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Recenzja pracy doktorskiej Pana mgr Aleksandra Forysia pt. ,,Charakterystyka
struktur lipidowo-polimerowych metodami obrazowania krio-TEM i dyfrakcji

rentgenowskiej SAXS”

Praca doktorska Pana Aleksandra Forysia dotyczy charakteryzacji struktur
powstatych w wyniku oddziatywania dwoch typow zwigzkéw amfifilowych, tj.
lipidéw 1 amfifilowych polimeréw blokowych. Czgsteczki obu tych typéw zwigzkéw
w roztworach wodnych ulegaja samoorganizacji tworzgc bogactwo réznorodnych
struktur koloidalnych. W szczegdlnosci lipidy, takie jak bedacy tematem pracy
monooleinian glicerolu (GMO), s3 zdolne do tworzenia liotropowych cieklych
krysztalow (LLC), ktére w rozdrobnieniu nanometrycznym nosza nazwe
liotropowych nanoczgstek cieklokrystalicznych (LLCNP). W strukturze takich
nanoczgstek wystgpuja domeny hydrofobowe, posiadajg wigc one naturalng zdolnosé
solubilizowania nierozpuszczalnych w wodzie hydrofobowych substancji, w tym
lekow. Stad tez uklady takie budzg szerokie zainteresowanie jako uktady dostarczania
lekow 1 pod tym katem byly rowniez badane przez Doktoranta. Uklady koloidalne ze
swojej natury sg jednak mniej lub bardziej niestabilne i czesto w zastosowaniach
praktycznych wymagaja dodatku stabilizatorow. Role stabilizatorow w pracy Pana
Forysia pelnilo pig¢ polimeréw blokowych, zawierajacych jeden blok hydrofobowy i
jeden lub dwa bloki hydrofilowe. Blokami hydrofobowymi byly biodegradowalne
polilaktony, takie jak poli(kwas mlekowy) (PLA), poli(e-kaprolakton) (PCL) i poli(B-
butyrolakton) (PBL) oraz poli(5-metylo-5-etyloksykarbonylo-1,3-dioksan-2-on)
(PMEC). Wszystkie te bloki zostaly otrzymane w reakcji z otwarciem pierécienia.
Blokami hydrofilowymi byly natomiast poli(tlenek etylenu) i/lub poliglicydol.
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Polimery blokowe Doktorant otrzymal dobudowujac do bloku hydrofilowego blok
hydrofobowy bezposrednio lub poprzez bezwodnik bursztynowy. Przebieg syntez
polimeréw Doktorant szczegolowo opisal, w przypadku niektérych procedur
odsylajgc czytelnika do odpowiednich pozycji literaturowych. Nalezy tu podkreglié
celowe wykorzystanie przez Doktoranta polimeréw nietoksycznych, pozwalajace na
ich wykorzystanie w zastosowaniach biomedycznych. Jako polimerowy stabilizator
referencyjny Doktorant zastosowat komercyjnie dostepny, powszechnie stosowany
amfililowy polimer tréjblokowy poloksamer P407,

Polimery blokowe Doktorant wszechstronnie scharakteryzowal typowymi
metodami takimi jak chromatografia zelowa, spektroskopia NMR i rozpraszanie
Swiatta. Wyznaczyt ich podstawowe parametry strukturalne takie jak masa
czgsteczkowa, wspotczynnik dyspersji i stopnie polimeryzacji blokéw.

Stabilizowane polimerami liotropowe nanoczastki cieklokrystaliczne
Doktorant otrzymal metodg top-down w warunkach stgzenia i temperatury
pozwalajacych, zgodnie z literatura, na uzyskanie fazy kubicznej. Stabilizujac je
polimerami Doktorant otrzymat 5 ukltadéw GMO/polimer, kazdy w dwdch réznych
proporcjach lipid/polimer oraz zsyntezowat dwa uktady referencyjne.

Otrzymane uklady scharakteryzowal wszechstronnie za pomocg technik
stosowanych klasycznie w badaniach nad ukladami nanometrycznymi, tj. za pomoca
dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS), transmisyjnej kriomikroskopii
elektronowej (cryo-TEM) 1 malokgtowego rozpraszania promieniowania
rentgenowskiego (SAXS).

Pomiary technika DLS pozwolily Panu Forysiowi oszacowaé rozmiary
powstatych w poszczego6lnych uktadach obiektow. W wigkszosci przypadkéw wyniki
te byly zgodne z otrzymanymi za pomocg transmisyjnej kriomikroskopii
elektronowe;.

Za pomocg cryo-TEM Doktorant wykazal, ze o ile niestabilizowany lipid
GMO nie tworzyt uporzadkowanych struktur, to w ukladach stabilizowanych
otrzymanymi przez Niego polimerami, odpowiednio dobierajac polimerowy
stabilizator i stosunek lipid/polimer, udato Mu si¢ uzyskag¢ klasyczne kubosomy, jak i
nie wystepujace w klasycznym diagramie fazowym GMO wielowarstwowe
koncentryezne struktury oraz struktury cylindryczne. Uwazam, ze te ciekawe ukiady
warte sg dalszych badan ze wzgledu na potencjalnie nowe wiasciwosci i
zastosowania.

Cztery uklady, w ktérych wystepujg uporzadkowane wewnetrznie obiekty,

Doktorant zbadat dodatkowo za pomoca techniki matokatowego rozpraszania

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

Wydzial Chemii

ul. Gropostajowa 2

30-387 Krakdw

tel. +48 12 686 26 00

fax +48 12 686 27 50

sekretar@chemia.uj.edu.p!

www.chemia.uj.edu.pl



promieniowania rentgenowskiego (SAXS) przypisujgc im typy uporzagdkowania oraz
identyfikujgc uktad o najwi¢kszym stopniu uporzadkowania.

W aspekcie zastosowan praktycznych badanych ukiadéw Doktorant zbadat
mozliwo$¢ ich zastosowania jako ukfadow dostarczania lekéw. Jako zwigzek
modelowy wykorzystal hydrofobowy zwiazek frans-resweratrol (RSV), naturalng
pochodng stilbenu. Jest to suplement diety posiadajacy wiele korzystnych efektow, w
tym dzialanie przeciwzapalne i przeciwnowotworowe. Doktorant wykazal, ze
wybrane przez Niego do badaf cztery uklady korzystnie charakteryzowaly si¢ bardzo
wysoka, zblizong do 100%, efektywnoscia enkapsulacji i stopniem zaladowania
okoto 10%. Dla tych ukiadéw Pan Fory$ wyznaczy! profile uwalniania resweratrolu
stwierdzajagc duze rdznice w ulamku uwolnionego zwigzku, nie przekraczajacym
jednak okoto 40%, przy podobnym ksztalcie krzywych uwalniania. Uwalnianie
resweratrolu trwato korzystnie okolo 6 h, a wiec 2-6-krotnie dluzej niz czas
poftrwania resweratrolu w osoczu wynoszgcy 1-3 h dla pojedynczej dawki (doi:
10.1002/mnfr.200800177). Technikami DLS i cryo-TEM Pan Fory§ wykazal, ze

enkapsulacja resweratrolu powoduje zmiany w rozmiarach i morfologii czgstek.

Dorobek publikacyjny Dokotranta

Wryniki badan skladajacych si¢ na prace doktorska Doktorant opublikowal w 3
publikacjach w dobrych czasopismach z listy filadelfijskiej. Jest tez wspotautorem 40
publikacji niezwigzanych bezposrednio z pracg doktorskg, cho¢ generalnie réwniez
dotyczacych koloidalnych uktadoéw polimerowych i surfaktantowych. Wyniki swoich
badan prezentowal w formie 3 prezentacji ustnych konferencjach krajowych i

zagranicznych 1 3 posterow.

Ocena pracy doktorskiej

We wstgpie teoretycznym Doktorant zawart wystarczajagco szerokie
wprowadzenie do tematyki liotropowych nanoczastek cieklokrystalicznych oraz opis
ich otrzymywania. Przedstawil metody pomiarowe stosowane do charakteryzacji
badanych nanostruktur i uzasadnit ich zastosowanie w prowadzonych badaniach.
Doktorant podat tez szeroki przeglad przyktadow zastosowan nanoczgstek
cicktokrystalicznych do dostarczania lekéw réznymi drogami i w rbmych
zastosowaniach, w szczeg6lnosci charakteryzujac nanoczastki reagujace na bodzce

takie jak pH, $wiatlo i pole magnetyczne.
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W treéci pracy nie dopatrzylem si¢ powazniejszych bledow metodologicznych,
niescislosci ani blgdnie wyciggnigtych wnioskéw. Lektura pracy doktorskiej Pana
Forysia pozwolila mi jednak na sformutowanie nast¢pujacych uwag, komentarzy i
pytan. Podczas obrony prositbym Doktoranta o ustosunkowanie si¢ jedynie do uwag

merytorycznych.

Uwagi merytoryczne:

1. Pelna charakterystyka kazdego z polimeréw powinna zawieraé stopnie
polimeryzacji kazdego z blokéw. W Tabeli 4 Doktorant zawart podat stopie
polimeryzacji dla bloku hydrofobowego i jego zawarto$¢ wagowa w polimerze, nie
ma tam natomiast podanych stopni polimeryzacji blokdw hydrofilowych. Dla blokéw
PEO o masie 5000 Da jak atwo obliczy¢é wynosi on az 113. Podanie tych liczb
pozwolitoby czytelnikowi latwiej u$wiadomié sobie wzgledne dlugosci blokow
hydrofobowych i hydrofilowych i fakt, ze w wigkszosci przypadkéw blok
hydrofilowy jest znacznie dhuzszy niz hydrofobowy. Czy Doktorant zauwazyt
zwiazek tego faktu np. ze stopniem uporzadkowania ukladéw lub ich zdolnoscig do
stabilizacji badanych uktadow?

2. Na stronie 70 Doktorant stwierdzit: , Ponadto natadowane ujemnie nanoczgsteczki
nie wchodza w interakcje z bialkami surowicy, co wydhuza okres poltrwania
preparatow”. Jednakze czasteczki bialek osocza, mimo ze jako calo$¢ moga byé
natadowane ujemnie, moga posiada¢ dodatnio natadowane domeny, ktére lokalnie
moga oddzialywac z ujemnie natadowanymi czastkami. Ponadto to wiasnie wigzanie
substancji przez biatka osocza wydhuza okres poltrwania leku w osoczu.

2. Sygnaly na chromatogramach PEO-b-PCL i PEO przypuszczalnie zostaly biednie
oznaczone (na odwrot).

3. Doktorant w kilku miejscach wymienia skroty GMO i MO jako skréty réznych
zwigzkow (strony 19, 35, 38, Tabela 1), podczas gdy s3 to skroty dwdch réznych
nazw tego samego zwigzku.

4. Stezenie na wykresie krzywej kalibracyjnej resweratrolu jest przypuszczalnie
zawyzone. Absorbancja resweratrolu o stezeniu rzedu mg/mL bytaby duzo wyzsza.

5. Badania stabilnosci dyspersji dawalyby pelniejszy obraz dziatania stabilizatorow
polimerowych, gdyby byly uzupelnione o wyniki dla dyspersji niestabilizowanego

GMO oraz stabilizowanego referencyjnym polimerem P407.

Pomniejsze uwagi dotyczace jezyka, stylu i edycji i nomenklatury:
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W pracy jest dos¢ duzo bledow literowych, stéw w niewlaéciwych przypadkach i
liczbach. Wystgpuja tez blgdnie uzyte cytowania, np. w publikacjach 16 i 17 nie
znalaziem informacji o hemolitycznym dzialaniu fitantriolu, ktére mnie zaciekawito
(strona 12). Rysunek 2 zawiera blgdny wzor fitantriolu. W pracy pojawialy sie
nastepujace blgdnie uzyte terminy: absorpcja zamiast adsorpcja (strona 70), PDI
zamiast DI, czgstka/czasteczka/nanoczasteczka, Sonikacja polega na zastosowaniu
ultradzwickéw (strona 23). DSC mierzy przekazane cieplo a nie szybkosé jego
przeptywu w funkcji temperatury (strona 32). Resweratrol nie jest zarejestrowanym
lekiem, a suplementem (strona 50 i 90).

Pragng podkresli¢, ze uwagi powyzsze nie wplywaja na moja wysoka oceng
merytorycznej wartosci pracy. Jej dokfadna analiza pozwolila mi stwierdzié, ze
Doktorant jest do$wiadczonym chemikiem, ktéry potrafi przeprowadzié udana
syntezg nowych, bardzo ciekawych materialéw, wszechstronnie je scharakteryzowaé
pod katem fizykochemicznym, zastosowaé odpowiednie, wymagajace pod wzgledem
teoretycznym, techniki badawcze i wyciggngé uzasadnione wnioski. Jego praca
wniosta znaczacy wklad w rozwéj badan nad relatywnie mato poznanymi, choé
waznymi 1 ciekawymi uktadami koloidalnymi, ktérymi sz liotropowe nanoczastki
cieklokrystaliczne.

Biorac pod uwagg powyzsze stwierdzam, Ze przedstawiona mi do oceny praca spelnia
ustawowe wymogi stawiane rozprawom doktorskim. Zwracam si¢ zatem do Rady
Naukowej Centrum Materialéw Polimerowych i Weglowych PAN w Zabrzu z
wnioskiem o przyjecie rozprawy doktorskiej i dopuszczenie Pana mgr

Aleksandra Forysia do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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