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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani magister Magdaleny Kowalskiej
pt.,, Badanie wptywu wybranych polimerowych pochodnych 1,2-distearoilo-sn-glicero-3-
fosfatydyloetanoloaminy oraz lipoidu kationowego na wtasciwosci fizykochemiczne
monowarstw i dwuwarstw lipidowych w kontekscie opracowania sktadu efektywnych
nosnikow lekow”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Magdaleny Kowalskiej zostata
wykonana w Zespole Fizykochemii Powierzchni w Zaktadzie Chemii Fizycznej i Elektrochemii
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego pod kierunkiem Pana dr hab. Pawta Wydro, prof.
U]. Celem przeprowadzonych badan byto zbadanie wptywu wybranych polimerowych
pochodnych 1,2-distearoilo-sn-glicero-3 fosfatydyloetanoloaminy oraz lipoidu kationowego na
wiasciwosci fizykochemiczne monowarstw i dwuwarstw lipidowych w konteks$cie opracowania
sktadu efektywnych nosnikéw lekéw. W swoich badaniach Autorka wykorzystata technike
monowarstw Langmuira do termodynamicznej analizy interakcji pomiedzy PEG-ylowanymi
lipidami, lipoidem kationowym i lipidami blon zwierzecych, co stanowito punkt wyjscia do
przewidywania wtasciwosci pecherzykow lipidowych o analogicznym sktadzie, a w p6zniejszym
etapie umozliwito skorelowanie ich z wynikami uzyskanymi z badan przeprowadzonych na
formulacjach liposomowych (ptynnosé, przepuszczalno$¢ czy organizacja molekularna).
Dodatkowo w pracy okre$lono wplyw PEG-ylowanych lipidéow na organizacje molekularng
bardziej ztozonego uktadu, ktéry swoim sktadem lipidowym odzwierciedlat budowe raftéw
lipidowych w btonach zwierzecych.

Poczatki badan nad systemami kontrolowanego uwalniania lekow siegajg lat 50tych XX
wieku. Podawanie lekéw z systeméw terapeutycznych o kontrolowanej szybko$ci uwalniania
pozwala na pozostanie przez caly czas w oknie terapeutycznym i bardzo czesto zapewnia
transport substancji leczniczej doktadnie do miejsca zmienionego chorobowo. Dzieki temu
zmniejsza si¢ ryzyko wystepowania niepozadanych skutkéw ubocznych oraz zmniejsza
dawkowanie leku. Ponadto, zastosowanie no$nika usprawnia przenikanie leku przez
biomembrany oraz przyspiesza jego dyfundowanie przez blone plazmatyczna, w efekcie czego
pozwala na szybsze dostarczenie substancji czynnej do chorej tkanki. Pomimo wielu korzysci
wynikajacych z zastosowania systeméw kontrolowanego uwalniania lekéw sam jego wyboér
uzalezniony jest od wielu czynnikéw i nadal stanowi duze wyzwanie projektowe. Materiat,
z ktérego wykonany jest noénik leku musi by¢ biozgodny, biodegradowalny, umozliwiac
enkapsulacje duzej ilosci leku w matrycy oraz zachowac stabilno$¢ leku w warunkach
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fizjologicznych przez dlugi okres czasu. Zaproponowane przez Doktorantke badania znakomicie
wpisujg si¢ w trend badan nad poszukiwaniem coraz doskonalszych systeméw dostarczania
lekow.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska liczaca 246 numerowanych stron zostata
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| przygotowana w jezyku polskim w formie standardowego wydruku i podzielona w sposéb

i typowy dla prac eksperymentalnych, tj. na czes$¢ literaturowa obejmujgca 7 rozdziatéw oraz

| czg$¢ doswiadczalng sktadajacq sie z 11 rozdziatéw. Cze$é teoretyczng pracy poprzedza wykaz
stosowanych skrétéw i symboli oraz wprowadzenie i cel pracy. W czesci literaturowej Autorka
opisala metody dostarczania lekéw, scharakteryzowata liposomy ze szczegdlnym
uwzglednieniem liposoméw kationowych i liposoméw PEG-ylowanych oraz scharakteryzowata
blony biologiczne i stosowane obecnie modele btony komérkowej. Cze$é doswiadczalna
obejmuje spis wykorzystanych odczynnikéw, metodyke sporzgdzania roztworéw, opis
przeprowadzonych eksperymentéw, wykaz analizowanych ukladéw, a nastepnie wyniki badan
oraz ich interpretacje. Czg$¢ te konczy zwiezte podsumowanie stanowigce syntetyczne ujeciem
wnioskéw wynikajacych z przeprowadzonych badan. Praca zakonczona jest streszczeniem
w jezyku polskim i angielskim, wykazem cytowanej literatury, suplementem oraz wykazem

osiggnie¢ Autorki. Na podkre$lenie zastuguje przedstawienie na koricu kazdego rozdziatu czesci

doswiadczalnej wnioskéw wynikajacych z badan przeprowadzonych w danym uktadzie.

Badania prowadzone byly w sposéb niezwykle spéjny i logiczny. Natomiast do najwazniejszych

osiggnie¢ wynikajacych z ich przeprowadzenia nalezy wykazanie:

[. Wzrostu ptynno$¢ monowarstw lipid - polimer na granicy faz woda/powietrze wraz ze
wzrostem dtugosci polimerowego tafncucha. Fakt ten zwigzany jest bezposérednio
z polarnoscig tancucha poli(glikolu etylenowego), ktéra jest tym wigksza im wyzszy stopien
PEG-ylacji DSPE.

Il.  ZaleznoSci organizacji molekularnej i oddzialtywan miedzyczasteczkowych pomiedzy
badanymi koniugatami lipid - polimer a fosfolipidami budujacymi membrany komérek
zwierzecych (DPPC, DPPE, DPPS), jak réwniez wtasciwoéci fizykochemicznych monowarstw
i dwuwarstw fosfolipid/DSPE-PEGn od stopnia PEG-ylacji DSPE, budowy polarnej gtowy
czgsteczki fosfolipidu btonowego oraz zawarto$ci poszczegélnych sktadnikéw uktadéow
dwusktadnikowych, tj.

e wzrost stopnia kontrakcji powierzchni w przypadku wprowadzenie zwitterjonowych
czasteczek DPPC do monowarstwy DSPE-PEGn, tym wiekszy im nizszy stopien PEG-ylacji
DSPE.

e ekspansje powierzchni przypadajacej na pojedyncza czasteczke w przypadku inkorporacji
bardzo matych stezen ujemnie natadowanego DSPE-PEG750 do monowarstwy DPPS,
wynikajaca z jednoimiennosci tadunku elektrycznego DPPS i PEG-ylowanego lipidu.
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Znalazto to odzwierciedlenie w uktadach dwuwarstwowych o analogicznym sktadzie dla

ktorych Srednica hydrodynamiczna wzrasta wraz z ulamkiem molowym DSPE-PE750,
a przepuszczalno$¢ dwuwarstwy otaczajacej wodny rdzen liposomow jest wieksza dla
kazdego dodatku lipopolimeru w pordéwnaniu z niezmodyfikowanymi pecherzykami
DPPS.

e wzrost przepuszczalnosci membran fosfolipidowych wraz ze wzrostem stezenia
polimerowego modyfikatora wprowadzonego do ich struktury, co jest powigzane z silnie
uptynniajgcym wplywem PEG-ylowanych lipidéw na dwuwarstwy fosfolipidowe. Skala
tego zjawiska $cisle zalezy od diugosci tanicucha poli(glikolu etylenowego) - dla PEG350
Zzmiany przepuszczalno$ci w poréwnaniu z niezmodyfikowanymi liposomami sg znikome.
W przypadku diuzszych tancuchéw PEG (PEG750 i PEG2000), w wyniku znacznie
wiekszego ekranowania powierzchni pecherzykéw przez dlugie tancuchy PEG2000
wyciek kalceiny z wnetrza pecherzykow fosfolipid/DSPE-PEGn jest utrudniony
w stosunku do modyfikacji liposoméw za pomoca PEG750.

III. Istotnego wptywu typu modyfikacji monowarstw oraz dwuwarstw fosfolipidowych - jeden
rodzaj PEG-ylowanego lipidu badZ mieszanina Kkrétko- oraz diugotancuchowego DSPE-
PEGn, na ich whasciwosci fizykochemiczne, tj.

e wzrost stabilno$¢ termodynamicznej monowarstw dwusktadnikowych utworzonych przez
czasteczki fosfatydylocholiny posiadajgcej w swojej strukturze nasycony i nienasycony
tancuch weglowodorowy oraz molekut lipopolimeru wraz ze stopniem PEG-ylacji DSPE.
Réwniez w uktadach tréjsktadnikowych, w ktérych monowarstwa POPC modyfikowana
byta za pomoca mieszaniny DSPE-PEG350/DSPE-PEG2000 i DSPE-PEG750/DSPE-
PEG2000.

e zmniejszenie warto$¢ $redniej Srednicy hydrodynamicznej pecherzykow wraz ze
wzrostem stezenia polimerowego modyfikatora w dwuwarstwie POPC/lipopolimer,
wynikajace z zakrzywiania ich powierzchni przez rosnaca ilos¢ tancuchow poli(glikolu
etylenowego) zlokalizowanych w przewazajacej ilosci po zewnetrznej stronie
dwuwarstwy otaczajgcej wodny rdzen formulacji liposomowych. Zmodyfikowanie
liposomoéw POPC za pomoca mieszaniny krétko- oraz dtugotancuchowego polimerowego
modyfikatora zwieksza tzw. stalg grubos¢ warstwy wodnej (FALT) otaczajacej pecherzyk
liposomowy, co znajduje odzwierciedlenie w nieznacznie wiekszych srednich $rednicach
hydrodynamicznych  formulacji  liposomowych w  stosunku do liposoméw
zmodyfikowanych tylko jednym rodzajem PEG-ylowanego lipidu.

e wprowadzanie coraz wiekszej ilosci ujemnie natadowanych czasteczek DSPE-
PEGn/mieszaniny DSPE-PEGn do dwuwarstwy fosfatydylocholiny zmienia warto$c
potencjatu elektrokinetycznego tworzonych formulacji liposomowych w kierunku bardziej

ujemnych wartosci.
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IV. Zaleznosci interakcji miedzyczasteczkowych pomiedzy lipoidem kationowym, lipidem

pomocniczym (POPC) oraz badanymi koniugatami lipid-polimer, jak réwniez wtadciwosci
fizykochemicznych jedno- oraz dwuwarstwowych ukladéw kationowych od zawartosci
oraz dtugosci polimerowego tancucha skoniugowanego z DSPE, tj.

w uktadach POC/DC-Chol/lipopolimer charakter oddzialywan miedzyczasteczkowych
uwarunkowany jest stopniem PEG-ylacji DSPE. W mieszaninach zawierajgcych najkrétsze
fancuchy PEG350 oddziatywania s3 mniej przyciagajace niz w odpowiednich czystych
filmach jednosktadnikowych, co wynika z obserwowanego réwniez w uktadach
dwusktadnikowych ~ POPC/DSPE-PEG350 oraz  DC-Chol/DSPE-PEG350  zjawiska
penetrowania polarnej czesci monowarstwy przez trudniej desorbujgce sie krétkie
tanicuchy PEG350. Trudno$¢ desorbowania taiicuchéw poli(glikolu etylenowego) zmniejsza
sie wraz z ich dtugoscig, co pozwala na coraz Scislejsze upakowanie czgsteczek w uktadach
POPC/DC-Chol/DSPE-PEG750 i POPC/DC-Chol/DSPE-PEG2000, i w efekcie pojawienie sie
coraz silniej przyciggajacych oddzialywan miedzyczasteczkowych pomiedzy ich
komponentami.

przepuszczalno$¢ bton kationowych POPC/DC-Cholesterol zmienia sie znaczaco w wyniku
zmodyfikowania ich struktury za pomocg molekul koniugatu lipid-polimer.
Przepuszczalno$é niezmodyfikowanych dwuwarstw kationowych POPC/DC-Cholesterol dla
czgsteczek kalceiny wzrasta wraz ze stezeniem lipoidu kationowego w uktadzie, czego
przyczyng moze by¢ budowa grupy hydrofilowej lipoidu kationowego, ktéra w poréwnaniu
do grupy polarnej cholesterolu jest znacznie wieksza i obdarzona dodatnim tadunkiem.
Wprowadzenie ujemnie natadowanych czasteczek DSPE-PEGn obniza tadunek
elektrostatyczny kationowych formulacji liposomowych, co znaczgco ogranicza ich

przepuszczalnosé.

Wzmacniania oddziatywan pomiedzy skladnikami monowarstwy modelowego raftu
lipidowego POPC/Chol/SM w wyniku inkorporacji czasteczek koniugatéw lipid-polimer
(DSPE-PEG350, DSPE-PEG750). Wzmacnianie to jest tym wieksze im wyzszy stopien PEG-
ylacji 1,2-distearoilo-sn-glicero-3-fosfatydyloetanoloaminy. Gtéwna przyczyne tego
zjawiska nalezy upatrywa¢ w ostanianiu czasteczek cholesterolu przed $rodowiskiem
wodnym, ktére w duzej mierze s3 molekutami niepolarnymi, przez tancuchy poli(glikolu
etylenowego), ktérych polarnos¢ rosnie wraz z dtugoscig polimerowej cze$ci DSPE-PEGn.

Zmniejszenia plynnosci, a co za tym idzie uporzadkowanie faiicuchéw acylowych, zaréwno
monowarstwy, jak i dwuwarstwy modelowego raftu lipidowego w wyniku dodateku
polimerowego modyfikatora DPE-PEGn. Plynno$¢ monowarstwy oraz dwuwarstwy
POPC/Chol/SM rosnie wraz ze wzrostem stezenia DSPE-PEGn w uktadzie, jak réwniez wraz
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ze wzrostem stopnia PEG-ylacji 1,2-distearoilo-sn-glicero-3-fosfatydyloetanoloaminy, co
jest wynikiem rosngcej polarnosci badanego uktadu.

Istotnego wplywu obecnosci czasteczek PEG-ylowanego lipidu w dwuwarstwie
POPC/Chol/SM na jej przepuszczalno$¢, ktéra zalezy w gtéwnej mierze od stezenia
lipopolimeru w uktadzie oraz dtugosci polimerowego tancucha. Bardzo niewielkie dodatki
koniugatu lipid-polimer (2% mol) zmniejszaja przepuszczalno$¢ liposoméw
POPC/Chol/SM, czego powodem jest oplatanie powierzchni liposoméw przez tancuchy
poli(glikolu etylenowego), w przypadku ktérych, przy niewielkiej ich ilosci odpychanie
steryczne pomiedzy nimi jest zminimalizowane. Rosngaca ilo§¢ oraz diugo$¢ polimerowego
fancucha PEG w dwuwarstwie otaczajacej wodny rdzen liposoméw zwigksza moc
odpychania sterycznego miedzy nimi, co prowadzi do zmiany ich konformacji na
powierzchni liposoméw (rozciagniecie w kierunku $rodowiska zewngtrznego)
i zwiekszenia przepuszczalnoéci formulacji liposomowych.

VIIL. Zaleznoéci rozmiaru oraz potencjalu dzeta tworzonych formulacji liposomowych od

stezenia oraz stopnia PEG-ylacji DSPE, t;.

zmniejszenie $redniej $rednicy hydrodynamicznej liposoméw w wyniku wprowadzania
coraz wiekszej ilosci czasteczek DSPE-PEGn do dwuwarstwy otaczajacej wodny rdzen
liposomow;

przesuniecie wartosci potencjatu dzeta liposoméw w kierunku bardziej ujemnych wartosci
wraz ze wzrostem stezenia ujemnie natadowanego PEG-ylowanego lipidu w dwuwarstwie
liposomow.

Doktorantka osiggneta wyznaczone cele a uzyskane wyniki sg bardzo interesujjce

i wykazujg aspekt aplikacyjny. Na podkre$lenie zastuguje préba przewidywania wtasciwosci

liposoméw na podstawie termodynamicznej analizy wlasciwo$ci monowarstw Langmuira

o analogicznym sktadzie. Doktorantka udowodnita, ze potrafi samodzielnie prowadzi¢ badania

naukowe i prawidtowo interpretowaé wyniki. Ponadto, calo$ciowy dorobek naukowy mgr

Magdalena Kowalskiej obejmuje 5 oryginalnych artykutéw opublikowanych w czasopismach

z listy JCR oraz 24 doniesienia konferencyjne.

Podczas lektury rozprawy doktorskiej nasunety mi sie drobne uwagi:

- str. 14 ,Asocjacja leku do powierzchni dendrymeru...” czy nie bardziej zasadne bytoby uzycie

zwrotu przylgczenie?

- str. 22 ,Wiekszo$¢ dyspersji koloidalnych w oérodku wodnym zawiera tadunek elektryczny”

Czy dyspersja ,zawiera” fadunek? Czy moze wykazuje tadunek?

- W réwnanie 1 (str. 23) wystepuje edycyjna pomytka w postaci zapisu F zamiast f.

- str. 76 ,mozna zauwazy¢ istnienie dwoch maksiméw (28 mN/m oraz 249 mN/m).

Najprawdopodobniej nastgpita edycyjna pomytka drugiej ze wskazanych wartosci.
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- str. 84 ,Wartodci DI mniejsze niz 0,1 wskazuja, Ze otrzymane formulacje liposomowe
charakteryzuja si¢ matym rozktadem wielkosci (monodyspersyjno$¢) oraz duza stabilno$cia,
ktéra zapobiega ich agregacji”. Stabilno$¢ nie zapobiega agregacji. Stabilno$é uktadu
koloidalnego jest wynikiem braku agregacji. Chodzito zapewne réwniez o PDI.

- w przypadku opisu zmian wartosci potencjatu dzeta bezpieczniej jest postugiwac sie warto$cia
bezwzgledng lub np. stosowaé stwierdzenie, Ze potencjal dzeta zmierza w kierunku wartosci
coraz bardziej ujemnych/dodatnich. Zapis ,Zmniejszenie parametru ¢ jest prawdopodobnie
spowodowane dodaniem ujemnie natadowanych czasteczek DSPE-PEG,.” (str. 84) sugeruje, ze
uktad bedzie mniej stabilny. Z danych przedstawionych w tabeli 2 wynika, ze przyjmuje on coraz
wieksze wartosci bezwzgledne, sugerujace wzrost stabilno$ci badanego uktadu.

- str. 116 " W przypadku uktadéw o stosunkowo krétkich tancuchach PEG (POPC/DSPE-PEG350
oraz POPC/DSPE-PEG2000)..." chodzito raczej o POPC/DSPE-PEG350 oraz POPC/DSPE-PEG750.

- czy Autorka moze wyjasni¢ bardziej szczegétowo przyczyny zwiekszonej przepuszczalnosci
liposoméw POPC/DC-Chol wynikajace z dodatniego tadunku membrany wzgledem ujemnie
natadowanych czasteczek kalceiny?

Przedstawione uwagi w zaden sposdb nie umniejszaja warto$ci merytorycznej rozprawy, ktora
stanowi oryginalne opracowanie aktualnego problemu naukowego i prezentuje wysoki poziom
merytoryczny.

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr
Magdaleny Kowalskiej stanowi oryginalne opracowanie aktualnego problemu naukowego
i spelnia wszystkie wymogi formalne stawiane rozprawom doktorskim. Wnioskuje zatem do
Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk Chemicznych Uniwersytetu Jagielloniskiego o dopuszczenie
Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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