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Whprowadzenie

Rozwoj proceséw wytwarzania mikroczastek polimerowych i ich nowe, niezwykle obiecujace
obszary =zastosowan W medycynie, np. W leczeniu nowotworéow technikg embolizacji,
projektowaniu implantow kostnych czy systeméw kontrolowanego uwalniania lekéw, wymaga
interdyscyplinarnych badan z zakresu inzynierii chemicznej, materiatowej oraz nauk medycznych.
Konieczno$¢ biozgodnosci i braku skutkéw ubocznych u pacjentéw W odniesieniu do uzytego
materialu oraz wymog waskiego rozktadu $rednic mikroczastek ma wptyw na rosngce oczekiwania
w stosunku do sktadnikéw stosowanych do ich produkcji, jak i samych technik wytwarzania. Mimo
licznych przyktadow technik produkcji zaawansowanych materiatow polimerowych odpowiednich
do okreslonej aplikacji, temat nadal jest otwarty. Swiadczy 0 tym m. in rosnacy trend w ciagu
ostatnich 5 lat liczby publikacji wedtug kryterium wyszukiwania stow: mikroczgstki i polimery
w tytule, abstrakcie i stowach kluczowych (baza Scopus). Duza cz¢s$¢ tych pozycji literaturowych
dotyczy badan z zakresu nauk technicznych, przede wszystkim inzynierii chemicznej, ktorych
celem jest opracowanie procesu otrzymywania mikroczastek o S$rednicy 1 wlasciwosciach
dopasowanych do konkretnej aplikacji. Wsrod wad licznych rozwigzan proponowanych
w literaturze mozna wymieni¢ trudnosci w sterowaniu rozmiarami i morfologia uzyskiwanych
mikroczastek oraz problemy operacyjne wynikajace ze stopnia skomplikowania aparatury.

W s$wietle aktualnych doniesien literaturowych i zgloszen patentowych, opracowanie
uniwersalnej techniki otrzymywania mikroczastek o zadanych wiasciwosciach jest zadaniem
aktualnym 1 ambitnym. Autorka rozprawy doktorskiej proponuje wykorzystanie do tego celu
modutu membranowego wtasnej konstrukcji. Uwazam, ze podjgcie pracochtonnych badan
dotyczacych opracowania praktycznego, nieskomplikowanego rozwigzania konstrukcyjnego
aparatury do wytwarzania mikroczastek jest w pelni uzasadnione i ma duzy potencjat aplikacyjny
w zastosowaniach medycznych.

Ocena rozprawy

Od strony formalnej praca doktorska zostala przygotowana z typowym podziatem na dwie
zasadnicze czesci: literaturowa i eksperymentalng, ktore zostaly poprzedzone Wstepem i rozdziatem
zawierajacym Cel i zakres pracy. Opracowanie obejmuje 197 stron. Cato$¢ otwiera zwigzle 1-
stronicowe streszczenie oraz konczy lista 257 pozycji literaturowych, 11 zalagcznikoéw
zawierajacych szczegdtowe dane pomiarowe i wykaz dorobku naukowego Autorki rozprawy
wraz z informacja o zrodtach finansowania badan.
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W rozdziale 2. Cel i zakres pracy Autorka zdefiniowata problem badawczy i zaproponowata
metode jego rozwigzania przez opracowanie konstrukcji modutu membranowego umozliwiajacego
otrzymanie biozgodnych mikroczastek o zadanym rozktadzie $rednic z roztwordw polimeréw
o réznym sktadzie. Teza naukowa rozprawy doktorskiej zaktada, ze ,,emulgowanie membranowe
z wykorzystaniem autorskiego modulu membranowego jest efektywng metoda wytwarzania
biozgodnych mikroczgstek polimerowych o ztozonej strukturze wewnetrznej 1 ztozonej budowie
warstwy zewnetrznej. Ponadto sktad roztworu nierozpuszczalnika w potaczeniu z szybko$cig
mieszania ma wptyw na rozklad $rednic wytwarzanych mikroczastek, natomiast sktad roztworu
polimeru znaczgco wptywa na porowatos¢ czastek. W konsekwencji, otrzymane struktury o danej
charakterystyce mogg znalez¢ rozne zastosowania w medycynie. Doktorantka okreslita cele i zakres
planowanych badan obejmujacych wytworzenie mikroczastek litych i porowatych z poli(kwasu
mlekowego) (PLA). Zaplanowala wykorzystanie narz¢dzi inzynierii chemicznej do oceny wptywu
warunkoéw prowadzenia procesu emulgowania na okreslone wlasciwosci produktu.

W czgéci literaturowej stanowiacej rozdziat 3. Mikroczgstki, Autorka dokonuje klasyfikacji
mikroczastek oraz opisuje konwencjonalne i nowe techniki ich otrzymywania. W mojej ocenie,
w opisie aktualnego stanu wiedzy brakuje krytycznej analizy dotyczacej oceny wptywu parametrow
operacyjnych procesu emulgowania membranowego na wielkos¢ i wiasciwosci wytwarzanych
mikroczastek. Uwazam roéwniez, ze poglebiona analiza dotyczaca ograniczen istniejacych
rozwigzan procesowych opisywanych w literaturze lub zgloszeniach patentowych bytaby
wartosciowa w kontekscie celowosci podjetych przez Autorke badan. Mimo ze Autorka powotuje
si¢ przewaznie na aktualne doniesienia literaturowe, w recenzowanej rozprawie brak jest
syntetycznego podsumowania i uzasadnienia, ze zarowno w technice emulgowania
membranowego, jak i innych metodach wytwarzania mikroczastek, problemy zwigzane
z przewidywaniem wtasciwosci produktu nie zostaty do tej pory rozwigzane.

Rozdziat 3.3 dotyczacy kierunkéw zastosowan mikroczastek w leczeniu chordb
nowotworowych oraz jako nosnikow lekoéw i innych substancji, to najobszerniejsza czg$¢ przegladu
literatury. W mojej opinii, przedstawienie zastosowan w leczeniu nowotworow jest zbyt
szczegblowe 1 mogloby przyjac bardziej syntetyczng forme. Autorka skupia si¢ bowiem w pracy na
procesie wytwarzania mikroczastek, a nie na ocenie ich skutecznosci w praktycznych
zastosowaniach medycznych. Podsumowujac, przeglad aktualnego stanu wiedzy jest w wigkszosci
poprawny i szeroki biorgc pod uwage liczbe cytowanych Zrédel, natomiast opis zastosowan
mikroczgstek w leczeniu nowotwordéw nie ma Scistego zwigzku z badaniami wtasnymi Autorki.

Cze$¢ eksperymentalng rozpoczyna opis zaprojektowanego uktadu do wytwarzania
mikroczastek, procedur ich wytwarzania i modyfikacji, metodyki prowadzenia badan oraz
stosowanych metod eksperymentalnych. Warto podkresli¢, ze zaprojektowany i skonstruowany
oryginalny modul membranowy stal si¢ podstawg do zgloszenia patentowego. W badaniach
wykorzystano hydrofilowa teflonowa membrang o $rednicy porow 10,0 um. W pracy Autorka
skupita si¢ na wytworzeniu i charakterystyce wielu rodzajéw mikroczastek na bazie PLA
w roztworze dichlorometanu jako rozpuszczalnika. Testowata osiem niejonowych emulgatorow
tworzacych emulsje typu O/W Iub W/O jako dodatkéw do roztworu nierozpuszczalnika. Ze
wzgledu na potencjalne zastosowanie mikroczgstek W leczeniu guzéw nowotworowych, badata
wplyw dodatku weglanu bizmutu jako srodka cieniujacego, a dla mikroczastek o zastosowaniu jako
systemow uwalniania substancji — wplyw dodatku porogenow i aldehydu laurynowego na
wlasciwosci otrzymanego produktu.

Celem pracy doktorskiej bylo opracowanie oryginalnej techniki emulgowania
membranowego oraz zbadanie wybranych wlasciwosci wytworzonych mikroczastek polimerowych
pod katem potencjalnych zastosowan medycznych. Zakres pracy stanowily cztery zadania
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badawcze zwigzane z opracowaniem warunkow syntezy (1) litych mikroczastek, (2) mikroczastek z
dodatkiem $rodka cieniujgcego, (3) porowatych mikroczastek, (4) litych i porowatych mikroczastek
w zastosowaniach jako no$niki substancji. Wyniki prezentowane sa w postaci histogramow
rozktadow $rednic, wykresow pudetkowych rozktadéw sSrednic oraz zdje¢ SEM otrzymanych
struktur. Gtéwnym kryterium oceny jakosci produktu byt najwezszy rozktad $rednic mikroczastek.
Dla mikroczgstek polimerowych w zastosowaniach jako nosniki lekow i biatek oceniano rowniez
warunki uwalniania substancji.

W przypadku litych mikroczgstek polimerowych, badania wykonano dla dwoch stezen
roztworu PLA zmieniajac stezenie emulgatoréw W roztworze nierozpuszczalnika pod katem doboru
wlasciwe] wartosci parametru HLB, ktéry okresla powinowactwo emulgatora do fazy O 1 W.
Autorka wykazala, ze zaprojektowany modul membranowy, przy zastosowaniu odpowiedniego
sktadu roztworu emulgatorow (okreslonego przez wartos¢ parametru HLB) oraz dodatku kwasu
linolowego, zapewnia wytworzenie czastek o wymaganym waskim rozktadzie srednic przy matych
stratach i braku aglomeracji czastek. Przedstawione w tej czesci pracy wyniki potwierdzity zatem
praktyczne zastosowanie opracowanego rozwigzania konstrukcyjnego.

Pewna niejasno$¢ wystepuje w interpretacji wynikow (rozdziat 4.4.4), gdzie Autorka
wskazuje na brak wptywu masy czasteczkowej polimerow na przebieg procesu, a doktadnie na
srednice czastek. Poniewaz dokladna masa czasteczkowa polimeréw nie byla znana,
w oznaczeniach stosowanych polimerow PLA10, PLA18, PLA38, PLA90 przyj¢to wskazniki
liczbowe proporcjonalne do masy czasteczkowej odczynnikow. Whiosek, ze ,,analiza wlasciwosci
reologicznych roztworéw polimeréw (Wykres 5.9.) nie wykazata istotnych réznic w lepkosci PLA
o rdéznej masie czasteczkowej — cho¢ wzrost masy czasteczkowej polimeru skutkowal wzrostem
wartosci lepkosci” zostat sformutowany bardzo nieprecyzyjnie. Z wykresu 5.9 wyraznie wynika, ze
lepko$¢ roztwordw PLA ro$nie ze wzrostem masy czasteczkowej polimeru w badanym zakresie
szybkos$ci $cinania. Szkoda, ze Autorka nie podjeta proby skorelowania lepkosci roztworu polimeru
z logarytmiczng liczba lepkosciowa, zeby porownaé swoje dane z literaturg. W tej czgsci pracy,
dyskusja dotyczaca wtasciwosci reologicznych roztworéw polimerow o roznej masie czasteczkowej
nie jest w pelni zrozumiala; opis osi na Wykresie 5.8 zaczerpnietym z literatury wymaga
wyjasnienia (,,IV (dl/g) w chloroformie”) a podana jednostka na osi poziomej nie zgadza si¢ z
komentarzem tekscie.

Nastepny niosek o braku zaleznosci migdzy masg czasteczkowa PLA a Srednicg czastek
polimerowych zostat wysnuty bez analizy statystycznej danych. W omawianej czesci pracy brakuje
rowniez kontekstu literaturowego w odniesieniu do badan innych autorow w tym zakresie.

Moje watpliwosci dotycza tez sktadu roztworow podanych w tabelach, np. Tab. 4.2, 4.15 oraz
opisu wynikow badan (rozdziat 5) — czg¢sto podawany jest ogolny skrot polimeru - PLA. Poniewaz
badane byly polimery o réznej masie czgsteczkowej, nie jest jasne, ktorego polimeru dotyczy
stosowane oznaczenie PLA? Poprosz¢ o wyjasnienie.

W nastgpnym etapie, Autorka wytworzyta mikroczastki polimerowe z dodatkiem weglanu
bizmutu, aby umozliwi¢ wizualizacj¢ i Sledzenie mikroczgstek PLA z zastosowaniem obrazowania
rentgenowskiego. Za pomocg mikroskopii SEM i fluorescencji rentgenowskiej XRF potwierdzita
obecno$¢ bizmutu w strukturze czastek, potwierdzajac skuteczno$¢ opracowanej metody syntezy.

Prowadzac dalsze badania w zakresie modyfikacji sktadu roztworu nierozpuszczalnika,
Autorka wykazata, Zze zastosowanie heksanu o stezeniu 10% mas. jako porogenu pozwala na
wytworzenie najkorzystniejszego wariantu porowatych mikroczastek, gdzie gtdéwnym Kryterium
oceny byta liczebnos$¢ i rozmiar uzyskanych struktur oraz porowatoscé.

W celu realizacji ambitnego celu praktycznego pracy, wskazujacego na mozliwos¢
zastosowan wytworzonych mikroczgstek litych i1 porowatych jako skutecznych systemow
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uwalniania substancji, Autorka zaplanowata dalszg cze$¢ badan zwigzanych z doswiadczalng oceng
uwalniania z zastosowaniem modelowych substancji: 9-aminoakrydyniny oraz enzymu ALP.
Wykazata, zgodnie z oczekiwaniem, ze czastki porowate Szybcie] uwalniaja barwnik
9-aminoakrydyne niz czastki lite. Wytworzyta mikroczastki o odpowiednio dobranym sktadzie
i érednicy, ktore stanowily efektywny nosnik biatka o przedtuzonym. Badania mgr inz. Ilony
Lojszczyk wykazaty, ze struktura mikroczastek zamkni¢tych w matrycy hydrozelowej PVP24,
pozwala na wydzielanie substancji do tej matrycy, i po jej powolnej degradacji, na przedtuzenie
dziatania uwolnionego leku. W celu dalszego spowalniania procesu uwalniania leku i przedtuzenia
jego dziatania, zmodyfikowata struktur¢ mikroczastek porowatych przez dodatek aldehydu
laurowego, ktory postuzyt w kolejnym etapie do przylaczenia biatka poprzez zasade Schiffa.
Wykazata wplyw dodatku aldehydu na znaczace zmniejszenie rozmiaréw uzyskiwanych struktur
1 na wzrost porowatosci.

Autorka przeprowadzila caly szereg testow cytotoksycznych materiatdw na bazie PLA,
potwierdzajac biozgodno$¢ otrzymanych mikroczastek.

Po analizie czesci eksperymentalnej rozprawy, oprocz wymienionych wcze$niej uwag
nasuwajg si¢ nastepujace pytania:

1. Czy szybkos$¢ odparowania rozpuszczalnika moze mie¢ wptyw na morfologi¢ mikroczastek?

2. Czy przetestowano inne rodzaje membran (inna wielko$¢ porow, inna zwilzalno$¢) skoro
konstrukcja modutu pozwala na elastyczno$¢ w tym przypadku.

3. Dlaczego przy produkcji czastek litych, gldowna zmienng procesowa byt sktad roztworu
nierozpuszczalnika a nie sterowano szybko$cig mieszania, skoro zgodnie z literaturg tatwo
przewidzie¢ ten wplyw?

4. Jaki jest potencjat powigkszenia skali zaproponowanej metody wytwarzania mikroczastek?

Podsumowujac ocen¢ rozprawy, jej mocng strong jest niewatpliwy element nowosci —
opracowanie procesu wytwarzania biozgodnych mikroczastek do réznych zastosowan medycznych
z wykorzystaniem oryginalnego modutu membranowego, ktory jest przedmiotem zgloszenia
patentowego. Zaletg pracy jest ogromny material doswiadczalny, potwierdzajacy skuteczno$c
zaproponowanego rozwigzania konstrukcyjnego modutu do wytwarzania mikroczastek. Teza pracy
zostala udowodniona.

Badania wykonane przez Doktorantk¢ wymagaty znacznego nakladu pracy
i charakteryzuja si¢ duza systematycznoscia pozwalajaca na wytworzenie Kkilku rodzajow
mikroczgstek pod katem okreslonych aplikacji medycznych. Zastosowano rdézne techniki
obrazowania mikroczastek: skaningowa mikroskopie elektronows, mikroskopie konfokalng
i fluorescencyjnag. W badaniach wykorzystano rowniez dopplerowska elektroforez¢ laserows,
reometri¢ $cinajacg, spektroskopie UV-VIS, rentgenowska analize fluorescencyjna. Analizy
cytotoksycznosci wymagaly znajomosci licznych metod biologicznych. Zastosowana duza
r6znorodno$¢ metod badawczych $wiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu laboratoryjnym
Doktorantki do prowadzenia prac w obszarze projektowania zaawansowanych materiatow
polimerowych do zastosowan medycznych.

Autorka przedstawia wyniki w sposob uporzadkowany: opisuje procedure wytwarzania
mikroczastek do zastosowan medycznych dla réZznych wariantow syntezy, a nast¢gpnie omawia
wyniki. Po zakonczeniu kazdego rozdzialu nie ma jednak podsumowania i wnioskéw. W calej
pracy nie podjeto proby znalezienia empirycznej zaleznoSci migdzy parametrami procesu
emulgowania membranowego a jakosciag produktu. Doktorantka nie zglgbia mechanizméw
badanych procesoOw a omédwienie wynikow ma charakter stwierdzenia faktow. Oceniajac jakos¢
mikroczastek pod katem konkretnych zastosowan, Autorka poréwnuje ze soba wyniki réznych
eksperymentdéw, postugujac si¢ numerem wariantu. Taki sposdb poréwnania wymaga od czytelnika
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analizy wczesniejszych rozdziatow i samodzielnej oceny wptywu warunkow procesu emulgowania,
okreslonych przede wszystkim przez sktad roztworu polimeru lub sktad roztworu nierozpuszczalna,
na jako$¢ produktu. Proponowana analiza wplywu parametrow operacyjnych na wlasciwosci
mikroczastek jest szczegoOlnie wazna ze wzgledu na wskazanie inzynierii chemicznej jako
dyscypliny, w ktorej realizowana jest rozprawa doktorska. Brak tej analizy zmniejsza praktyczne
znaczenie przedstawionych wynikow badan i w pewnym stopniu ogranicza ich warto$¢ naukows.
Praca napisana jest do$¢ przejrzys$cie, chociaz Autorka nie unikneta bledow korektorskich,
przejezyczen czy nieprecyzyjnosci. Mam wrazenie, ze Doktorantka zaklada, ze czytelnik wie
wszystko, co ma na mys$li autor, niec wyjasniajgc pewnych zaleznos$ci, nie podajac znaczenia
poszczegbdlnych symboli w sytuacji, gdy pojawiajg si¢ one po raz pierwszy w tekscie. Przyktadowe
niedociagnigcia przedstawiono ponize;j:
1. Rys. 3.9 brak legendy do uzytych oznaczen, co uniemozliwia zrozumienie opisu w tekscie
2. W calej pracy - brak odmiany stowa Rysunek
3. Str. 31 - niezrgcznoéci jezykowe: ,Zrédla o wysokiej energii, takie jak ultradzwicki,
homogenizator lub mielenie”
4. Str. 38 — powinno by¢ czastki zamiast czasteczki
5. Stosowane skroty, jak np. THF, CHP (str. 81), cewnik TAE, AA (str. 82) powinny by¢ po raz
pierwszy wyjasnione w tek$cie bez koniecznos$ci odwotania si¢ do wykazu skrotow i oznaczen
6. Str. 66. —jest ,,z predkoscig 60 ml/godz” — powinno by¢ z nat¢zeniem przeptywu
7. W catej pracy podpis pod tabelami ,,Catkowita obj¢to$¢ mieszaniny emulgatoréw w roztworze
wynosi 0,1%,,- chodzi o utamek objetosciowy, nie objetosé
8. Str. 76 — powinno by¢ wydzielaty zamiast ,,wydziaty”
9. Str. 82 — powinno by¢: granica faz zamiast interfejs
Pragng dodaé, ze powyzsze uwagi nie wplywaja na ogdlna, pozytywna ocen¢ catosci
rozprawy doktorskiej.

Whioski koncowe

Przedstawiona przez mgr inz. llony Lojszczyk rozprawa pt. ,,Otrzymywanie mikroczastek
polimerowych do zastosowan medycznych” stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego,
za$ Doktorantka wykazala si¢ umiejetnoscig planowania i wykonywania badan oraz logicznego
przedstawiania wynikéw. Pani mgr inz. Ilony Lojszczyk zrealizowata zatozony cel jakim bylo
opracowanie procesu wytwarzania biozgodnych mikroczastek do roznych zastosowan medycznych
z wykorzystaniem oryginalnego modutu membranowego, ktory jest przedmiotem zgloszenia
patentowego. Doktorantka posiada dobry dorobek naukowy potwierdzony publikacjami o wysokim
wspotczynniku wptywu. Stwarza to podstawe do stwierdzenia, ze przedstawiona do oceny rozprawa
doktorska zawiera warto$ciowe elementy o charakterze poznawczym oraz praktycznym.

Biorac powyzsze pod uwage stwierdzam, ze rozprawa Pani mgr inz. Ilony Lojszczyk
odpowiada wymaganiom stawianym pracom doktorskim i przedstawiam wniosek o dopuszczenie
jej do publicznej obrony.



