosnikéow do
putapkowania zwigzkéw aktywnych oraz badania biologiczne z ich udziatem, wnioskuje 0 wyrdinienie
rozprawy doktorskiej mgr inz. Adriana Dominskiego. Wymiernym potwierdzeniem wartosci pracy sg
opublikowane juz prace zwigzane bezposrednio z tematyka rozprawy.
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