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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Katarzyna Niesyto, zatytutowane;j:

., Zaprojektowanie szczepionych poli(cieczy jonowych) jako potencjalnych ukladow dostarczania
lekow w terapii przeciwbakteryjnej”

Podstawe formalng wykonania recenzji stanowi pismo Przewodniczacej Rady Dyscypliny
Nauki Chemiczne Politechniki Slaskiej z dnia 22.05.2024 r. zgodnie z Uchwatg Rady Dyscypliny
Nauki Chemiczne Politechniki Slaskiej podjeta w dniu 22.05.2024 .

Przedtozong do recenzji rozprawe doktorska pani mgr inz. Katarzyna Niesyto wykonata w
Katedrze Fizykochemii i Technologii Polimeréw na Wydziale Chemicznym Politechniki Slaskiej
w Gliwicach, pod kierunkiem promotora pani prof. dr hab. inz. Doroty Neugebauer.

Rozprawg doktorska mgr inz. Katarzyny Niesyto stanowi cyklu siedmiu artykutow (P.1. —
P.7.) opublikowanych w latach 2020-2023 w czasopismach z listy Journal Citation Reports o
wspolczynniku wpltywu IF w zakresie od 3,4 do 6,208, takich jak: Polymers (1 artykut),
International Journal of Molecular Sciences (3 artykuty), Materials (1 artykut), Pharmaceutics (1
artykut) i Journal of Biomedical Materials Research Part B - Applied Biomaterials (1 artykut).
Warto zwrdci¢ uwage na wysoki, zarowno sumaryczny IF przedstawionego cyklu 28,944, jak i
taczng liczbe punktow wedtug MEIN — 1040. Nalezy podkresli¢, czego nie uczynita Autorka, ze
uzyskane wyniki, jak wynika z przedstawionego dorobku naukowego Doktorantki staty sig¢
podstawa kilku zgloszen patentowych. Wigkszos¢ przeprowadzonych badan i otrzymanych
wynikow powstata w ramach realizacji projektu OPUS (nr 2017/27/B/ST5/00960; 2019-2022),
ktorego pani Niesyto byla stypendystka. We wszystkich pracach cyklu Doktorantka jest
pierwszym autorem. Fakt ten, jak i deklaracja Doktorantki o jej wktadzie autorskim oraz
przedstawione oswiadczenia wspotautorow podajace procentowy wkiad autorski potwierdzaja
istotng rolg mgr inz. Katarzyny Niesyto w powstanie niniejszych prac. Jak wynika z deklaracji
Doktorantki o jej wktadzie autorskim, brata ona udziat w opracowaniu koncepcji i planu badan,
syntezowata materiat do badan, ktory scharakteryzowata takze pod katem uwalniania lekow i
podstawowych badan biologicznych, a takze brata czynny udziat w interpretacji wynikow i w

przygotowaniu publikacji.
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Badania realizowane przez paniag mgr inz. Niesyto w pracy doktorskiej dotyczyly
opracowania 1 badania nowych polimerowych systemow dostarczania lekow. Pomyst
zastosowania nosnikow lekow do dostarczania zwigzku aktywnego biologiczne do miejsca
docelowego pojawit si¢ w latach 60 XX wieku, ale istotny rozwoj badan w tym kierunku nastgpit
na poczatku lat 80, gdy wprowadzono w Europie pierwszy lek, uwalniany z biodegradowalnych
mikroczastek polimeru (Decapeptyl®). Opracowanie skutecznych uktadéw kontrolowanego
dostarczania lekow (DDS), niosacych ze sobg wiele korzysci dla zdrowia pacjentdéw poprzez
popraw¢ efektywno$ci dziatania substancji leczniczej i1 zmniejszenie nasilenia skutkow
ubocznych, stanowi bardzo duze wyzwanie mieszczace si¢ w obszarze badan
interdyscyplinarnych, a prace w tym zakresie wciaz s3 podejmowane. Dlatego tez niniejsza
rozprawa doktorska wpisuje si¢ w wiodace trendy badawcze wspdtczesnej farmakoterapii, wazne
z punktu widzenia catego spoteczenstwa.

Koncepcja opracowania nowych uktadow dostarczania lekow w recenzowanej dysertacji,
jak wynika z przedstawionego przez Doktorantke celu i zakresu pracy, opierala si¢ na syntezie
amfifilowych kopolimerow szczepionych zawierajacych jednostki cieczy jonowej, rozniacych sig
jej zwartoscia, catkowitym stopniem polimeryzacji tancucha gtéwnego i tancuchéw bocznych,
liczbg tancuchow bocznych i stopniem szczepienia. Dodatkowo Doktorantka otrzymata
analogiczne kopolimery liniowe w celu okreslenia wptywu topologii kopolimeré6w na uwalnianie
leku. Otrzymanie polimerow o odpowiedniej budowie jest kluczowym zagadnieniem
decydujagcym nie tylko o uzyskaniu korzystnych wiasciwosci fizykochemicznych, ale i
odpowiedniej Kinetyki uwalniania substancji biologicznie aktywnych. Jak wynika z
przedstawionego przez Doktorantke ,\Wprowadzenia” w Przewodniku po cyklu publikacji,
zastosowanie DDS w postaci koniugatow poli(cieczy jonowej) jest rzadko realizowane.
Otrzymanie zaprojektowanych kopolimeréw stworzyto mozliwos¢ przygotowania DDS typu
koniugat i micela, mogacych zawiera¢ jednoczesnie dwa rozne leki o dziataniu synergicznym. Jak
podkresla Autorka takie uktady z dwoma lekami antybakteryjnymi stosowanymi do leczenia
chorob pluc, nie byly wczesniej opisane w literaturze. Jako biokompatybilne monomery
zastosowata Doktorantka metakrylan metylu (MMA) oraz ciecz jonowa - chlorek
[2(metakryloiloksy)etylo]trimetyloamoniowy (TMAMA). Kopolimery o takiej budowie w
wyniku obecnosci kationu trimetyloamoniowego sg juz aktywne biologicznie. Z kolei obecnos¢
anionu chlorkowego umozliwia jego wymiane jonowg na aniony farmaceutyczne i otrzymanie
koniugatow jonowych polimer-lek. Jako substancje biologicznie aktywne zastosowala pani
Niesyto aniony farmaceutyczne p-aminosalicylanu (PAS™), klawulanianu (CLV"~), piperacyliny
(PIP7) i fusydanu (FUS") oraz izoniazyd (ISO), tazobaktam (TAZ) i ryfampicyne (RIF) stosowane

w leczeniu chordéb dolnych drég oddechowych, w tym gruzlicy. Syntezowane kopolimery
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Doktorantka wykorzystata do przygotowania koniugatow z anionami farmaceutycznymi, miceli z
lekiem w formie niejonowej oraz miceli zawierajacych pary lekow, czyli lek w postaci jonowej i
niejonowej. Nastgpnie przeprowadzita badania zawartosci leku i procesu jego uwalniania z
wytworzonych uktadow in vitro w buforze fosforanowym oraz dla wyselekcjonowanych DDS
badania cytotoksyczno$ci na wybranych liniach komoérkowych, w aspekcie budowy kopolimerow,
rodzaju DDS i leku. Warto zwrdci¢ uwage na szeroki i kompleksowy zakres pracy podjety przez
Autorke, ktory rozpoczyna si¢ od syntezy, a konczy na sprawdzeniu potencjatu aplikacyjnego
przygotowanych uktadow dostarczania lekow.

Publikacje stanowigce rozprawe doktorskg pani Katarzyny Niesyto, poddano juz
weryfikacji naukowej przez recenzentow, dlatego tez moja uwaga koncentruje si¢ na ocenie
spojnosci przedstawionego zbioru prac oraz Przewodnika po cyklu publikacji z punktu widzenia
umiejetnosci Doktorantki w zaprezentowaniu zagadnien dysertacji.

Po lekturze artkutow tworzacych rozprawe stwierdzam, ze stanowig one spojny tematycznie cykl
prac zgodny z tematem doktoratu. Sg to obszerne prace przedstawiajace realizowane kompleksowe
badania mieszczace si¢ w zakresie dysertacji. W pracy P.1 przedstawiono synteze (i)
makroinicjatora, (ii) 8 kopolimerow szczepionych zawierajacych jednostki cholinowe w
tancuchach bocznych (G1-G8) rdznigcych si¢ stopniem szczepienia (26 i 46 % mol), stosunkiem
uzytych komonomeréw (TMAMA:MMA=25:75 i 50:50), masa molowa i jej rozrzutem oraz (iii)
koniugatow z anionami p-aminosalicylanu i klawulanianu wraz z charakterystyka ich uwalniania.
W kolejnej pracy P.2 opisano syntezg trzech kopolimerow liniowych o rbéznej zawarto$ci cieczy
jonowej (TMAMA:MMA=25:75, 50:50 i 75:25), dwa z nich sg odpowiednikami kopolimerow
szczepionych, do ktorych nastepnie wprowadzono tez aniony PAS™ i CLV™ oraz piperacyliny i
analizowano proces ich uwalniania. Publikacja P.3 poswigcona jest trzem kopolimerom
szczepionym, wczesniej juz prezentowanych w P.1 (oznaczonych w Przewodniku jako G4, G6 i
G7), do ktorych przytaczono anion farmaceutyczny fusydanu i nastepnie utworzono z nich micele
zawierajace dodatkowo ryfampicyng oraz badano proces uwalniania lekow zaré6wno z koniugatow
jak i z miceli. W manuskrypcie P.4 znajdujemy opis koniugatow PAS™ z kopolimerami liniowymi,
ale nieuwzglednionymi w doktoracie oraz koniugatow z szescioma kopolimerami szczepionymi
(w tym trzema oznaczonymi w Przewodniku jako G4, G6 i G70) oraz charakterystyke
utworzonych z nich miceli zawierajacych izoniazyd wraz z analizg uwalniania tych lekow i
badaniami cytotoksycznosci in vitro wybranych pieciu DDS, z czego dwa opisano w Przewodniku
(micele: G6 z ISO i G6-PAS7/ISO), stosujac model ludzkich komoérek nabtonka oskrzeli (BEAS-
2B) przy dwoch roéznych stezeniach DDS. Uktady otrzymane z kopolimerow G4, G6 i G7
zawierajgce anion piperacyliny i tazobaktam zaprezentowano w pracy P.5, dla ktorych profile

uwalniania analizowano za pomocg modelu kinetyki 1-ego rzedu, Higuchiego i Korsenmeyera —
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Peppasa, ktorych dopasowanie ksztalttowato sie na réznych poziomach w zaleznosci od
kopolimeru i leku. Stwierdzono, ze uwalnianie lekow nie zachodzito zgodnie z mechanizmem
zerowego rzedu. Do analizy cytotoksycznosci wybrano trzy DDS z G6, czyli koniugat z anionem
PIP—, micele z TAZ i micele z oboma lekami stosujgc rowniez BEAS-2B. Praca P.6 dotyczy
badania cytotoksycznos$ci uktadow zawierajacych kopolimery G2, G3 i G6 z anionami PAS i
CLV"™ z wykorzystaniem modelu BEAS-2B oraz linii nowotworowych gruczolaka ludzkiej linii
komorek podstawnych nablonka pgcherzykow plucnych (A549). Ostatnia praca (P.7) cyklu
stanowigcego dysertacje poswigcona ocenie biologicznej DDS otrzymanych z kopolimeru
liniowego L1 i anionéw PAS™, CLV™ i PIP™ przy uzyciu modeli stosowanych w poprzedniej pracy
BEAS-2B i A549 oraz dodatkowo linii komorek niedrobnokomoérkowego raka ptuc (H1299).

Przechodzac do oceny przestawionego do recenzji 74 stronnicowego Przewodnika -
komentarza do cyklu publikacji stanowigcych rozprawe doktorskg stwierdzam, ze jest on bardzo
starannie przygotowany i obejmuje:

- streszczenie w j. angielskim i polskim,

- wykaz publikacji stanowigcych rozprawe doktorska,

- informacje o wktadzie autorskim doktorantki,

- wykaz stosowanych skrotow,

- cel 1 zakres badan,

- wprowadzenie liczace 10 stron,

- 24 stronnicowe omoéwienie wynikow,

- podsumowanie i wnioski zajmujace 3 strony,

- bogata bibliografie liczaca 207 pozycji.

- wykaz rysunkow i tabel oraz dorobku naukowego Doktorantki. Natomiast kopie publikacji
tworzace cykl wraz z o§wiadczeniami wspotautorow podajacych procentowy ich wktad autorski
stanowig odrgbny zatacznik.

Oceniajagc  sposob jego zredagowania stwierdzam, ze Doktorantka postuguje si¢
poprawnym jezykiem i stosuje prawidtowa terminologi¢, chociaz nie ustrzegla si¢ drobnych
potknie¢, np. okreslenia ,,analogowych polimerow”, .z pierscieni sprzezonych” (str. 29) - w
otrzymanych materiatach z FUS™ nie ma takich pierScieni, blad w wyjasnieniu My, w tytule
podrozdziatu 3.7. powinny by¢ réwniez podane prac P.4 i P.5. Ponadto nalezy podkresli¢
praktycznie brak anglicyzmow, co si¢ coraz rzadziej zdarza w pracach doktorskich w dziedzinie
Nauk $cistych i przyrodniczych.

We ,,Wprowadzeniu” naswietlono problem badawczy i przedstawiono zagadnienia $cisle
zwigzane z zakresem pracy doktorskiej, a do jego przygotowania Autorka skorzystata az z 192

pozycji literaturowych wiasciwie dobranych. Kolejny rozdziat stanowi ,,Omowienie wynikow” i
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tutaj pragne zwroci¢ uwage na przemyslane opracowanie tej cze$ci, wymagajace dojrzatosci
naukowej, poniewaz ten rozdzial nie stanowi, jak to czg¢sto bywa, oddzielnych opiséw
poszczegblnych publikacji. Prezentowane wyniki pogrupowane sg w poszczegolne zagadnienia
badawcze tworzgce podrozdzialy dotyczace: syntezy kopolimeréw (3.1.) i z nich koniugatow
jonowych (3.2.), badania zachowania kopolimerow i koniugatow w srodowisku wodnym (3.3.),
analizy uwalniania z nich anionéw farmaceutycznych (3.4.), przygotowania uktadow DDS typu
micele z wykorzystaniem kopolimerow szczepionych (3.5.) i uwalniania z nich lekéw (3.6.) oraz
biologicznej oceny otrzymanych uktadéw (3.7). Opis wynikow uzupeiniajg 2 tabele oraz 17
rysunkéw przygotowanych na potrzebe niniejszego Przewodnika po zbiorze publikacji.
Realizujac pracg doktorska mgr inz. Katarzyna Niesyto wykazata si¢ bieglosciag w zakresie
syntezy organicznej obejmujacej kontrolowang polimeryzacj¢ rodnikowa z przeniesieniem atomu
(ATRP), reakcje estryfikacji i wymiany jonowej. ATRP zastosowata doktorantka do otrzymania
makroinicjatorow z MMA i metakrylanu 2-hydroksyetylu (HEMA) r6znigcych si¢ zawarto$cia
jednostek z grupami hydroksylowymi oraz finalnych kopolimerow szczepionych (G1-G8) o
stopniu szczepienia (26 i1 46% mol.) i roznigcych si¢ wyjsciowym stosunkiem komonomerow
TMAMA:MMA=25:75 i 50:50, otrzymanych przy uzyciu techniki ,szczepienia z”
wielofunkcyjnym makroincjatorem oraz kopolimerow liniowych (L1-L3) przy zastosowaniu
TMAMA:MMA=25:75, 50:50 i 75:25. W celu otrzymania wielofunkcyjnego makroincjatora (MI)
autorka przeprowadzita reakcje estryfikacji grup hydroksylowych p(MMA-co-HEMA)
otrzymujac grupy bromoestrowe. Stosujac reakcje wymiany jonowej anionéw chlorkowych
obecnych w kopolimerach na aniony farmaceutyczne, ktérych wybor zostat uzasadniony, a takze
wykorzystujac amfifilowy charakter kopolimerow, otrzymata odpowiednio DDS jako koniugaty i
micele. Dla osiggniecia zalozonych celow Doktorantka zastosowata szereg prawidtowo dobranych
metod badawczych takich jak: (i) metody spektroskopowe *H NMR i dla wybranych FTIR,
zastosowane do charakterystyki syntezowanych kopolimerow oraz UV-Vis do ustalenia
zawartosci leku w przygotowanych DDS 1 okre$lenia profilu uwalnianych substancji
farmakologicznych z uktadéw w zatozonym czasie, (ii) chromatografii GPC do wyznaczenia mas
molowych kopolimeréw, (iii) pomiary przy uzyciu goniometru do okreslenia napigcia
migdzyfazowego roztworéw wodnych kopolimeréw metoda wiszacej kropli, w celu okreslenia
krytycznego stezenia micelizacji Oraz wyznaczenia kata zwilzania powierzchni warstwy
kopolimerowej  technika  ,posadzenia  kropli” wody dla  okreSlenia  stopnia
hydrofilowosci/hydrofobowosci kopolimerow, (iv) metodg dynamicznego rozpraszanie $wiatta do
wyznaczenia wielkosci czastek DDS oraz (v) badania kolorymetryczne w celu oceny
cytotoksycznosci badanych DDS z wuzyciem bromku 3-(4,5- dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-
difenylotetrazoliowego oraz analizy metodg cytometrii przeptywowej, obejmujace test apoptozy i
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analizy cyklu komoérkowego. Doktorantka wykazata si¢ umiejetnoscig w zakresie interpretacji
otrzymanych wynikow i wysuwania odpowiednich wnioskow.

Z racji roli recenzenta mam kilka uwag niewplywajacych na ogdlng wysoka ocen¢
rozprawy. W streszczeniu rozprawy doktorskiej mozna byto oczekiwac podania obu stosowanych
komonomerdw, a jest mowa tylko 0 TMAMA. Podobnie w opisie celu i zakresu badan, informacja
o drugim komonomerze pojawia si¢ dopiero przy opisie zadan realizowanych w pracy. W
Streszczeniu pojawia si¢ stwierdzenie, ze ,,Na kinetyke uwalniania miala wplyw struktura
kopolimeru i charakter leku” aczkolwiek kinetyke - badania mechanizmu uwalniania opisano
tylko w pracy P.5. i nie omawia Autorka tego w Przewodniku. Doktorantka podaje, ze do syntezy
kopolimerow liniowych i szczepionych stosowano odpowiednio trzy (TMAMA:MMA=25:75,
50:50 i 75:25) i dwa (TMAMA:MMA=25:75 i 50:50) rézne stosunki monomerow wyjsciowych,
mozna si¢ zastanawia¢ dlaczego nie otrzymano kopolimerow szczepionych przy stosunku
TMAMA:MMA= 75:25. Zabrakto informacji jakie wiasciwosci zdecydowaly o wyborze do
dalszych badan kopolimerow G4, G6 i G7. Doktorantka bardzo ogdlnie podaje, ze ,,Nastegpnie, do
reakcji z solami PIP™ i FUS™ dokonano selekcji i wybrano ukitady potencjalnie najbardziej
korzystne, tj. G4, G6 i G7..”(str. 27). Kopolimery tworzyly struktury o zréznicowanych
rozmiarach nanometrycznych, jednak nie wszystkie byly nanoczastkami, poniewaz $rednice
hydrodynamiczne niektorych osiggalty ponad 300 nm. W ,,Podsumowaniu’ mozna byto oczekiwac
wskazania, ktory z otrzymanych DDS jest najbardziej obiecujacy pod katem dalszych badan.

W podsumowaniu recenzji chce podkreslic kompleksowy charakter i wysoki poziom badan
przeprowadzonych przez panng Katarzyng Niestyto w ramach pracy doktorskiej, a otrzymane

przez nig wyniki z pewnoscia przyczyniaja si¢ do rozwoju dyscypliny nauki chemiczne.

Reasumujac, uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska spelnia
wymogi stawiane rozprawom doktorskim przez ustaw¢ Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce z
dnia 20 lipca 2018 r. (Dz. U. z 2018 poz. 1668 z pdzn. zm), w zwigzku z czym wnosz¢ do Rady
Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Slaskiej 0 dopuszczenie pani mgr. inz. Katarzyny
Niesyto do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora.

Jednoczes$nie, bioragc pod uwage warto$¢ naukowa przeprowadzonych badan, wysoki
poziom recenzowanej dysertacji oraz dorobek naukowy Autorki wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny
Nauki Chemiczne Politechniki Slaskiej o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr inz. Katarzyny

Niesyto.
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