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RECENZIJA
Rozprawy doktorskiej mgr inz. Stawomira Jana Drozdka
pt.: “Synteza i wtasciwosci nanonosnikow polimerowych dla

zastosowan teranostycznych”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr inz.
Stawomira Drozdka obejmuje zagadnienia zwigzane z otrzymywaniem,
charakterystyka fizykochemiczng nowych nanokapsut polimerowych z
rdzeniem olejowym oraz ocene ich przydatnosci jako nanonosnikéw
substancji terapeutycznych i diagnostycznych. Doktorant pod opieka
promotorskg Pani prof. dr hab. Kazimiery Wilk oraz Pani dr Urszuli
Bazylinskiej (promotor pomocniczy) opracowat metodologie otrzymywania
wspomnianych nanonos$nikéw stosujgc nanoprecypitacje oraz metode
emulsyjno-dyfuzyjng. Badania te wpisujg sie w tematyke rozwijang od
wielu lat w grupie Pani Promotor i lokujg sie w najbardziej aktualnych
zagadnieniach dotyczacych polimerowych uktadéw do dostarczania lekéw,
a w szczegdlnosci ich zastosowan w teranostyce. Nanoinzynieria takich
uktadéw wymaga interdyscyplinarnego podejscia uwzgledniajacego (1)
odpowiedni dobdr skfadnikbw tworzgcych nanonosniki o pozadanej
strukturze, rozmiarze, zdolnosci do enkapsulacji, wiasciwosciach
biologicznych itp., ale takze (2) wiasciwy wybdr substancji terapeutycznych
i diagnostycznych oraz (3) charakterystyke fizykochemiczng, mikroskopowg
i biomedyczng otrzymanych nos$nikdw wraz z przenoszonymi substancjami

aktywnymi.
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Recenzowang rozprawe doktorskga rozpoczyna czes¢ literaturowa poprzedzona
streszczeniem pracy oraz kréotkim wprowadzeniem, w ktérym Doktorant nakredlit tto i
istotno$¢ podejmowanych badan w konteks$cie aktualnych problemdéw z dostarczaniem
hydrofobowych farmaceutykdw do organizmu cztowieka. Poszczegdlne rozdziaty czesci
literaturowej omawiajg zagadnienia bezposrednio zwigzane z przedmiotem pracy w dos¢
wyczerpujgcym zakresie. Pierwszy z tych rozdziatéw w sposdéb systematyczny omawia
nanonosniki stosowane w technologii farmaceutycznej, ze szczegélnym uwzglednieniem ich
otrzymywania technika nanoprecypitacji oraz emulsyjno-dyfuzyjng. Kolejny rozdziat stanowi
klarowny przeglad dotyczacy koenkapsulacji substancji diagnostycznych i terapeutycznych w
uktadach koloidalnych. Doktorant przedstawit w nim zestawienia zaréwno czynnikdéw
diagnostycznych uzywanych w rézinych technikach bioobrazowania np. (MRI, PET), ze
szczegbdlnym uwzglednieniem znacznikdéw fluorescencyjnych (takze kropek kwantowych), jak
tez przyktady enkapsulowanych terapeutykéw, uzywanych gtéwnie w terapiach
przeciwnowotworowych, w tym fotouczulaczy stosowanych w terapii fotodynamicznej.
Ostatni rozdziat koncentruje sie na opisie mechanizmoéw transportu i wnikania nanosnikow w
organizmach zywych z rozréznieniem pasywnego i aktywnego dostarczania lekow poprzez
nosniki.

Cata cze$¢ literaturowa pracy zajmuje prawie 50 stron, odwotuje sie do bardzo obszernej
literatury w przedmiocie, a przedstawiony opis wspomnianych wyzej zagadnien jest
wyczerpujacy. Napisana jest ona merytorycznie poprawnie, w sposob przejrzysty i
systematyczny. Swiadczy to o zgtebieniu przez doktoranta tematyki rozprawy doktorskiej, a
czytelnikowi daje bardzo dobre tto dla motywacji podejmowanych badaiA oraz
wprowadzenie do opisywanych dalej zagadnied. Uwazam, ze moze ona by¢ podstawg do
publikacji przeglagdowej dotyczgcej wykorzystania nanonosnikdw w teranostyce.

Cze$¢ eksperymentalng poprzedza przedstawienie celu i zatozen pracy. Doktorant
podkre$la w nim wazne cele technologiczne w zakresie koenkapsulacji substancji
diagnostycznych i terapeutycznych w nanonosnikach o pozadanych cechach
farmakokinetycznych i farmakodynamicznych. ktére umozliwiajg rozwdj medycyny
spersonalizowanej. W tym konteksécie Doktorant stawia sobie jasno cele pracy doktorskiej
nie tylko w zakresie metod otrzymywania nanoukfaddw teranostycznych, ale takze wskazuje
na warunki dotyczgce rozmiardw, stabilnosci no$nikdw oraz mozliwo$é skalowania syntezy,

co razem wskazuje na potencjat aplikacyjny nowych uktadow w terapiach



antynowotworowych oraz bioobrazowaniu. Waznym elementem pracy byfo takze zatozenie
przeprowadzenie badan in vitro otrzymanych uktadéw w kontekscie ich potencjalnych
zastosowan biomedycznych.

Czes¢ eksperymentalna zawiera na poczatku szczegdtowe przedstawienie uzytych
materiatdw oraz metodologii badan zmierzajgcych do osiggniecia zatozonych celdéw. Opisy
obejmujg zaréwno metody otrzymywania nanokapsut, ich tadowania substancjami
aktywnymi, jak tez metody ich charakterystyki (m.in. spektroskopia absorpcyjna UV/Vis,
spektroskopia fluorescencyjna, dynamiczne rozpraszanie $wiatta (DLS), mikroskopia sit
atomowych (AFM), transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)).

W rozdziale 5.1. opisane i przedyskutowane sg wyniki prac badawczych dotyczgcych
nanokapsut otrzymywanych metoda nanoprecypitacji z enkapsulowanymi barwnikami
fluorescencyjnymi (Czerwien Nilu i Kumaryna 6) oraz wybranym cytostatykiem -
paklitakselem. Kluczowym etapem badan byta optymalizacja metod otrzymywania
nanokapsut gtéwnie poprzez modyfikacje sktadu (np. rodzaj i stezenie uzytego polimeru, fazy
olejowej) przy zachowaniu statych warunkéw mieszania, czy podawania reagentdw, ktére to
warunki wynikaty z wczesniej przeprowadzonych eksperymentéw oraz danych
literaturowych. Optymalizacji podlegaty m.in. rozmiary otrzymanych nanokapsut (w
pozagdanym zakresie od 100 nm do 200 nm) oraz stopien enkapsulacji zamykanych
substancji. Najbardziej zadawalajgce wyniki zostaty uzyskane dla kapsut tworzonych przez
kopolimer kwasu mlekowego i glikolowego (PLGA) oraz olej Capmul MCMC 10 z uwagi na
korzystne oddziatywania z enkapsulowanymi substancjami. W rozdziale 5.3 Doktorant
pokazat wykorzystanie otrzymanych nanokapsut w obrazowaniu komodrek wykazujac
przewage enkapsulowanych barwnikbw w stosunku do wolnej postaci podawanych
komodrkom, co zwigzane jest m.in. z lepszym wychwytem nanokapsut przez komérki. Z uwagi
na hydrofobowe srodowisko nanokapsut barwniki wykazujg tez znacznie mniejszg agregacje
w porédwnaniu do wolnych barwnikéw, co przekfada sie na wyzszg wydajnos$é kwantowa
fluorescencji i wiekszg czutos¢ obrazowania.

W przypadku nanokapsut zawierajgcych hydrofobowe kropki kwantowe (CdSexSi1-x/ZnS)
oraz ftalocyjanine cynkowg jako fotouczulacz (opisane w rozdziale 5.2.) elementem
optymalizacji byto takze zbadanie wptywu sktadnikow nosnikéw na fluorescencje wyzej
wymienionych substancji enkapsulowanych, takze po dtuzszym kontakcie (30 dni). Ten etap

znacznie ograniczyt wybdr zarowno fazy olejowej, jak i polimerow i surfaktantéw, a dalsza



optymalizacja procesu emulsyjno-dyfuzyjnego opieratfa sie na doborze odpowiednich stezen
wczesniej wyselekcjonowanych substratéw. Otrzymane kapsuty z zatadowanymi kropkami
kwantowymi zostaty poddane m.in. testom fotostabilnosci w réznych warunkach pH,
temperatury, w buforze PBS oraz roztworze ludzkiej albuminy, co jest istotne w przypadku
ich zastosowan w bioobrazowaniu. Uzyskane wyniki sg bardzo obiecujace, gdyz fluorescencja
nieenkapsulowanych kropek kwantowych jest znacznie bardziej wrazliwa na zmienne
warunki obecne w réznych miejscach organizmu i organellach komdérkowych. W kolejnym
etapie przeprowadzono koenkapsulacje kolchicyny, hydrofobowego cytostatyku, osiggajac
bardzo wysokie stopnie enkapsulacji (do 85%). Wyniki pomiaréw wskazaty rowniez na brak
istotnej agregacji nanokapsut, co jest rowniez bardzo wazng cechg otrzymanych uktadéw
teranostycznych. Koenkapsulacja kropek kwantowych oraz fotouczulacza, jakim jest
ftalocyjanina cynkowa, doprowadzita do otrzymania kapsut, w ktérych fluorescencja kropek
kwantowych, obecnych nawet w matych ilosciach, moze by¢ réwniez wykorzystana do
Sledzenia potozenia wuczulacza w organizmie. Co bardzo wazne, nanokapsuty z
enkapsulowanymi kropkami kwantowymi mogga by¢ réwniez wykorzystane w obrazowaniu
przy wzbudzeniu dwufotonowym, tj. w zakresie bliskiej podczerwieni, ktdre to dtugosci fali
sq znacznie stabiej absorbowane przez tkanki organizmu niz Swiatto widzialne lub
ultrafioletowe, co ma znaczenie dla gtebokosci penetracji wigzki lasera. Doktorant, przy
wspotpracy z grupg Pana prof. Marka Samocia, wykazat, ze uktady z enkapsulowanymi przez
niego kropkami kwantowymi rzeczywiscie wykazujg fluorescencje przy dwufotonowym
wzbudzeniu. Co wiecej, pokazane zostato takie rezonansowe przeniesienie energii i
wzbudzenie czgsteczek fotouczulacza przy zastosowaniu wzbudzenia z zakresu bliskiej
podczerwieni nieabsorbowanego przez ftalocyjaning, co jest m.in. skutkiem bliskich
odlegtosci miedzy donorem i akceptorem w niewielkich objetosciach nanokapsut. Efekt ten
moze miec rowniez przetozenie aplikacyjne wprowadzajgc mozliwos¢ wzbudzenia w zakresie
bliskiej podczerwieni takze fotouczulaczy majgcych niewielki przekrdj czynny na absorpcje
dwufotonowa.

Badania biologiczne (wykonane przez Panig dr inz. Julite Kulbacka) sg zwienczeniem
charakterystyki otrzymanych nanonos$nikéw i potwierdzeniem jej potencjatu aplikacyjnego.
Wyniki tych badan potwierdzajg, ze nanosniki z enkapsulowanymi kropkami kwantowymi

ulegaja internalizacji do wnetrza komérek i mogga stuzy¢ jako nosniki substancji aktywnych



umozliwiajac jednoczesnie Sledzenie ich lokalizacji przy uzyciu fluorescencyjnej mikroskopii
konfokalne;j.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zawiera szereg bardzo wartosciowych
wynikéw badawczych wymienionych wyzej, ale z racji roli recenzenta musze odnies¢ sie
takze do pewnych uwag polemicznych. (1) W kontekscie badanych nowotworowych linii
komérkowych pozadane bytoby zbadanie wptywu enkapsulowanych cytostatykdw na
przezywalno$é komorek, a w przypadku pozytywnych wynikow takze wykonanie badan in
vivo. Czy takie badania sg planowane, a jesli tak, to jak droga podania nanokapsut jest
rozwazana i dlaczego? (2) Na stronie 65 mozna przeczytaé, ze prébki przed pomiarami byty
»przepuszczane przez filtry strzykawkowe z polieterosulfonu”. Jaki byt cel tego zabiegu i czy
miat on wptyw na wyznaczane rozmiary nanokapsut? Jaka byta wielko$¢ poréw w filtrze? (3)
Na stronie 76 podana jest szybkos¢ wkraplania fazy organicznej do wodnej rowna 315
uL/min, podczas gdy w tabeli 4.3 jest podane 400 uL/min. Czy te wielkosci dotyczg tego
samego procesu? (4) Na stronie 106 podano obnizenie intensywnosci fluorescencji kropek
kwantowych po 30 dniach ich przechowywania w ciemnosci. Czy zachowane byty warunki
beztlenowe, a jesli tak, to jakie moze by¢ wyjasnienie tego zjawiska w przypadku tylko
wybranych olejéw.

W podsumowaniu moge stwierdzi¢, ze uzyskane przez doktoranta wyniki prac
badawczych przedstawionych w recenzowanej dysertacji niosg istotne wartosci poznawcze
oraz znaczenie dla projektowania nanonosnikdw teranostycznych i ich zastosowan
medycznych. Doktorant wykazat sie umiejetnoscia prowadzenia pracy badawczej na
wysokim poziomie, krytycznego spojrzenia na uzyskiwane wyniki oraz wyciggania rzetelnych
wnioskdéw na ich podstawie. Wykazat sie takze umiejetnoscia prowadzenia wspodtpracy
naukowej, co jest bardzo cenne w kontekscie interdyscyplinarnych prac badawczych, takich
jak przedstawione w niniejszej dysertacji. Oceniajagc pozytywnie recenzowang prace
stwierdzam, ze spetnia ona wymogi stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z art. 13
ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i
tytule w zakresie sztuki. Wnosze, zatem do Wysokiej Rady Wydziatu Chemicznego
Politechniki Wroctawskiej o przyjecie rozprawy i dopuszczenie doktoranta do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Ponadto, doceniajgc istotnos$¢ osiggnie¢ badawczych

Doktoranta, potwierdzone wspoétautorstwem w 5 publikacjach w cenionych czasopismach



naukowych oraz 1 patencie, wysoky jako$¢ przedstawionej dysertacji, wnioskuje o

wyrdznienie pracy doktorskiej Pana mgr inz. Stawomira Jana Drozdka.
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