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Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr inz. Sary Kulik pt.:

» Warstwy polimerowe oparte na pirolu jako nowoczesne systemy dozowania
substancji leczniczych o aktywnos$ci neurologicznej”

Jednym z kluczowych wyzwan wspoétczesnej medycyny jest opracowanie nosnikéw lekéw, ktore
umozliwig precyzyjne dostarczenie terapeutycznych dawek substancji aktywnej bezposrednio do miejsca
wymagajgcego leczenia. Tradycyjne metody podawania lekéw oparte sg na leczeniu systemowym,
w ktérym jedynie cze$¢ leku trafia do miejsca przeznaczenia. Ma to szczegdlne znaczenie w przypadku
choréb neurodegeneracyjnych obejmujgcych centralny uktad nerwowy, w ktérym transport lekéw
utrudnia istnienie bariery krew-mézg.

W swojej pracy doktorskiej, Pani mgr inz. Sara Kulik zajeta sie projektowaniem nowoczesnych systemoéow
dozowania lekéw opartych na polipirolu i sprawdzita ich dzialanie na trzech ukladach zwigzkéw
biologiczne aktywnych, tj. heparyna + chlorowodorek chloropromazyny, heparyna + chlorowodorek
amantadyny, heparyna + chlorowodorek memantyny. Pani mgr inz. Sara Kulik wykonywata badania
w Instytucie Inzynierii Materiatlowej, na Wydziale Nauk Scistych i Technicznych Uniwersytetu Slaskiego,
pod kierunkiem prof. dr hab. Danuty Stréz oraz dr inz. Sylwii Golby. Przedmiot badani prowadzonych
przez Panig Kulik jest nowatorski i spelnia warunek oryginalnosci naukowej stawiany pracom doktorskim.

Praca doktorska Pani mgr inz. Sary Kulik ma uktad klasyczny. Praca liczy, wraz ze spisem cytowanej
literatury, 168 stron, a tekst zostal podzielony na 3 gléwne czesci (Czes¢ teoretyczng, Czes¢ badawcza,
Wyniki badan i dyskusje), ktére wieniczy rozdzial Podsumowanie i wnioski. Bibliografia liczy 249 pozycji
iw wiekszos$ci sktadajg sie na nig ,klasyczne” pozycje literaturowe — stosunkowo niewiele jest zrédet
opublikowanych w ciggu ostatnich 5 lat. Odbiér tej czesci pracy utrudnia niekonsekwencja
w prezentowaniu bibliografii, tj. brak jednego rodzaju formatowania szczegdtéw bibliograficznych
cytowanych Zrodel.
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Praca napisana jest w sposéb poprawny, chociaz znajduje sie w niej szereg btedéw, ktére niepotrzebnie
odwracajag uwage od poruszanych w niej kwestii merytorycznych, jak np. bledy stylistyczne
(,Wprowadzone do uszkodzonych przez choroby nerwéw neurodegeneracyjne rusztowania (...)” — str. 6-
7; ,Przewodzgce interfejsy neuronowe dostosowane do interakcji komérkowych” — str. 10; umiarkowane
warunki ciezkiej choroby Alzheimera — str. 21), nomenklaturowe (FesO4 podpisany jako tlenek zelaza (II)
— str. 8), niepotrzebne powtérzenia (,Przewodnictwo i wilasciwoSci magnetyczne nanorurek PANI

zawierajgcych nanoczgstki Fe;O, wykazaty wysoka przewodno$¢ i zachowanie superparamagnetyczne”,
str. 8), bledne w odmianie wyrazéw (,w PEDOT-cie” — str. 10), a takze niezrecznosci w tlumaczeniu

angielskich terminéw (,hamowanie awarii neuroprzekaznika acetylocholiny” - str. 13; ,mechanizm
wlgczania i uwalniania leku z polimeru przewodzacego” - str. 15; ,Nanowldkna obcigzone

deksametazonem” — str. 16; awaria powtoki — str. 38). Dodatkowo niejednokrotnie mozna zauwazy¢ brak
rozwiniecia skrétéw w miejscu ich wprowadzenia (NMDA, po raz pierwszy wspominany na str. 6, z peina
nazwg wyjasniong na str. 21). Niektére rysunki i schematy wydajg sie niepotrzebne (Rys.1 — zbyt ogdlny,
Rys.8, Rys. 24-27, Rys. 31a).

Czes¢ teoretyczna stusznie podzielona zostata na podrozdziaty opisujgce kolejno polimery przewodzace
(ze szczegbdlnym uwzglednieniem ich mechanizmu przewodzenia), choroby neurodegeneracyjne i systemy
dozowania substancji leczniczych, nastepnie materialy wykorzystywane w pracy doktorskiej (polipirol,
heparyne, dodecylosiarczan sodu (SDS) oraz trzy wybrane zwigzki biologicznie aktywne - chlorowodorek
chloropromazyny (CPZ), chlorowodorek amantadyny (AMA), chlorowodorek memantyny (MEM)),
a potem zastosowane metody badawcze. Rowniez tutaj nie obylo sie bez niekonsekwencji, np. przy opisie
AFM tuz po zdaniu ,W pracy zostal wykorzystany tryb kontaktowy” pojawia sie tabela opisujgca
szczegbly trybu bezkontaktowego, ktérego wyniki prezentowane sg nastepnie na rys. 16. Pewnym
zaskoczeniem dla czytelnika jest pojawienie sie wsréd metod badawczych testéw mikrobiologicznych,
poniewaz we wczesniejszych czesSciach pracy doktorskiej nie jest zasygnalizowane, jaka jest rola
wlasciwosci przeciwbakteryjnych w projektowaniu uktadéw dostarczania lekéw skutecznych w walce
z chorobami neurodegeneracyjnymi. Mozna zastanawia¢ sie, dlaczego wtasciwos$ci biologiczne
otrzymanych materiatéw zostaly zweryfikowane wzgledem mikroorganizméw, a nie np. komérek
nerwowych - tak jak wspomniane jest przy okazji opisywania wynikéw poprzednich prac (np. [19]).
W zwigzku z tym bardzo prosze o komentarz dotyczacy podstaw decyzji przeprowadzenie
pomiaréw aktywnosci mikrobiologicznej otrzymanych materialow.

Cel pracy zostatl jasno okreslony, a hipoteza badawcza wyraznie przedstawia podjety problem badawczy.
Przedstawiona praca doktorska zawiera odpowiedZ na dwa sposréd trzech gtéwnych pytant badawczych,
pozostawiajgc zagadnienie dotyczacym aplikowalnosci otrzymanych materiatléw przedmiotem dalszych
badan.

Czesc¢ eksperymentalng pracy doktorskiej Pani mgr inz. Sary Kulik rozpoczyna opis metodologii badan.
Krok po kroku opisane sg procedury przygotowania probek i przeprowadzania poszczegdlnych
eksperymentéw. Brakuje jednak opisu badari XRD. Mam kilka pytan dotyczgcych opisanej metodologii:

- Jakiego rodzaju destylacji uzyto do oczyszczenia pirolu?
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- Jak wygladal schemat ukladu pomiarowego (rozmieszczenie elektrod w kuwecie) podczas
badania procesow uwalniania substancji leczniczych z warstw polimerowych? Dlaczego 48-
godzinng stymulacje przeprowadzono w 0.1 M roztworze SDS, a nie 0.9 % NaCl?

- Przygotowanie probek do badann mikrobiologicznych wymagalo ich sterylizacji - czy
sprawdzono, jak wyjalowienie materialéw polimerowych alkoholem etylowym w pluczce
ultradzZwiekowej wplynelo na ich strukture i zawarto$¢ substancji leczniczych?

W czesci dotyczgcej przedstawienia wynikéw badan i ich dyskusji, Pani mgr inz. Sary Kulik metodycznie
opisuje przeprowadzone eksperymenty. Uwage zwraca skrupulatno$¢ w planowaniu poszczegdlnych
etapow badan. Zaletg jest fakt, ze Pani Kulik dokonata dokltadnej charakterystyki fizykochemicznej
badanych substancji, wliczajgc w to m.in. analize materiatéw elektrodowych (mikrostruktura powierzchni
przed i po procesie szlifowania) oraz roztworu elektrolitu (gesto$¢, konduktywnosé¢, lepkos¢), co nie
zawsze ma miejsce w pracach naukowych. Bede wdzieczna za komentarz dotyczgcy przewodnosci
roztworu elektrolitu (SDS), ktéra wynosi 1.830 * 0.842 mS/cm (0.05 M SDS) oraz 3.850 * 0.0307 mS/cm
(0.1 M SDS), a jest znacznie nizsza od przewodnosci typowo stosowanych roztworéw elektrolitéw
(np. 12.9 mS/cm dla 0.1 M KCl). Jakie sg konsekwencje stosowania elektrolitu o tak niskiej
przewodnosci? Pani Kulik sama zauwaza, ze ,Konieczne sg duze stezenia elektrolitéow pomocniczych,
aby zwiekszy¢ przewodno$¢ roztworu” — str. 55, a takze ,Wysokie stezenie elektrolitu w stosunku do
stezenia analitu gwarantuje, ze statystycznie bardziej prawdopodobne jest, ze elektrolit bedzie migrowat
na powierzchnie elektrody w celu zréwnowazenia tadunku” - str. 56. Jak wybodr niskiego stezenia
elektrolitu podstawowego (0.05-0.1 M) koreluje ze stosunkowo wysokim stezeniem monomeru
(0.2 M)?

W kolejnej czesci pracy, Pani Kulik opisuje synteze elektrochemiczng i dokonuje charakterystyki
fizykochemicznej polipirolu otrzymanego na réznych podtozach, w obecnosci réznych elektrolitéw oraz
substancji biologicznie aktywnych. Duzym plusem pracy doktorskiej jest systematyczne podejécie
do zagadnienia modyfikacji powierzchni elektrod, zaczynajac od analizy uktadéw klasycznych (pirol,
NaCl, woda) i stopniowo zmieniajgc poszczegdlne warunki (np. zamiana elektrolitu podstawowego z NaCl
na SDS, wprowadzenie heparyny, wprowadzenie leku). Analiza filméw polimerowych i optymalizacja
procesu polimeryzacji na kazdym z etapéw z osobna umozliwia lepsze poznanie wptywu poszczegélnych
parametréw na wtasciwosci otrzymanych materiatéw.

Polimeryzacja pirolu w warunkach wodnych w obecnosci 0.9% NaCl stanowi tzw. ,,punkt wyjscia” dla
dalszych prac, dlatego tez sam proces elektropolimeryzacji zostat w tej czesci doktadnie opisany. Niektore
sformutowania wymagajg zastanowienia, np. ,Podczas skanowania w przdd, potencjat jest przesuwany
ujemnie z potencjatu poczgtkowego E; do potencjatu koricowego E,” — str. 55; ,,Badania te potwierdzily,
ze mozliwe jest zsyntezowanie zaproponowanej matrycy polimerowej w 0.9% roztworze soli
fizjologicznej, jednak nie posiada ona duzej zdolnosci gromadzenia tadunku” (str. 56) — spos6b oceny
ilosci zgromadzonego tadunku nie zostat tu jednak wyjasniony. Otrzymane warstwy zostaly doktadnie
scharakteryzowane pod katem ich mikrostruktury z wykorzystaniem takich technik jak SEM i AFM.
Cennych informacji dostarczyta réwniez analiza XRD oraz testy adhezyjne. Nastepnym etapem badan
bylo zastgpienie Srodowiska soli fizjologicznej roztworem SDS, a nastepnie optymalizacja procesu
polimeryzacji pirolu i charakterystyka otrzymanych warstw polimerowych. W tej czesci wprowadzone
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zostajg parametry iloSciowe oceny jako$ci filmu polimerowego, m.in. wskaznik stabilnoSci warstwy oraz
jej grubos¢. Prosze o komentarz, co bylo podstawg doboru zakresu potencjaléw krzywych
woltamperometrycznych stuzgcych do wyznaczenia wskaznika stabilnosci warstwy. Bardzo prosze
o odniesienie sie do zdania ze str. 64 (,Pierwszy czynnik zwigzany jest z mechanizmem osadzania
materialu na powierzchni elektrody, kiedy nastepuje adsorpcja niskorozpuszczalnych tancuchéw
prowadzac do powstania cienkiej, porowatej warstwy [159], [160], co prowadzi do zamkniecia w jej
strukturze rozpuszczalnych oligomeréw lub czgsteczek monomeru [161], ktére moga spolimeryzowaé
w kolejnych cyklach CV”). Prosze o opisanie, jakie konsekwencje mialoby poréwnanie stabilnosci
warstw polimerowych w oparciu o krzywe woltamperometryczne zebrane w réznych zakresach
potencjaléw (Rysunek 43 b, d, f). Kolejng kwestig jest stlusznos$¢ wykorzystania wzoru (15)
do oszacowania grubosci warstw polimerowych. Prosze o komentarz, jakie konsekwencje ma
wykorzystanie w tym wzorze stalej wartosci gestosci filmu polimerowego (1.48 g-cm™®). Bardzo
prosze o odniesienie sie do zdania ze str. 64 ,W badaniach Halik i in. wiekszy poziom domieszkowania
(w przypadku standardowo grubych filméw) podczas syntezy elektrochemicznej powodowal bardziej
zwarte upakowanie taricuchéw PPy, a co za tym idzie, zwiekszala sie gestos¢ folii i zmniejszaly sie pory,
co dawato wysokie wartosci stabilno$ci elektrochemicznej. Na podstawie tych stwierdzenn mozna uznac,
zena filmach w obecnych badaniach nastgpilty zmiany porowatos$ci”. Zastanawiajgce jest, ze
chropowato$¢ filméw PPy otrzymanych w roztworze SDS wynosila 80-96 um, mimo ze ich grubo$¢
oszacowano na zaledwie 2-14 um.

Nastepne czesci pracy badawczej opisujg wprowadzenie do ukladu pirol/SDS Kkolejnych substancji
biologicznie aktywnych. Pierwszg z nich jest heparyna, ktérej wprowadzenie do matrycy polimerowej
nastgpito podczas procesu elektropolimeryzacji. Na niektéorych krzywych woltamperometryczny
przedstawiajacych proces polimeryzacji pirolu pojawiajg sie tzw. petle nukleacji (np. Rys. 51a),
ana niektérych nie (np. Rys. 51b). Jak mozna to wytlumaczy¢? Nastepnie roztwoér elektrolitu
wzbogacono o substancje biologicznie aktywna, ktorg byty kolejno CPZ, AMA i MEM. Tak jak poprzednio,
otrzymane filmy zostaty scharakteryzowane z wykorzystaniem woltamperometrii cyklicznej, mikroskopii
AFM oraz mikroskopii SEM, a filmu zawierajgce leki dodatkowo z wykorzystaniem spektroskopii
w podczerwieni w celu potwierdzenia obecnosci leku, a takze testéw adhezji. Bardzo interesujgce jest
poréwnanie morfologii powtok przed i po procesie uwalniania.

Kluczowym elementem oceny przydatnosci warstw polipirolu otrzymanych w obecnos$ci SDS, heparyny
i wybranych lekéw jest okreslenie ilosci i kinetyki uwalniania lekéw. W przedstawionej pracy, Pani Kulik
wybrata do tego celu spektrofotometrie UV-Vis. W cze$ci eksperymentalnej nie sprecyzowano, w jaki
spos6b wyznaczono wspolczynniki absorpcji HEP/CPZ/AMA/MEM - czy byly to wartosci
literaturowe czy wyznaczone eksperymentalnie? Jesli wyznaczono je w ramach pracy, to w jakich
warunkach? Jak wygladaly krzywe kalibracyjne? Do okre$lenia stezenia zwigzkéw biologicznie
aktywnych wykorzystano absorbancje dla charakterystycznych dtugosci fali, np. 253 nm dla CPZ i 213 nm
dla HEP. W takich przypadkach czesto wykorzystuje sie metody chromatograficzne, np. HPLC, aby
wykluczy¢ mozliwo$¢ naktadania sie sygnatéw pochodzgcych od réznych substancji. W przypadku analizy
procesu uwalniania warto bytoby skomentowac nastepujgce aspekty:

- Czy zarejestrowano widma UV-Vis dla roztworéw pirolu i SDS, aby wykluczy¢ mozliwosé
nakladania sie ich absorbancji na sygnaly pochodzace od lekéw?
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- Jezeli na widmach UV-Vis kolorem niebieskim oznaczono widmo poczatkowe, a kolorem
czerwonym kolorem oznaczono widmo korncowe, to co jest przyczyng zmniejszenia sie
absorbancji dla HEP (213 nm) na Rys. 64c i Rys. 78¢?

- Co jest przyczyng istotnych réznic w ilosci uwolnionego leku (CPZ) oszacowanych za pomocg
spektrofotometrii UV-Vis (15-73 mg/cm?) - str. 97 i elektrograwimetrii EQCM (15.3 ug) - str. 99?

- Dlaczego podczas badania uwalniania CPZ za pomocg EQCM zaobserwowano zmniejszanie
czestotliwosci i zwiekszania masy elektrody?

- Uklad AMA:HEP:Py zmieszany byl w stosunku molowym 1:0.002:1, a steZenie monomeru
wynosito 0.2 M. Wynika z tego, ze w procesie polimeryzacji stezenie AMA wynosilo réwniez 0.2 M.
Dlaczego wiec stezenie AMA po procesie uwalniania wynosilo nawet 3.15 M (Tabela 26, film fi,
C dla u. 0.7 V)? Jednoczesnie w Tabeli 27 efektywno$¢ enkapsulacji filmu f;o w stosunku do AMA
zostala okreslona jako 31.50 + 0.28 %.

Nastepny rozdzial opisuje dlugoterminowe uwalnianie substancji leczniczych z wybranych matryc
polimerowych, dzieki czemu mozliwe bylo okreSlenie kinetyki uwalniania lekéw i stwierdzenie
mozliwosci wykorzystania opracowanych materialéw w farmakoterapii. Pani Kulik poréwnata trzy modele
matematyczne opisujgce kinetyke kontrolowanego uwalniania lekéw, a nastepnie wykonata symulacje
dopasowania do nich danych eksperymentalnych. W ten sposéb mogta zbada¢, czy zaproponowany przez
nig uktad zapewni uwalnianie leku w ilo$ciach terapeutycznych. W pracy napisano, ze proponowane
systemy moga zapewni¢ dawkowanie 70 mg na dobe, co zostato obliczone na podstawie zawartosci leku
w 1 cm3 probki (str. 138). Jaka wymiary musialby miec¢ film polimerowy, aby jego objetos¢ wynosilta
1 cm3? Czy synteza i implantacja ukladu o takiej geometrii bylaby realna?

Cze$¢ badawczg wienczy rozdziat opisujgcy badania wlasciwosci przeciwbakteryjnych otrzymanych
materiatéw. Niestety ani w czesci teoretycznej ani w dyskusji otrzymanych wynikéw nie jest
opisane, ktory element ukladu, tj. polipirol, SDS, heparyna, AMA, CPZ czy MEM moglby by¢
odpowiedzialny za wlasciwosci przeciwbakteryjne i na czym polega proponowany mechanizm tej
aktywnosci.

W podsumowaniu recenzji chce podkresli¢ skrupulatno$¢ w planowaniu i realizacji badaii prowadzonych
przez Panig Kulik, dzieki czemu jej praca doktorska pozwala na zrozumienie zmian w strukturze
wybranego polimeru przewodzgcego, polipirolu, w kolejnych etapach jego modyfikacji.

Stwierdzam, Ze rozprawa Pani mgr inz. Sary Kulik pt. ,,Warstwy polimerowe oparte na pirolu jako
nowoczesne systemy dozowania substancji leczniczych o aktywnosci neurologicznej” spelnia
wymagania stawiane pracom doktorskim okreslonym w ustawie o tytule i stopniach naukowych
i zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Naukowej z wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr inz. Sary Kulik
do dalszych etapow przewodu doktorskiego, tj. publicznej dyskusji nad rozprawa.
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