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Nowe polielektrolitowe inhibitory wirusa HSV-1

Recenzowana rozprawa zostala poswigcona opracowaniu nowych uktadéw, ktore w
przyszioSci moga znalez¢ zastosowanie w leczeniu chordéb spowodowanych zakazeniem
wirusem opryszczki pospolitej (Herpes simplex) typu | (HSV-1). Obejmowata zaré6wno
badania nowych no$nikéw polimerowych w postaci mikrosfer oraz folii zawierajacych znany
1 stosowany obecnie lek acyklowir jak roéwniez polielektrolitow, zard6wno naturalnych jak 1
syntetycznych, w tym jonowych pochodnych polimeréw niejonowych, w wypadku ktoérych
spodziewano si¢ wlasciwosci przeciwwirusowych. Praca dotyczyta zard6wno polimeréw, ktore
same nie mialy wlasciwosci przeciwwirusowych a petity funkcje nosnika wiasciwej
substancji biologicznie czynnej jak rowniez polimerow bioaktywnych. Nalezy zauwazy¢, ze
poza naturalnymi zwiazkami wielkoczasteczkowymi (kwasy nukleinowe, oligonukleotydy,
biatka, peptydy, niektore polisacharydy) niewiele polimeréw ma wlasciwosci, ktore
pozwalatyby je stosowaé jako leki. Badania, jakie podjela doktorantka, byly bardzo wazne,
ambitne i1 nietatwe. Ich waga wynika z czgsto bagatelizowanych zagrozen spowodowanych
zakazeniami wirusem opryszczki. Ponadto, poszukiwania odpowiedzi na postawione pytania
wymagato zastosowania metod z zakresu dwoch réznych dziedzin — chemii i biochemii, co
powodowato konieczno$¢ zdobycia przez doktorantke wiedzy o warsztacie doswiadczalnym i

intelektualnym w wyjatkowo szerokim zakresie.
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Nie umiem odpowiedzie¢ na pytanie, w jakim stopniu los a w jakim $wiadome wybory
kierowaly mgr Katarzyna Ktysik-Trzcianska, jest jednak pewne, Ze znalazta si¢ ona w
otoczeniu wyjatkowo sprzyjajacym prowadzeniu prac badawczych na pograniczu
wymienionych dziedzin. Prof. dr hab. Maria Nowakowska jest wybitnym, uczonym znanym
na $wiecie, o ogromnym doswiadczeniu i dorobku naukowym. W zasadzie caly Zespot
Nanotechnologii Polimerow i Biomateriatow stanowit dla doktorantki niezwykle inspirujace
srodowisko. Prof. dr hab. Krzysztof Pyr¢ ma niezwykle wartosciowe osiagnigcia w zakresie
badan struktury 1 oddziatywan wirusOow na poziomie molekularnym. Oba zespoty
dysponowaty wyposazeniem komplementarnym, biorac pod uwagg potrzeby przedsigwzigcia
realizowanego przez doktorantkg. Badania prowadzone przez doktorantke wspomagato
wsparcie ze strony NCN i uczelni w ramach projektu Opus, realizowanego przez prof. dr hab.
Mari¢ Nowakowska, 1 uczelnianego Funduszu Projektow Doktoranckich. Juz w tym miejscu
chciatbym podkresli¢, ze mgr Katarzyna Ktysik-Trzcianska bardzo dobrze wspomniane wyzej

mozliwo$ci wykorzystata.

W dalszej, zasadniczej czgséci recenzji postaram si¢ przedstawi¢ odpowiedzi na nastgpujace

pytania:

— Czy doktorantka potrafita prawidtowo opisa¢ przeprowadzone badania i przedstawic

ich wyniki w formie naukowego opracowania?

— Czy dysponuje aktualna wiedza w zakresie prowadzonych badan dotyczacych

rozprawy?

— Czy w zostaly zastosowane wtasciwe metody badawcze oraz czy opisy doswiadczen

sa prawidlowe 1 wystarczajace?
— Czy badania odprowadzity do rozwoju wiedzy w obszarze tematyki doktoratu?
— Czy interpretacja uzyskanych wynikow odpowiada aktualnemu stanowi wiedzy?
Umiejetnosci przygotowania opracowania naukowego w formie pisemnej

Rozprawa doktorska ma forme klasyczna. Po stronie tytulowej i stronach zawierajacych
podzigkowania pani mgr Katarzyna Klysik-Trzcianskaumiescita przejrzysty 1 szczegdtowy
spis tresci. Po nim doktorantka umiescita przydatny wykaz stosowanych oznaczen i skrotow.
Po nim spis rysunkéw i tabel wraz z numerami stron, na ktorych si¢ one znajduja. Te spisy sa

niezwykle uzyteczne pomagajac odnalez¢ rysunki i tabele w tekscie rozprawy. W dalszej



czgsci rozprawy znajduja si¢ streszczenia w jezykach polskim 1 angielskim. Sa one zwarte 1
zawieraja najwazniejsze informacje o badaniach przeprowadzonych podczas realizacji pracy
doktorskiej. Kolejna czg§¢ stanowi zwigztle wprowadzenie, w ktorym doktorantka

przedstawila uzasadnienie wyboru tematyki pracy 1 jej konkretne cele.

Bardzo waznym elementem rozprawy jest jej czgs¢ nazwana przed doktorantke czgscia
teoretyczna. Fragment o takim tytule zawiera wiele rozpraw doktorskich, cho¢ w wigkszosci
wypadkoéw jest to tytul niewlasciwy, bowiem niezmiernie rzadko ta cze$¢ zawiera OpiS
jakiejkolwiek teorii. W recenzowanej pracy znacznie lepiej bytoby nazwac te¢ cze¢$¢ krotkim
podsumowaniem aktualnego stanu wiedzy o wirusie HSV-1, sposobach zakazenia, chorobach
jakie wywoluje, lekach (biorac pod uwage substancje czynna jak i posta¢ leku) jak i o
metodach leczenia. Przedstawienie zagadnien mieszczacych si¢ w tak szerokim zakresie na
niewielu stronach (czg$¢ teoretyczna liczy 43 strony) w sposdb wywazony i1 mozliwie
wyczerpujacy moglo wydawac si¢ zadaniem niemozliwym. Pragne podkresli¢, ze doktorantka
poradzita z nim sobie lepiej niz oczekiwatem. Oczywiscie, nie udato si¢ jej unikna¢ pewnych
uproszczen, jednak cato$¢ zostata bardzo dobrze napisana i czytelnik moze wynie$¢ wiele
korzysci z jej przeczytania. Bylaby jeszcze lepsza, gdyby pani mgr Katarzyna Ktysik-
Trzcianska uwypuklita w niej wady obecnie stosowanych no$nikow lekow przeciw wirusowi

HSV-1, ktore uzasadniatyby potrzebe poszukiwania nowych uktadow.

W czesdci teoretycznej zwraca uwage niezwykle obszerna literatura, liczaca 271 pozycii,
stanowiaca jej podstaweg. W duzej czgsci sa to prace z ostatnich dziesigciu lat. Gdy byto to
celowe, doktorantka korzystata réwniez z prac starszych. W rezultacie powstato opracowanie
bardzo uzyteczne dla innych cztonkéw zespoldw badawczych, w ktorych praca doktorska
zostala wykonana. Zaleta czgsci teoretycznej jest roOwniez jasny sposoOb prezentacji i styl,

ktoéry powoduje, ze pracg ,,dobrze sig czyta”.

Bardzo dobrze, zostala napisana réwniez czg$¢ doswiadczalna. Zawiera zwigzlte opisy
uzywanych urzadzen i aparatéw oraz opisy pomiardw idoswiadczen wystarczajaco
szczegotowe aby mozna je powtorzy¢ w innych laboratoriach. Dyskusja wynikdéw nie stanowi
oddzielnej czg$ci rozprawy a przedstawiona zostata na zakonczenie kazdej grupy syntez,
pomiaréw charakteryzujacych poszczegdlne formy zwiazkow bioaktywnych i do$wiadczen
opisujacych ich oddzialywania z komorkami. Niezwykla liczne i bardzo dobrze wykonane

rysunki (107) oraz czytelne tabele (36) pelnia w tej pracy bardzo wazna funkcje.

Praca zostata przygotowana starannie. Nieliczne btedy redakcyjne nie sprawiaja klopotu

podczas czytania.



Ocena wiedzy doktorantki w dziedzinie w jakiej prowadzitla prace badawcze

Oceng wiedzy pani mgr Katarzyny Klysik-Trzcianskiej moge dokona¢ migdzy innymi
podstawie przygotowanej przez nia czgSci teoretycznej, ktora, jak wspominatem, liczy 43
strony. Przede wszystkim jest to wiedza bardzo szeroka. Odnosi si¢ co prawda tylko do grupy
zagadnien zwiazanych z wirusem HSV-1, jednak dotyczy probleméw zwiazanych z r6znymi
dziedzinami. Doktorantka dysponuje wiedza dotyczaca budowy wirusa i procesow zakazenia i
funkcjonowania w organizmie gospodarza, w tym przenikania do komorek, ekspresji gendw
wirusowych, wytwarzania w komorkach elementow sktadowych wirusow, pakowania DNA
wirusa do kapsydow oraz transport wirusOw na zewnatrz komorek. Doktorantka wie o
zakazeniach skutkujacych pozostawaniem wirusOw w stanie utajonym. W zakresie chemii
zdobylta wiedz¢ o budowie lekow hamujacych proliferacje wirusa HSV-1 i 0 mechanizmach
chemicznych blokujacych jej poszczegdlne etapy. Dysponuje wiedza o réznych nosnikacg
przeciwwirusowych substancji bioaktywnych i o systemach ich kontrolowanego dostarczania

do wybranych organow.

Dobor 1 umiejgtnos¢ wykorzystania rdéznych rodzajow aparatury analitycznej 1
przeprowadzenia analizy wynikow, ktore oceni¢ dokladniej w dalszej cze$ci recenzji
swiadcza o bardzo dobrej wiedzy doktorantki o obecnie stosowanych metodach w zakresie

chemii materialowej, w obszarze farmacji i w badaniach mikrobiologicznych.

Biorac pod uwage jako$¢ analizy badan wiasnych przeprowadzonych przez doktorantke nie
mam watpliwosci, ze dysponuje ona ugruntowang i obszerna wiedza w dziedzinie, jakiej
dotyczy rozprawa. W szczeg6lnosci, powyzsze stwierdzenie odnosi si¢ do wiedzy w zakresie
budowy i wilasciwosci zar6wno nos$nikow lekow przeciwwirusowych jak i polimerow, w

szczegblnosci polielektrolitow, o wlosciach bioaktywnych.
Metody badawcze i opisy przeprowadzanych doswiadczen

Podczas realizacji zaplanowanego cyklu prac pani mgr Katarzyna Ktysik-Trzcianska
przeprowadzita cykl réznych reakcji modyfikacji wybranych polimeréw naturalnych. Prace te
obejmowaty modyfikacje alginianu sodu skutkujaca wprowadzeniem do tego polimeru
ugrupowan cytozynowych, modyfikacj¢ dekstranu i hydroksypropylocelulozy prowadzace do
otrzymania polikationowych pochodnych tych polimeréw, modyfikacje dekstranu z
wykorzystaniem argininy i szczepienia kopolimeréw zawierajacych poli(tlenek etylenu).
Otrzymywatla takze polijonowe pochodne polimeréw syntetycznych, wérod nich kationowo

modyfikowanego poli(chlorowodorku aliloaminy) oraz polianionowych kopolimerow styrenu



1 styrenosulfonianu sodu. Istotna czg¢$¢ pracy doktorantka poswigcita syntezie i badaniom
wilasciwosci kopolimeréw blokowych zawierajacych blok poli(tlenku etylenu) i kationowy
blok poli(chlorku(3-metakryloiloamino)propylo)trimetyloamoniowego). Otrzymata rowniez
pochodne wspomnianych wyzej polimerow znakowane fluoroforami. Ta c¢zg$¢ pracy
wykazala umiej¢tnne wykorzystanie przez doktorantkg metod ,,inZynierii molekularnej” do
syntezy polimerow o zaplanowanej budowie. Syntetyzowane polimery pani mgr Katarzyna
Ktysik-Trzcianska charakteryzowala stosujac liczne, wlasciwie dobierane metody analityczne.
W ich sklad wchodzity spektroskopia *H i *C NMR, spektroskopia UV-Vis i IR, analiza
elementarna oraz miareczkowanie konduktometryczne. Do analizy polimeréw doktorantka
stosowata rowniez chromatografi¢ zelowa (GPC). Metoda GPC niezbyt nadaje si¢ jednak do
badan polijionéw, klasy polimerow, ktoére byly glownym obiektem zainteresowan
doktorantki. Z tego wzgledu wykorzystanie tej techniki w badaniach, jakie obejmowat

doktorat, miato bardzo ograniczony zakres i dotyczylo polimeréw niejonowych.

Otrzymywane polimery doktorantka stosowala do wytwarzania mikrosferowych no$nikéw
acyklowiru, leku stosowanego przeciw wirusowi HSV-1. Niektore z nich wykorzystywata do
badan oddzialywan polimerow z wirusami jak rowniez w badaniach aktywnos$ci
przeciwwirusowej otrzymywanych ukladéw polimerowych. Do wytwarzania mikrosfer z
mieszaniny alginianu sodu modyfikowanego przez przytaczenie grup cytozynowych oraz
niemodyfikowanego alginianu sodu lyb hydroxypropylocelulozy doktorantka wykorzystata
metodg ekstruzji roztworow polimeréw do roztworu zawierajacego czynnik sieciujacy — jony
Ca®*. Jest to metoda prosta, umozliwiajaca otrzymywanie mikrosfer stosunkowo
jednorodnych w duzym zakresie S$rednic. Prosty uklad ekstruzyjny wykorzystany przez
doktorantke pozwolit jej jednak na wytwarzanie mikrosfer o $rednicach duzych (okoto 500
pm). Nie mam jednak watpliwosci, ze uzycie ekstruderéw o mniejszych $rednicach dysz,
umozliwi wytwarzanie mniejszych mikrosfery. Pani mgr Katarzyna Ktysik-Trzcianska
przeprowadzita réwniez badania oddzialywan kopolimerow blokowych zawierajacych bloki
polikationowe z siarczanem heparanu w celu sprawdzenia mozliwo$ci wykorzystania
wspomnianych wyzej kopolimerow blokowych do blokowania receptoréw zawierajacych 3-
O-sulfonowany siarczan heparanu. Do badan poza spektrofotometria UV-Vis i
miareczkowaniem konduktometrycznum doktorantka wykorzystata mikrokalorymetrig
pozwalajaca na wyznaczenie parametrow termodynamicznych tych oddziatywan. W
badaniach tworzenia kompleksow oraz agregatow z udziatem kopolimeréw blokowych
zawierajacych  blok  poli(tlenku  etylenu) 1 blok kationowy  poli(chlorku(3-
metakryloiloamino)propylo)trimetylo-amoniowego) ~ doktorantka  stosowata  metodg

dynamicznego rozproszenia S$wiatla umozliwiajaca nie tylko wykrywaé powstawanie
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nanoczastek polimerowych i agregatéw kopolimerdéw z czastkami wirusa HSV-1, lecz takze

oznaczanie ich wielkos$ci 1 wlasciwosci elektrokinetycznych (potencjat zeta).

Rozprawa doktorska zawiera rowniez wyniki badan biochemicznych, w szczegdlnosci testow
okreslajacych cytotoksyczno$¢ badanych polimerow 1 ich aktywno$¢ przeciwwirusowa. W
pracy wykorzystano réwniez mikroskopi¢ konfokalna do ilustracji aktywnoSci
przeciwwirusowej badanych uktadow polimerowych na drodze obserwacji zainfekowanych
komorek w obecnosci lub bez bioaktywnych polimerow. Z treSci pracy nie moglem sig
zorientowac, czy badania te doktorantka wykonata sama, czy tez przeprowadzili je dla niej
wspotpracujacy biochemicy i1 biolodzy (opisy doswiadczen zostaty przedstawione w formie
bezosobowej). Nie mam jednak watpliwosci, ze w pelni rozumiata ona znaczenie

uzyskiwanych wynikow 1 wykorzystywata je w sposob swiadomy.

W swojej pracy doktorskiej pani mgr Katarzyna Ktysik-Trzcianska wykonata ogromna prace
przeprowadzajac wiele syntez, innych eksperymentéw oraz pomarow. Sposob przedstawienia

wynikow badan wyraznie $wiadczy o jej szerokiej wiedzy w tym zakresie.

Do prezentacji wynikow mam jednak niewielka lez istotna uwagg. W bardzo wielu
wypadkach wyniki pomiaré6w 1 oznacz¢ przestawione zostaly w sposob sugerujacy
nieprawdopodobna doktadno$¢. Konieczne jest stosowanie zaokraglen. Na przyklad, poza
spektrometria mas nie znam technik umozliwiajacych pomiar mas molowych z doktadnos$cia
do pigciu miejsc znaczacych. Niewlasciwe jest rowniez podawanie wartosci btedu oznaczenia

z doktadnoscia wigksza niz sam btad.
Rozwoj wiedzy bedqcy wynikiem badan prowadzonych w ramach pracy doktorskiej

Rozprawa doktorska zostata poswigcona poszukiwaniom roéznych form ukladow
stwarzajacych nadziej¢ na zastosowania, jako inhibitoréw infekcji wirusem opryszczki
zwyczajnej HSV-1. Podczas swojej pracy pani mgr Katarzyna Ktysik-Trzcianska zbadata
duza liczbg uktadéw polimerowych. Wyniki niektérych badan sa bardzo obiecujace, innych
mniej. Lecz i tych bym nie przekreslal. Najciekawsza i moim zdaniem najwazniejsza jest
cze$¢ rozprawy dotyczaca hamowania replikacji wirusa przy zastosowaniu kationowo
modyfikowanego dekstranu i kopolimeru blokowego zawierajacego oprocz bloku poli(tlenku
etylenu) blok kationowy poli(chlorku(3-metakryloiloamino)propylo)trimetyloamoniowego).
Oba polimery charakteryzuja si¢ dziataniem hamujacym replikacjg wirusa HSV-1. Ostatni z
nich okazat si¢ szczegolnie interesujacy ze wzgledu na nietoksyczno$¢ 1 wysoka aktywnosc

przeciwwirusowa. Pragne podkreslié, ze poza biatkami, peptydami oraz oligo- |



wielkoczasteczkowymi kwasami nukleinowymi nieznane sa polimery, w szczegdlnosci

syntetyczne, stosowane jako substancje czynne lekow.

W badaniach dotyczacych wykorzystania polimerowych no$nikéw acyklowiru doktorantka
uzyskata obiecujace wyniki w wypadku zeli. Natomiast niepowodzeniem zakonczyly sie
prace dotyczace nos$nikow mikrosferowych. Acyklowir zbyt szybko uwalniat si¢ z tych
czastek. Zastosowanie polimerow z podstawnikami cytozynowymi (kompleksujacymi
acyklovir wskutek wigzan wodorowych) do wytwarzania no$nikow mikrosferowych uwazam

jednak za pomyst dobry i wart dalszej pracy.
Jakosé interpretacji uzyskanych wynikow

Uwazam, ze interpretacja wynikéw badan przedstawionych w rozprawie w petni odpowiada
obecnej wiedzy w dziedzinie, jakiej doktorat dotyczy i nie mam uwag krytycznych do

formutowanych przez doktorantk¢ wnioskow.
Dorobek naukowy

Na dorobek publikacyjny pani mgr Katarzyny Ktysik-Trzcianskiej sktada si¢ pig¢ prac, z
ktorych cztery sa $cisSle zwiazane z praca dokrska. Biorac pod uwage, ze powstaly one w
krétkim czasie, w jakim rozwijata si¢ dotychczasowa kariera naukowa doktorantki, uwazam

ten dorobek z duzy.
Podsumowanie

Biorac pod uwage wszystkie elementy oceny stwierdzam, Ze recenzowana rozprawa
doktorska pani mgr Katarzyny Ktlysik-Trzcianskiej spetnia wszystkie niezbgdne warunki
okreslone przez ustawe o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w

zakresie sztuki z 14 marca 2003 z pdzniejszymi uzupetnieniami.

W zwiazku z powyzszym, z pelnym przekonaniem przedstawiam Wysokiej Radzie Naukowej
Wydzialu Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego wniosek o dopuszczenie pani mgr Katarzyny
Ktysik-Trzcianskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, biorac pod uwage
przedstawione w recenzji wysokie oceny wszystkich elementéw rozprawy i traktujac je jako

uzasadnienie wnioskuje o wyrdznienie pracy.
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