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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Natalii Wilkosz pt. ,,Nanomaterialy polimerowe

i lipidowe — otrzymywanie i zastosowanie jako nosniki substancji bioaktywnych”

Rozprawa doktorska Pani mgr Natalii Wilkosz, zatytulowana ,Nanomaterialy
polimerowe i lipidowe — otrzymywanie i zastosowanie jako mnosniki substancji
bioaktywnych”, powstala w zakladzie Chemii Fizycznej i Elektrochemii w zespole
Nanotechnologii Polimeréw i Biomateriatbw na Wydziale Chemii Uniwersytetu

Jagiellonskiego. Promotorem pracy jest dr hab. Mariusz Kepezyniski.

Nanonauka, czyli nauka o obiektach o skali nanometrycznej, integrujaca w sobie
fizyke, chemie, inzynieri¢ materialowa jest obecnie jedna z najszybciej rozwijajacych sie
dziedzin dzialalnosci badawczej, a nanomedycyna wykorzystujagca badania tego typy dla
uzyskania nowych lekéw i materialdw o znaczeniu terapeutycznym jest jednym z wiodacych
nurtéw nanonauki. Zastosowanie osiagnie¢ z zakresu nanotechnologii daje mozZliwosc¢
uzyskiwania nowych materialdéw, ktérych skiad moze byé¢ kontrolowany na poziomie
pojedynczych czasteczek, a rozmiary i struktura — na poziomie nanometréw. Zastosowanie
nanoczgstek/nanonosnikéw dla celéw terapeutycznych, a w szczegélnosci do kontrolowanego
transportu i uwalniania substancji aktywnych, jest jednym z wiodacych nurtow
nanonauki/nanomedycyny. W ‘przeciwiehistwie do tradycyjnych preparatéw leczniczych,

ktdrych najwiekszg staboScig jest brak pelnej selektywnosci, nanoterapeutyki moga mieé
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zdonoé¢ dziatania w organizmie pacjenta we wla'éciwym miejscu i w okreslonym czasie.
Podawanie lekéw w postaci kapsulkowanej przedluza okres ich dzialamia, polepsza
biozgodnos¢, umozliwia kontrole wydzielanej dawki, a odpowiednia modyfikacja materiatu
powloki kapsulki pozwala na uwalnianie leku w odpowiednim migjscu organizmu, co
powinno wyeliminowa¢ powazne skutki uboczne, czy nawet dzialanie toksyczne. Ponadto
odpowiednia modyfikacja kapsulek np. poprzez immobilizacj¢ ligandéw kierunkowych lub
zastosowanie tzw. sterowania magnetycznego, pozwala na osiagnigcie tzw. ,intelligent
targeting”, czyli dostarczania 1 uwalniania leku w odpowiednim miejscu i czasie
w organizmie. W nurt tych badai znakomicie wpisujg si¢ badania podjete w pracy doktorskiej
Pani mgr Natalii Wilkosz, przeprowadzone w zakresie syntezy i charakterystyki struktur
pecherzykowych zbudowanych z lipidéw (tzw. Liposomoéw) oraz z blokowych koﬁolimeréw

amfifilowych (tzw. Polimerosomdw), oraz badaniu ich wiasciwosci.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Natalii Wilkosz liczy 167
stron, 66 rysunkéw 11 tabel, oraz 177 pozycji literaturowych. Rozprawa ta ma raczej
tradycyjny charakter. Zawiera streszczenie w jezyku polskim i angielskim, kilkustronicowe
Wprowadzenie oraz cele pracy, Cze$¢ teoretyczna, Cz¢s¢ doswiadczalna oraz
Podsumowanie pracy. Po podsumowaniu znajduje sie rozdzial zatytutowany Bibliografia.
Praca zostala opatrzona wykazem skrétéw i oznaczen, spisem rysunkoéw oraz tabel
umieszczonych zaraz po Spisie trefci, czg¢éci te ulatwiaja czytelnikowi jej studiowanie.
Zamieszczony na kofcu pracy wykaz dorobku naukowego Autorki obejmuje
wspotautorstwo 5 artykutdw o zasiggu migdzynarodowym, w tym trzech juz opublikowanych,
jednym w recenzji oraz jednym wystanym do czasopisma. W trzech z tych artykuiéw Pani
Natalia jest pierwszym autorem, Nalezy tu nadmienié, Ze s3 to publikacje w bardzo dobrych
czasopismach m.in. Journal of Physical Chemistry B z ACS. Na dotychczasowy dorobek
Doktorantki sklada si¢ rowniez 27 prezentacji konferencyjnych, na polskich jak
i zagranicznych konferencjach (25 prezentacji plakatowych oraz 2 prezentacje ustne). Pani
mgr Natalia Wilkosz odbyla réwniez 3 staze naukowe, w tym jeden cztero-miesigczny
w Instytucie Maxa Planka w Niemczech w ramach projektu ETIUDA finansowanego przez

Narodowe Centrum Nauki, brala tez udziat w 4 projektach, dwoch jako kierownik (Etiuda 5
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oraz Wydzialowy Fundusz Projektéw Doktoranckich), i dwoch jako wykonawca (projekty
OPUS 41 11).

We Wprowadzeniu, celach pracy oraz w Czesci teoretycznej, stanowigcych ok. 30 stron,
Doktorantka dokonala zwiezlego podsumowania aktualnego stanu wiedzy dotyczacego
systeméw dostarczania lekow, z szczegélnym uwzglednieniem nosnikéw lekow
hydrofobowych. Bardziej szczegblowo opisane zostaly nosmiki, ktérymi Doktorantka
zajmowata sie w swojej pracy czyli liposomy oraz polimerosomy. Nastgpnie Autorka
przedstawita charakterystyke badanych substancji bioaktywnych: porfiryny uzywanej jako
fotosensybilizator do terapii fotodynamicznej, pircksikamu - leku przeciwzapalnego oraz
itrakonazolu — lek przeciwgrzybiczego. Cze$¢ teoretyczna Kkoficzy si¢ przyblizeniem
wybranych metod eksperymentalnych wykorzystywanych do charakterystyki nanono$nikow.
Opisane zo-sta%y Mikroskopia Cryo-TEM, mikroskopia Kata Brewstera, Waga Langmuira
oraz podstawy teoretyczne fluorescencyjnego rezonansowego przeniesienia energii (FRET).
Czytajac Wprowadzenie i Cze¢§é teoretyczna natknatem sig na kilka bledow edycyjnych,
ktore z obowigzku recenzenta podaje ponize;:

e str. 29, wprowadzenie i cele pracy: ,,Praktyczne stosowanie noénikow lekéw do celow
biomedycznych daje duzg nadziej¢, poniewaz juz w .chwili obecnej s3
rozpowszechnione”

e str. 34, opis nosnikéw, Koniugaty nosnik — lek, Doktorantka uzywa sformulowania
Hypowe leki”, typowe czyli jakie?

e str. 35, odwotanie do rysunku 2 przedstawiajgcego rézne struktury systemow
dogtarczania lekéw znalazlo sie w akapicie opisujacym mikroczastki jako noéniki
lekéw

e str. 37, prosilbym o wyjasnienie sformulowania ,,zmniejszona objgtosé dystrybucji”

e str. 40, zdanie ,,Liposomy mozna podzieli¢ rowniez ze wzglgdu na skiaci lipidow oraz
mechanizm dostarczania” oraz tytut tabeli 1 Podziat liposoméw ze wzgledu na sklad
lipidéw oraz mechanizrr{ dostarczania. Mechanizm dostarczania czego?

o str. 41, Tabela 2, tytul metody otrzymywania liposoméw, a w nagléwku tabeli mamy

LIPIDY
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str. 45, Polimerosomy, jak réwniez lipos.omy, sg szeroko opisane, jako nosniki
substancji zamknig¢tych w ich wnegtrzu, co pozwala uniknaé wielu efektéw ubocznych
spowodowanych wnikaniem leku do organizmu.

str. 45, Wysoka zdolno§¢ akumulacji barwniké4w oraz mozliwo$¢ bezposredniego
wstrzyknigcia polimerosoméw pozwala na wizualizacje guzéw in vive w komdrkach
szczura [61]. (...) Polimerosomy otrzymywane z biodegradowalnych i biozgodnych
kopolimeréw moga byé wykorzystane do opracowania matych stabilnych komérek,
ktére moga znalezé zastosowanie nie tylko do osadzenia biatka na blonie, ale takie
prowadzi¢ do funkcjonalnych zastosowan medycznych. Enkapsulacja enzyméw
w pecherzykach polimerowych 1 kontrolowana przepuszezalnoéé  polimerowe;
membrany byly badane pod katem wykorzystania polimerosomow w biokatalizie
[62,63]. Zastosowanie pgcherzykow polimerowych jest jeszcze malo opisane, ale
prowadzone sg obszerne badania w tym wzgledzie.

str. 50, Elektrony mocno penetruja materie, dlatego mozna bada¢ tylko cienkie probki
o grubosci nie wigkszej niz 0,5 um. Kontrast w TEM uzyskuje si¢ przez interakcje
elektronow z badanym materiatem, dlatego czesto prébki sa pokrywane olowiem,
uranem lub platyng w celu poprawy kontrastu. w badaniach TEM stosuje sig¢
najczescie] napiecia od 80 do 200 kV.

Brakuje mi opisu metod stosowanych w czgSci do$wiadczalne] np. DLS, LDV,

dlaczego tylko wybrane metody zostaly opisane? .

Na podstawie przegladu literatury przedstawionego w czgsci teoretycznej Pani mgr Natalia

Wilkosz postanowita wnie§é¢ swoj wkiad w rozwdj nowych nanonosnikéw/nanoczastek do

zastosowan jako systemy dostarczania lekéw. W tym miejscu warto kilka stow poswiecié

formie Cze$ci doswiadczalnej pracy, ktéra to w istotny sposob odbiega od typowej pracy

doktorskiej. Przedstawia ona wyniki opisane w publikacjach Autorki, nie bedgc przy tym

typowym zbiorem tych artykutow. Cze$é dosSwiadczalna sklada sig¢ z czterech rozdzialdw,

kazdy z nich po§wigcony jest osobnym zagadnieniom.

W pierwszym z nich Doktorantka bada oddziatywanie czynnika aktywnego piroksikamu

z liposomami, do badah uZzyto tzw. konwencjonalnych liposoméw oraz liposoméw
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pegylowanych. Doktorantka wykonata do§wiadczenia oraz komplementarne symulacje
komputerowe metodami dynamiki molekularnej. Analizujgc otrzymane wyniki Doktorantka
wnioskuje, ze czasteczki piroksikamu wnikaja do blon konwencjonalnych oraz pegylowanych
liposoméw. Co wiecej, korona PEG wokol pe;cherzykc'){v lipidowych moze stuzyé jako
dodatkowa objeto$é do akumulacji czasteczki leku w sterycznie stabilizowanych liposomach,

zwickszajac w ten spos6b wydajnos$¢ dostarczania leku. Do tych czg$ci mam pewne uwagi
1 pytania:
Uwagi:

e sir. 61, opis metody otrzymywania olbrzymich liposoméw, co to sg teﬂonpwe spacery

e str. 62, Pomiar stalej przylaczania, Umkneta mi informacja dotyczaca czasu inkubacji
wymaganego do osiggniecia réwnowagi, znalaztem tylko informacje, Ze zostat
okreslony przed eksperymentami.

Pytania:

¢ Chcialbym prosi¢ o przedyskutowanie preferencyjnego lokowania si¢ leku
w warstwiec PEG. Skoro w przypadku konwencjonalnych liposoméw takie
obserwowano dwa maksima w profilach gestosci masy, to ¢zy mozna mowic
o tym, ze warstwa PEG moze sluzy¢ jako dodatkowa ebje¢tos¢ do akumulacji

czasteczek leku. Czy nie jest to ulokowanie leku na powierzchni liposomu?

W drugim rozdziale Pani mgr Wilkosz skupifa si¢ na badaniu oddziatywat hydrofobowo
zmodyfikowanych liniowych polikationéw z dwuwarstwg zwitterjonows. Takze w tym
rozdziale Doktorantka oprocz doswiadczen przeprowadzita komplementarne symulacje
komputerowe. Wykazata, ze zmodyfikowane hydrofobowo polikationy tatwo adsorbujg si¢ na
dwuwarstwie lipidowej. Dodatkowo dlugo§¢ bocznych grup alkilowych jest istotnym
parametrem w przypadku adhezji polikationu na powierzchni liposomu, podczés gdy stopien
podstawienia laficuchami alkilowymi wptywa na zdolno§¢ polimeréw do penetracji blony.

Ponizej uwagi i pytania:
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Uwagi:

o str. 75, Wstep do rozdziatlu 2 czgSci doswiadczalne, ,,co réwniez zaobserwowano
w ponizszym rozdziale”, proponowatbym ,,opisano w ponizszym rozdziale”

» str. 88, badania wplywy polimerow

o str. 95, gldwnego tancucha gtownego \

e str. 96, Lancuchy alkilowe wnikaly do hydrofobowego regionu dwuwarstwy, a glowny
faficuch polimeru lokowat si¢ na granicy migdzyfazowej pomigdzy lipidu membrana
i woda

¢ str. 97, ,,Dlatego tez wniosek mozna wnioskowac, ze”

Pytania:

e Prosz¢ o wyjaénienie niskiego potencjalu zeta liposoméw modyfikowanych
polimerem 1, dlaczego wartos¢ jest tak niska?

s, Wplyw polikationéw modyfikowanych hydrofobowo na przepuszezalnosé¢ blony
byl weze$niej badany. w naszych symulacjach skupiono si¢ zatem na zachowaniu
oligomeréw, gdy uklad ustabilizowal si¢ po procesach tworzenia porow”. Prosze
tutaj o szerszy komentarz wplywu hydrofobowo modyfikowanych polikationéw

na uwalnianie czynnikow aktywnych zamknig¢tych w liposomach.

Trzeci rozdziat Doktorantka po$wiecita badaniom polimerosoméw jako fotochemicznych
nanoreaktoréw. Polimerosomy otrzymywano z amfifilowego kopolimeru blokowego,
w ktérym blok hydrofobowy stanowit polistyren, a hydrofilowy — poli(kwas akrylowy).
Doktorantka wykazala mozliwos¢ tworzenia polimerosoméw z takiego kopolimeru oraz
enkapsulacji hydrofobowych czynnikéw aktywnych w ich strukturze. Nastepnie
przeprowadzita badania oraz charakterystyke tworzonych polimerosoméw, jako
fotoreaktordw. Badania FRET potwierdzity przeniesienie energii pomigdzy barwnikiem
zamknigtym w blonie polimerosomu, a barwnikiem znajdujgcym si¢ na powierzchni
pecherzyka. Doktorantka uzyskata obiecujgce wyniki dotyczace tworzenia oraz zastosowania
tego typu struktur, jako noénikéw.substancji hydrofobowych oraz jako fotoreaktoréw. Moje

pytania do tej czesei:
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Uwagi:

s Sformulowanie ,,zdjecie TEM” proponowalbym zastapi¢ wyrazeniem ,,0braz TEM”

* Roéwniez na widmach emisyjnych widaé, ze wraz ze wzrastajacym czasem widmo
porfiryny wzrasta, co §wiadczy o jej dezagregacii.

Pytania:

o Prosz¢ oméwié¢ procedurg pokrywania polimerosomu modyfikowanym PEL Czy
az tak duzy wzrost wielkosci (z 125 do 316nm) Swiadczy o pokryciu liposomu
warstwa modyfikowanego PEI, wydaje sie, ze az tak duzy wzrost wielkosci
sugeruje tworzenie agregatéw. Czy obserwowano te uklady za pomoca

mikroskopii TEM?

Ostatni rozdzial cze$ci doswiadczalne] poswiccony zostal badaniom interakcji migdzy
hydrofobowym lekiem przeciwgrzybicznym itrokonazolem, a matryca polimerows zlozong
z kopolimeru PEG-PLGA. Pani Wilkosz przeprowadzila szereg badan eksperymentalnych
jak i symulacji komputerowych dotyczacych akumulacji leku w  nanostrukturach
kopolimerowych utworzonych z kopolimeru PEG-PLGA. Doktorantka wykazata ze ITZ
akumuluje sie tylko na powierzchni tworzonych czastek, co wyraZnie ogranicza ilo§é

enkapsulowanego leku. Do tej cze$ci mam nastgpujace pytania:
Uwagi:

e str. 133, Wiaczenie niewielkich iloéci leku (do 5 % w/w) powoduje wzrost wielkosci
nanoczastek kopolimeru.

e str. 144, co to jest ,,cewka polimerowa”

e Wartos¢ Kb otrzymana dla mTHPP w polimerowych pecherzykach jest mniejsza
z warto§ciami znalezionymi dla innych niejondw tetraaryloporfiryny. zamykanych
w liposomach. Co to jest ,,niejon” tetraaryloporfiryny?

Pytania:

¢ Czemu w tym przypadku lek hydrofobowy nie kumuluje si¢ W warstwie PEG, tak

jak to bylo w przypadku pegylowanych liposoméw? A
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» Czy jest mozliwe dobranie takich warunkow, aby otrzyma¢ tylko polimerosomy

badz tylko micele polimerowe?

Chciatbym jednak podkredlié, Ze wymienione wyzej uwagi maja wylacznie charakter
dyskusyjny, a drobne usterki 1 przejezyczenia sa drugorzedne, 1 nie maja wpltywu, 1 w Zadnej

mierze nie wplywaja na wysoka warto$¢ merytoryczna recenzowanej pracy doktorskie;.

Podsumowujae, praca Pani mgr Natalii Wilkosz zostala zaplanowana i zrealizowana w sposob
profesjonalny, a usterki redakcyjne nie maja wplywu na jej warto$¢ naukowa. Doktorantka
w swojej pracy dokonala analizy obecnego stanu wiedzy, postawila sobie ambitne cele
naukowe, a uzyskane wyniki pozwolily na ich zrealizowanie. Uwazam, zZe przedstawiona mi
do recenzji praca doktorska spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim przez Ustawe
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki,

w zwigzku z czym wnosz¢ o dopuszczenie Pani Natalii Wilkosz do dalszych etapow

é.'/ CAAA tAan

Dr hab. Krzysztof Szczepanowicz

przewodu doktorskiego.
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