dr hab. inz. Agnieszka Kowalczyk, prof. ZUT Szezeein 15072002 1.
Katedra Technologii Chemicznej Organicznej

i Materialéw Polimerowych

Wydziat Technologii i Inzynierii Chemicznej

Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie

70-322 Szczecin, ul. Putaskiego 10

E-mail: Agnieszka.Kowalczyk@zut.edu.pl, tel. (91) 449 46 84

Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Sonii Kudlacik-Kramarczyk
pt.: ,,Biokompatybilne uklady transdermalne i ich zastosowanie w terapii
nowotworowej”

Wybér i aktualnos§é¢ tematyki badawczej

Mgr inz. Sonia Kudlacik-Kramarczyk wykonala rozprawe doktorska na Wydziale
Inzynierii i Technologii Chemicznej Politechniki Krakowskiej pod kierunkiem dr hab. inz.
Bozeny Tyliszczak, prof. PK oraz dr n. biol. lek. Med. Magdaleny Kedzierskiej jako promotora
pomocniczego. Celem rozprawy bylo opracowanie biokompatybilnych —ukladéw
transdermalnych na bazie chitozanu, modyfikowanych aloesem oraz czastkami albuminowymi
z lekiem przeciwnowotworowym. Ostatecznie uklady te byly materialami hydrozelowymi
zaliczanymi do nowoczesnych opatrunkéw medycznych.

Nowe rozwigzania dla medycyny sa niezwykle istotnymi zagadnieniami, poruszanymi
w wielu dziedzinach nauki, w tym w dyscyplinie inzynieria chemiczna. W ten $wiatowy trend
wpisuje si¢ takze technologia otrzymywania nowej generacji opatrunkéw hydrozelowych
z biopolimeréw, majacych ceche szczegdlng w postaci kontrolowanego i z zalozenia
bezpiecznego sposobu podazy lekow chorym przez skore. Wiadomo bowiem, ze kwestie
zdrowia 1 zycia czlowieka sg nadrzgdne nad innymi i zawsze beda w centrum uwagi.
W recenzowanej rozprawie doktorskiej poruszono trzy zasadnicze problemy. Pierwszy to
wytwarzanie materialow hydrozelowych z biopolimeru, drugi- zastosowanie w tym celu
szybkiej 1 proekologicznej metody, tj. fotopolimeryzacji, trzeci to- modyfikacja materialow
polimerowych  substancjami naturalnymi  (sok =z aloesu) i chemicznymi (lek
przeciwnowotworowy) w celu uzyskanie materiatu wielofunkcyjnego (tj. opatrunku o dziataniu
leczgco-kojgcym). Ponadto warte podkreslenia jest, ze Autorka obrala za cel szczegdlnie czesto
wystepujacy rodzaj choroby, tj. nowotwor piersi, ktory potwierdzita w czesci literaturowe;j

rozprawy doktorskiej aktualnymi statystykami medycznymi.
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Tak wiec tematyka pracy doktorskiej wpisuje si¢ w aktualny nurt badan naukowych
prowadzonych w obszarze technologii i inzynierii materialow polimerowych oraz inzynierii
biomedyczne;j.

Nadrzednym celem badan bylo wykazanie dzialania przeciwnowotworowego
opatrunku hydrozelowego. Zakres prac obejmowat synteze i charakterystyke matryc
hydrozelowych na bazie chitozanu z uzyciem dwdéch $rodkéw sieciujacych, ich modyfikacj¢
fizyczng sokiem z aloesu, otrzymywanie biatkowego nosnika leku przeciwnowotworowego
oraz otrzymanie i charakterystyke wlasciwosei fizykochemicznych, sorpcyjnych a takze
whasciwosei cytotoksycznych i w koncu przeciwnowotworowych gotowych opatrunkow.
Istotne jest, iz w pracy oprécz licznych metod i technik analitycznych przypisanych do
technologii chemicznej i inzynierii materialowej (tj. spektroskopia w podczerwieni,
spektroskopia UV-Vis, spektroskopia Ramana, transmisyjna mikroskopia elektronowa,
skaningowa mikroskopia elektronowa, dyfrakcja rentgenowska, analiza metodg dynamicznego
rozpraszania $wiatla, badanie zwilzalnosci powierzchni czy wlasciwosci mechanicznych
materiatléw polimerowych) zastosowano takze analiz¢ biologiczng otrzymanych materiatow (t;.
badania cytotoksycznosci, aktywnosci prozapalnej czy aktywnosci hemolitycznej).

Wyniki uzyskane w ramach pracy doktorskiej zostaly opublikowane w szesciu
wspolautorskich artykutach w czasopismach naukowych z wysokim wskaznikiem IF
(Materials, Materials Science and Engineering, Journal of Biomedical Materials i Przemyst
Chemiczny) a takze zaprezentowane w formie referatow (18) i posterow (80) na konferencjach
krajowych oraz zagranicznych. Ponadto jest wspétautorka 26 publikacji niezwiazanych
bezposrednio z tematyka pracy doktorskie. Nalezy podkresli¢, ze za swoje osiggniecia
Doktorantka zostata uhonorowana réznymi medalami, w tym ztotymi, na miedzynarodowych
wystawach wynalazkéw oraz stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego dla
wybitnych mlodych naukowcoéw. W dorobku naukowym Autorki nie przedstawiono jednak
informacji o zgtoszeniach patentowych czy uzyskanych patentach. Niemniej calo$¢ dorobku

naukowego Doktorantki $§wiadczy o jej duzej aktywnosci naukowej.

Omowienie i ocena merytoryczna

Praca doktorska (lacznie 205 stron) obejmuje Czesc literaturowa (51 str.) oraz Czgsé
badawcza (118 str.), a takze Spis literatury oraz Wykaz osiggnig¢ naukowych Autorki.
W czedei literaturowej zawarto obszerny wstep w formie dwoch podrozdziatow

zatytulowanych ,,Problematyka badawcza” i ,Znaczenie podejmowanej problematyki



badawczej” (razem 12 stron), a nastgpnie Cel i zakres pracy (3 strony). Natomiast w spisie tresci
nie wyodrgbniono dwdch glownych czesci (4. literaturowej i badawczej). Zawarty w tej czesci
pracy Cel i jej zakres moglby by¢ jednak napisany w sposob bardziej zwiezty.

W czesci literaturowe] Autorka skoncentrowata sie na przedstawieniu problemu
badawczego, tj. wysokiej zachorowalnosci na raka piersi i rozwiazaniach w obrebie leczenia,
gldwnie z zastosowaniem ukladéw transdermalnych. Wiadomosci przedstawione w tej czgsei
pracy poparto jedynie czterema publikacjami, jest to mala liczba biorge pod uwage ogdlng
liczbe Zrodel literaturowych (az 265 poz.). Pozostala czes¢ przegladu literatury zawiera
informacje o no$nikach substancji aktywnych, materiatach hydrozelowych, chitozanie i aloesie.
Pewien niedosyt budzi brak przedstawienia aktualnych badan nad modyfikacja chemiczna
i fizyczna chitozanu oraz szczegolnie o procesie fotopolimeryzacji jego pochodnych. Nie
przedstawiono tez w jakim zakresie na $wiecie prowadzone sg badania and ukfadami hydrozel
chitozanowy-albumina-lek przeciwnotowtorowy. Jest to mimo to dobrze opracowany przeglad
literatury, oparty na 214 pozycjach literatury obejmujacy okres od 1973 roku, ale zdecydowana
wigkszos¢ to artykuly naukowe o ostatniej dekad. Jednak one w ogolne nie sg wykorzystane
w dyskusji opisujacej i komentujacej wyniki pracy, we wspomnianej czg¢sci pracy Autorka
postuguje si¢ kolejnymi zrodtami literaturowymi (51 poz.).

W czesci  doswiadczalne] Autorka wykazala sie umiejetnoscig  planowania
eksperymentdw, znajomos$cig wielu technik instrumentalnych stosowanych w badaniu
materialow polimerowych, ale takze umiejetnoscig przeprowadzenia analiz biologicznych
opracowanych hydrozeli. Dobdér materialdéw i metod badawczych generalnie nie budzi
zastrzezen, jak rowniez sposob przedstawienia wynikéw i ich interpretacja. Z obowiazku
recenzenta zwracam jednak uwage na pewne mankamenty, mianowicie: stosowanie terminu
~czynnik sieciujgey” (chociaz spotykane w polskojezycznej literaturze) jest nieprawidlowe
w odniesieniu do uzycia zwiazkow chemicznych, powinno si¢ zastosowaé nazwe ,Srodek
sieciujacy”. Wspolczynnik pecznienia jest liczbg bezwymiarowa wiec nie powinien by¢
podawany w [g/g] (na rys. 30 i dalszej czgsci pracy). Wspomniany rys.30 lepiej pokazywalby
roznice we wspoltezynniku pecznienia gdyby zmienic skale osi Y.

Zasadnicze wyniki poznawcze przeprowadzonych badan mozna zrekapitulowaé nastepujgco:
e Na podstawowe wlasciwosci niemodyfikowanych materialow hydrozelowych na bazie
chitozanu, takie jak stopien pg¢cznienia, hydrofilowo$¢ oraz wytrzymatos$¢ na zerwanie
wplyw ma Sredni cigzar czasteczkowy uzytego srodka sieciujacego. W pracy stosowano

tylko jeden rodzaj s$rodka sieciujacego, tj. diakrylan poli(glikolu etylenowego)

(5]



(PEGDA) w dwoéch odmianach roznigeych si¢ $rednim cigzarem czasteczkowym,
Wykazano, ze lepszy jest ten o wyzszym $rednim ci¢zarze czgsteczkowym;

e Modyfikacja fizyczna materiatow hydrozelowych sokiem z aloesu pozwala na
uzyskanie hydrozeli o nieco wyzszej pojemnosci sorpeyjnej i hydrofilowosci, ale
zmniejszonej wytrzymalosei na rozciaganie, przy czym dowiedziono, iz nie wykazuja
one aktywnosci prozalapnej w stosunku do skory ludzkiej. Ponadto udowodniono, ze
sok z aloesu uwalnia sie efektywniej z opatrunku hydrozelowego w srodowisku
kwasnym;

e Proces otrzymywania bialkowych no$nikéw substancji lekowych jest silnie uzalezniony
od rodzaju $rodka wysalajacego, pH rozpuszczalnika bialka oraz stezenia albuminy, a
takze od sposobu mieszania reagentéw. Wykazano, ze w przypadku roztworow
albuminy o stezeniu 4g/l oraz 8¢/l najefektywniejszym $rodkiem wysalajacym jest 2M
r-r K3PO4, a otrzymane w tym ukladzie nosniki lekoéw nie wykazuja cytotoksycznosci
wzgledem linii normalnych fibroblastow skornych ani wlasciwosci hemolitycznych;

e Dowiedziono dzialania cytotoksycznego wzgledem linii komdrkowej gruczolaka piersi
MCF-7 dla otrzymanych uktadow hydrozelowych na bazie chitozanu, modyfikowanych

sokiem z aloesu i odpowiednim lekiem przeciwnowotworowym.

Pod wzgledem edytorskim rozprawa opracowana jest dobrze napisana, chociaz zdaniem
recenzenta rysunki powinny by¢ umieszezane w calosci na jednej stronie, a podpisy pod
rysunkami moglyby by¢ napisane mniejsza czcionka niz tekst glowny pracy. Natomiast bledy

stylistyczne i jezykowe sa nieliczne.

Lektura pracy doktorskiej pozwala na sformulowanie kilku pytan i krytycznych uwag
merytorycznych.

1. W podrozdziale 10.1. Metodologia otrzymywania materialéw hydrozelowych
napisano, iz dodawano ,,odpowiednia ilos¢ fotoinicjatora”, z Tabeli 3. dowiadujemy
sie, ze stosowano 0,5 ml fotoinicjatora. W jaki sposob dobrano ilos¢ fotoinicjatora?
Czy testowano inne fotoinicjatory? Czy wykonywano badania metodg foto-DSC?
Jaka byla grubo$é¢ naswietlanych warstw? Ze spisu wystgpien konferencyjnych
wiadomo, ze na jednej z nich Autorka przedstawiala wplyw ilosci fotoinicjatora na
wlasciwoscei 1 strukture matrycy hydrozelowej, dlaczego wigc te wyniki nie znalazly
sie w pracy? Czy badano takze wplyw innych czynnikéw jak wartos¢ irradiancji

promieniowania UV czy czas naswietlania?



2. W czesci literaturowej nie zawarto informacji o modyfikacji chemicznej chitozanu
celem mozliwosdci jego fotopolimeryzacji. Na s. 93 Autorka pisze, iz grupy
wodorotlenowe i aminowe z chitozanu reaguja z innymi grupami funkcyjnymi
tworzac sie¢ polimerowa. Wedlug Autorki zanik pasm dla grupy wodorotlenowej
i aminowej w usieciowanych materiatach hydrozelowych swiadczy o ,,poprawnym
przebiegu procesu sieciowania”, co poparte jest poz. literaturowa 232. Ten artykul
nie odnosi si¢ jednak do procesu fotosieciowania chitozanu. Prosz¢ o wyjasnienie,
czy wg Autorki grupy te biorg udzial w fotopolimeryzacji diakrylanu poli(glikolu
etylenowego)? Dlaczego w interpretacji widm FTIR (5.90) nie ma informacji
o (nie)obecnoscei wigzan nienasyconych pochodzacych od $rodka sieciujacego? Czy
rzeczywiscie warunki fotopolimeryzacji zostaty tak dobrane, ze ulegaja one pelnej
konwersji?

3. Czy wiadomo co$ Autorce o wplywie promieniowania UV-A na stosowany w pracy
lek przeciwnowotworowy? Wedlug przedstawionej preparatyki materialow
hydrozelowych, zawiesiny sfer albuminowych inkorporowanych lekiem byly
naswietlane promieniowaniem UV-A na etapie przygotowania opatrunku.

4. Trudno zgodzi¢ sie ze stwierdzeniem, ze fotopolimeryzacja ,.polega na sieciowaniu
materialu poprzez absorpcje promieniowania widzialnego i ultrafioletowego,
w efekcie czego dochodzi do dysocjacji wigzan podwdjnych (s.40). O sieciowaniu
mozna moéwié¢ jedynie wtedy, gdy w reakcji biorg monomery wielofunkcyjne.
Wystarcza absorpcja promieniowania widzialnego lub ultrafioletowego. W efekcie
absorpeji  promieniowania dochodzi do wzbudzenia i fotolizy fotoinicjatora.
a tylko w szczegolnych/rzadkich przypadkach do dysocjacji wigzan podwdjnych
bez udziatu fotoinicjatora.

5. Na s. 138 przedstawiono wyniki oznaczen szybkosci uwalnia solu z aloesu
z matrycy polimerowej. Watpliwosci budzi sposob przeprowadzenia tych oznaczen.
Po poborze prébki do miareczkowania do uktadu dodawano 3 ml Swiezego
roztworu, celem zachowania stalej objetosci mieszaniny, ale przez to go
rozcienczano. Jak interpretowac¢ wiec wyniki przedstawione na rys. 66. Czy po 10h
nie powinno si¢ spodziewa¢ ok. 100% uwolnionej substancji? Z wykresu wynika,
ze tylko kilka procent. Zdaniem recenzenta powinno si¢ przygotowa¢ kazdorazowo
nowy ukfad material hydrozelowy-  roztwér  kwasu  cytrynowego
i material hydrozelowy-bufor fosforanowy. Ponadto Autorka twierdzi, ze sok

z aloesu lepiej uwalnia si¢ w srodowisku kwasnym (co jest prawda), ale przypisuje
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to protonowaniu grup NHz chitozanu przez jony H™ pochodzace od roztworu kwasu
cytrynowego (s.139). Wczesniej jednak (s.91) Doktoranta wskazuje, ze
w otrzymanych materialach hydrozelowych nie ma grup NH> pochodzacych od
chitozanu, bo biora one udzial w tworzeniu sieci polimerowej podczas

fotosieciowania. Prosze o komentarz.

Whioski koncowe

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska p. mgr inz. Sonii Kudlacik-
Kramarczyk zawiera elementy nowos$ci naukowej w zakresie technologii chemicznej,
a szczegdlnie w modyfikacji polimeréw naturalnych. Nalezg do nich ocena wplywu srodka
sieciujgcego na wlasciwosci fizykochemiczne, mechaniczne oraz strukture materialow
hydrozelowych, ocena wplywu modyfikacji materialéw hydrozelowych sokiem z aloesu oraz
roztworem albuminy inkorporowanym lekiem przeciwnowotworowym na wlasciwosci
opatrunkow hydrozelowych, w tym wiasciwosci biologiczne oraz fizykochemiczne.

Doktoranta udowodnila, ze potrafi zaplanowac, zrealizowac i opracowac wyniki badan
naukowych. Ponadto warte podkreslenia jest duza liczba nagréd za opracowania wynalazkow
bedacych rezultatem m.in. recenzowanej pracy doktorskiej, zdobytych przez zespol naukowy,
ktérego czlonkiem jest Doktoranta. Uwagi i komentarze krytyczne nie zmieniajg ogdlnie
pozytywnej oceny rozprawy.

Biorac pod uwage powyzsze stwierdzam, ze oceniania rozprawa doktorska Pani mgr
inz. Sonii Kudlacik-Kramarczyk spelnia ustawowe wymagania do nadania stopnia doktora,
a zatem skladam wniosek o dopuszezenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Jednoczesnie pragne podkreslié, ze zaréwno obszerny zakres pracy, jak i efekty
w postaci 6 wspolautorskich publikacji w czasopismach indeksowanych oraz imponujaca liczba
nagrod, zastuguja na duze uznanie i w zwiazku z tym wnoszg o wyrdznienie tej rozprawy

doktorskiej.

ra)
[f\;y wesike  Fouale 1791/
g ¢



