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Pecherzykowe struktury polimerowe oraz oddzialywania polimeréw 7
membranami lipidowymi

Recenzowana praca dotyczy bardzo waznych zagadnien zwigzanych z stosowanymi w
medycynie nosnikami zwigzkéw biologicznie czynnych. Wéréd nich niezwykle wazne sg
problemy dotyczace oddziatywan polijonéw z blonami komérkowymi. Badania w tej
dziedzinie mogg poméc w opracowaniu praktycznie uzytecznych metod leczenia z
zastosowaniem tferapii genowej. Praca zostata wykonana pod opieka dr. hab. Mariusza
Kepezynskiego, profesora Uniwersytetu Jagiellonskiego, w ~Zespole Nanotechnologii
Polimeréw i Biomaterialéw Zaktadu Chemii Fizycznej i Elektorchemii Wydzialu
Chemicznego Uniwersytetu Jagielloniskiego. W zespole tym, kierowanym przez prof. dr hab.
Mari¢ Nowakowsks, od lat prowadzone s3 badania w dziedzinie mato- i
wielkoczasteczkowych nosnikéw zwigzkéw bioaktywnych, enzyméw i katalizatoréw. Praca
ma charakter badan podstawowych. Jej wyniki beda jednak bardzo pomocne podczas
projektowania nowych form lekéw umozliwiajgcych bezposrednie dostarczanie substancii

czynnych, w szczegdlnosdei kwaséw nukleinowych, do wnetrza komoérek.

Jako obiekty swoich badan doktorantka i jej opiekun wybrali liposomy wytwarzane z 1,2-
dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfatydylocholiny - (DPPC) i 1,2-dioleilo-sn-glicero-3-fosoranu
sodu (DOPA), polietylenoiminy, liniowa i rozgalgziona, ich pochodne zawierajgce kationy
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amoniowe, a takze kwas hialuronowy i jego modyfikowane formy. Wymienione lipidy byty
wykorzystane do wytwarzania warstw, ktére stanowia modele blony komérkowe;.
Przeprowadzono ponadto badania wlasciwosci polimerosoméw, analogéw liposomow.
Otrzymywano je z kopolimeréw zwitterjonowych - poli(2-
(metakryloilooksy)etylofosforylocholina)-5-poli({chlorek (3-
{metakryloiloamino)propylo)trimetyloamoniowy)) (PMPCy4-b-PMAPTACyp) oraz
anionowych poli(2-(metakryloilooksy)etylofosforylocholina)-b-poli(2-(akryloamido)-2-
metylopropanosiarczan sodu) (PMPCy-b-PAMPS o6). Poszczegélne grupy do$wiadcezen
zaplanowane w ramach badan stanowigcych podstawg doktoratu uzupetniaja si¢ wzajemnie i

stwarzaja warunki do uzyskania pelnego opisu.

Na komplet badan skladajg si¢ przede wszystkim prace wykonane przez sama doktorantke.
Obejmuja one wytwarzanie monowarstw modelujacych  powloki  liposoméw,
fizykochemiczne badania ich struktury w zaleznosci od rodzaju i udziatu wybranych lipidow
(w wypadku liposoméw z mieszanin lipidéw), poznanie proceséw towarzyszgcych
przemianom struktury membran podczas zmian temperatury, zaleznosci wielkosci i rozrzutéw
wielkoéei oraz stabilnodci liposoméw od pH i obecnosdci innych czgsteczek, stabilno$ci
zawiesin liposoméw przy réznych stgzeniach polimeréw jonowych i jonogennych (poliiminy,
kwas hialuronowy i ich pochodne). Wspomniane wyzej badania byly uzupelnione pracami z
wykorzystaniem modelowania komputerowego, oraz badaniami oddziatywan liposomow i
polimerosoméw z zywymi komorkami. Doktorantka wyraznie zaznaczyta, ktore z
omawianych prac przeprowadzonych w innych zespotach, zostaly wlaczone do rozprawy w

celu zapewnienia kompletnosci opisu.
Przygotowujac oceng rozprawy staram si¢ odpowiedzie¢ na nastepujace pytania:

— Czy doktorantka potrafi prawidlowo opisac przeprowadzone badania i przedstawié ich

wyniki w formie naukowego opracowania?

-~ Czy dysponuje aktualna wiedzag w zakresie prowadzonych badan dotyczacych

rozprawy?
— Czy badania odprowadzity do rozwoju wiedzy w obszarze tematyki doktoratu?

— Czy w badaniach zostaly zastosowane wiasciwe metody badawcze oraz czy opisy

doswiadczen sa prawidlowe 1 wystarczajgce?

— Czy interpretacja uzyskanych Wynikéw odpowiada aktualnemu stanowi wiedzy?
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Umiejetnosci przygotowania opracowania naukowego w formie pisemnej

Tekst rozprawy zostal ulozony w sposéb klasyczny. Zasadnicza jej czgsé poprzedzaja: bardzo

pomocny wykaz skrétéw 1 oznaczen stosowanych w rozprawie oraz spis tresci. Rozpoczyna
ja krotkie, dwustronicowe wprowadzenie i jasno przedstawiony cel badah. Po nich pani mgr
Urszula Kwolek umiescila czg¢sé teoretyczna. Rozdzial o tym tytule zawiera prezentacje
aktualnej wiedzy o obiektach, zwigzkach, procesach i metodach badaf doswiadczalnych,
réwniez o do$wiadczeniach komputerowych, oraz o metodach wykorzystywanych do analizy
wynikéw. Kolejny rozdzial stanowi czes$¢ doswiadczalna, ktérej podrozdzialy zawierajg opisy
przygotowania i przeprowadzenia poszczegdlnych grup eksperymentéw, analizy wynikow i
wnioski. Opis badan wlasnych kohczy krétkie podsumowanie. Rozprawe zamykaja:
streszczenia w jezykach polskim i angielskim, bibliografia i spis publikacji wspétautorstwa
doktorantki. Praca zostala napisana poprawnym jezykiem, jest ilustrowana starannie
przygotowanymi wykresami, schematami i fotografiami. Redakeyjne niedostatki sa rzadkie.
Na przyklad, na rysunku 54, na wykresie przédstawiajqcym rozkiad $rednic polimerosoméw
blednie opisano of odcietych (jednostki um zamiast w nm). Takie uchybienia sg jednak
nieliczne i nie stwarzajg ktopotu podczas czytania rozprawy.

Mialem juz przyjemnos¢ ocenia¢ wezesniej pracg doktorska wykonana na Wydziale Chemii
UJ. Zar6wno w tamtej pracy jak i w obecnej streszczenia zostaly umieszczone na kohcu
rozprawy. Nadal dziwi mnie ten zwyczaj, bo po przeczytaniu rozprawy czytelnik odniesie

niewielka korzy$¢ z przeczytania jej streszczenia.

Ocena wiedzy doktorantki w dziedzinie w jakiej prowadzila prace badawcze

Rozprawa zawiera liczaca 35 stron czg$¢ teoretyczng. W czesei tej pani mgr Urszula Kwolek
przedstawita w bardzo zwarty sposéb aktualny stan wiedzy o budowie blon biologicznych i o.
ich modelach, zaréwno w odniesieniu do struktury jak i dynamiki tych obiektéw, o
polimerach, ktérych oddzialywania z blonami komoérkowymi sa wazne dla zrozumienia
procesow zwiazanych z podawaniem lekow w postaci klasycznych liposoméw i
polimerosomdéw oraz o strukturach polikationowych uzytecznych do dokomoérkowego
transportu kwaséw nukleinowych. Podstawg tej przegladowej czedei rozprawy jest ponad sto
publikacji, w wigkszosci oryginalnych, w okolo % z ostatniego dziesigciolecia. O wiedzy

autorki rozprawy $wiadczy rowniez wysoli poziom analizy wynikéw badan wiasnych.
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Po zapoznaniu sie z ozgécia teoretyczng oraz z analiza badan wiasnych i badan
przeprowadzonych przez innych badaczy, ktére wlaczono do rozprawy w celu uzyskania
pelnego opisu, z calkowitym przekonaniem twierdzg, ze doktorantka dysponuje ugruntowang
wiedza w zakresie dziedziny, jakiej dotyczy rozprawa doktorska. Czytajac rozprawe nabratem
przekonania, ze doktorantka ma réwniez duzg wiedze o modelowaniu komputerowym oraz o
badaniach biologicznych, umozliwiajaca jej wlasciwe korzystanie z wynikdw jakie uzyskano

w zespotach, z ktérymi wspolpracowata.

Sadze, ze czgdc teoretyczna w obecnej formie, nie moglaby zosta¢ opublikowana jako praca
przegladowa. Omowiono w niej przedstawiane zagadnienia nieco fragmentarycznie. Nie
uwazam jednak tego za wade. Celem pani mgr. Kwolek nie bylo, jak sadze, przygotowanie
kompletnej pracy przegladowej a przedstawienie podstaw przydaitnych czytelnikowi podczas
czytania czesei dotyczace] prac wilasnych. Tg funkcje czedé teoretyczna spelnia bardzo
dobrze. Nie mam jednak watpliwodci, Ze na podstawie czgéci teoretycznej i zebranej literatury

mozna przygotowaé manuskrypt warto$ciowej pracy przegladowe;j.

Rozwdj wiedzy bedgcy wynikiem badan prowadzonych w ramach pracy doktorskiej

Pytania, na jakie pani mgr Urszula Kwolek zamierzala znalezé odpowiedz, zostaly jasno
okreslone i uzasadnione obecnym stanem wiedzy, a w istocie niedostatkami obecnego opisu i
zrozumienia waznych probleméw odnoszacych si¢ do mechanizméw powstawania, struktury i
wiasciwosci liposomoéw i polimerosoméw. Dotychczasowe badania w wigkszosci wypadkow
dotyczyly liposoméw zbudowanych z jednego rodzaju lipidéw. Takie mono- i di-warstwy
lipidowe sg elementami prostych i uzytecznych no$nikéw zwigzkow biologicznie czynnych.
Stanowig jednak modele bardzo odlegle od rzeczywistych struktur tworzacych blony komorek
i istniejgcych w komérkach organelli. Badania przeprowadzone przez doktorantke dotyczace
liposoméw zbudowanych z lipidéw z glowami anionowymi (DOPA) i zwitterjonowymi
(DPPC) pozwolily na poznanie struktury membran bardziej ztozonych. Bardzo wazne w tym
wypadku bylo znalezienie odpowiedzi na pytanie dotyczace jednorodnosci/niejednorodnosci
rozmieszczenia wspomnianych wyzej lipidow w membranach. Polaczenie badan
mikrokalorymetrycznych, oznaczeni §redniej powierzchni membrany przypadajacej na jedna
czgsteczke lipidu i modelowania komputerowego pozwolito na stwierdzenie, ze czgsteczki
lipidu anionowego (DOPA) rozmieszczone sa stosunkowo izotropowo wskutek
przewazajgcych hetero-oddziatywan. Wyjasniono réwniez w jakich warunkach (temperatura)
segmenty weglowodorowe sa nienporzadkowane w sposdb charakterystyczny dla fazy cieklej,
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a w jakich ich niemal wyprostowane laficuchy organizuja si¢ w domeny o wyzszym stopniu
uporzadkowania, typowym dla fazy zelowej. Drugi wazny wniosek wynikajgcy z badan
przeprowadzonych przez doktorantke dotyczyl oddzialywan polietylenoiminy, liniowej i
rozgalezionej, z membranami zawierajacymi czasteczki lipidéw z glowami anionowymi i
zwitterjonowymi. Okazalo si¢, ze czasteczki PEI nie tylko adsorbuja si¢ na powierzchni
membrany, lecz réwniez modyfikuja jej lokalny skiad. Takie lokalne zaburzenie moze
przemieszczaé si¢ wraz z przemieszczajaca si¢ po powierzchni czasteczky polietylenoiminy.
Istotnym bylo réwniez zaobserwowanie wnikania segmentéw polietylenoiminy do warstwy
lipidowej. Takie procesy moga sugerowa¢ mechanizm cytotoksycznego dzialania
polietylenoiminy polegajacy na naruszeniu integrainosci membrany komorkowej. Powyzsze
wyniki badaf uwazam za najciekawsze 1 szczegllnie wazne. Praca zawiera jednak wiele
innych réwniez interesujgcych wynikéw. Dotycza one, miedzy innymi, modyfikacji kwasu
hialuronowego polegajacej na wprowadzeniu pewnej liczby grup kationogennych grup
aminowych pozwalajgcej na efektywna adsorpcje tego polimeru na anionowych liposomach,
zapewniajgcej ich stabilizacj¢, jak réwniez otwierajgce] mozliwosci opi?szczania komoérek a
takze wyjasnienia roli struktury topologicznej polietylenoiminy (liniowa/rozgaleziona) w
stabilizacji/destabilizacji koloidalnej ujemnie naladowanych liposoméw. Badania, w ktérych
doktorantka wykazala, ze otrzymywane liposomy o jonowo-zwittexjonowych membranach sg
stabilne w réznych temperaturach, w stosunkowo szerokim zakresie pH, w obecnosei
nigjonowych srodkéw powierzchniowo czynnych a takze bialek surowicy oraz pokazanie, Ze
mozna W nich enkapsulowaé rézne zwiazki i substancje majg byé moze mniejsze znaczenie
poznawcze, lecz sa niezwykle istotne w projektowaniu praktycznie uzytecznych nosnikow

lekow.

Metody badawcze i opisy przeprowadzanych doswiadczen

Realizujac badania stanowigce podstawg rozprawy doktorskiej pani mgr Urszula Kwolek
stosowala wiele zwiazkéw, rozpuszczalnikow i innych substancji dostgpnych na rynku
odczynnikéw chemicznych. Niektére z polimeréw, pochodne kwasu hialuronowego oraz
kopolimery uzyte do wytwarzania PIC-soméw, otrzymala z innych zespolow. Czesé syntez
przeprowadzita sama. Byla to, miedzy innymi, synteza rozgalgzionej polietylenoiminy z
czwartorzgdowymi kationami amoniowymi. Otrzymane polimery charakteryzowata stosujac
spektrometrie 'H NMR i analiz¢ elementarng. Blony lipidowe wytwarzala korzystajac z
wanny Langmuira, nanoszac roztwory lipidow na ciekla subfaze. Wlasciwosci blon

lipidowych badata stosujgc technike wagi Langmuira oraz spektroskopie kata Brewstera.
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Wielowarstwowe liposomy ,,pierwotne” otrzymywala z uwadnianych warstw lipidowych.
Finalne liposomy uzyskiwata kilkakrotnie zamrazajac i rozmrazajgc zawiesing liposoméw
»pierwotnych” a nastgpnie ekstrudujac je przez membrane o okreslonej wielkosci i o malym
rozrzucie Srednic poréw. W podobny sposob wytwarzala liposomy zawierajace
enkapsulowane wybrane zwigzki. Polimerosomy otrzymywano na drodze samoorganizacji
makroczasteczek po Zmieszaniu rozZtworéw kopolimeréw poli(2-
(metakryloilooksy)etylofosforylocholina)-s-poli((chlorek (3-
(metakryloiloamino)propylo)trimetyloamoniowy)) (PMPCy-b-PMAPTAC) oraz poli(2-
(metakryloilooksy)etylofosforylocholina)-b-poli(2-(akryloamido)-2-metylopropanosiarczan

sodu). Kopolimery zsyntetyzowane we wspélpracujacym zespole japonskim doktorantka
charakteryzowata stosujac spektroskopie 'H NMR i chromatografie z wykluczeniem objetosci
(SEC). Przejscia fazowe w membranie liposoméw badala stosujac mikrokalorymetrie
réznicowg. Wazne informacje w tym zakresie mozna uzyska¢ réwniez z pomiaréw zmian

grubosci warstwy lipidowej naniesionej na ciekta subfaze w w réznych temperaturach.

Do badan liposom6éw i polimerosoméw pani mgr Urszula Kwolek stosowala réwniez
spektroskopig fluorescencyjng oraz metody mikroskopowe cryo-TEM i mikroskopie

fluorescencyjna.

Istotng cz¢s€ badan stanowily prace dopelniajace, prowadzone w innych zespotach. W tym
modelowanie komputerowe warstw lipidowych oraz badania biologiczne umozliwiajace
obserwacj¢ transportu dokomorkowego (mikroskopia konfokalna) oraz okreélenie
cytotoksycznosci badanych materialtéw polimerowych. Prac tych, jak wpomniatem,
doktorantka nie wykonywata sama. Potrafita jednak analizowaé otrzymywane wyniki na
poziomie niezbgdnym do wykorzystania ich razem z wynikami badan wiasnych.

Wszystkie przeprowadzone dos$wiadczenia zaplanowano w sposéb przemyslany. Czytelnik
uzyskuje przekonujace wyjasnienie, po co kazde z nich bylo wykonywane. Opisy
doswiadczen sa na tyle kompletne, Ze osoba zainteresowana moze je powt6rzyé we wlasnym

laboratorium.

Pani mgr Urszula Kwolek stosowala wiele technik eksperymentalnych. Szkoda, ze do badan
przej$é fazowych i ruchliwosci segmentalnej w membranach lipidowych nie wykorzystala
spektrometrii ‘H i *C NMR. Metody te pozwalajg na uzyskanie informacji dotyczacej
ruchliwo$ci poszczegélnych grup atoméw. Mimo to uwazam, ze sposdb przeprowadzenia

do$wiadczen i opracowania ich wynikow zashiguja pa uznanie.



Jakosé interpretacji uzyskanych ugmikéiv

W odniesieniu do prawidlowosci interpretacji wynikéw przeprowadzonych doswiadczeti poza
jednym przypadkiem nie mam watpliwosci. Ten jeden przypadek dotyczy oznaczenia
dyspersji $rednic liposoméw wyznaczanej na podstawie dynamicznego rozproszenia $wiatla,
w wypadku gdy ograniczenia techniczne (zbyt duze $rednice badanych obiektow przy
stosowaniu techniki DLS) nie pozwalaja na wyznaczenie $rednic (dane z Tabeli 11 na stronie
104). Tym nie mniej, z pelnym przeswiadczeniem stwierdzam, ze wszystkie istotne wnioski

przedstawione w pracy maja mocne podstawy w przeprowadzonych doswiadczeniach.

Dorobek naukowy

Pani mgr Urszula Kwolek znajduje si¢ na poczatku kariery naukowej. Na tym wieksze
uznanie zashiguje jej dorobek naukowy opublikowany w czterech pracach w czasopismach z
listy filadelfijskiej, w tym w trzech bardzo cenionych przez $wiatows spolecznosé naukows.

Jest to dorobek znaczny.

Podsumowanie

Biorac pod uwage wszystkie elementy oceny stwierdzam, Ze recenzowana rozprawa
doktorska mgr Urszuli Kwolek spelnia wszystkie niezbedne warunki okreslone przez ustawe
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z 14

marca 2003 z p6zniejszymi uzupeieniami.

W zwigzku z powyzszym, z pelnym przekonaniem przedstawiam Wysokiej Radzie Naukowej
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego wniosek o dopuszezenie mgr Urszuli Kwolek do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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