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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Natalii Wilkosz
pt. ,Nanomateriaty polimerowe i lipidowe — otrzymywanie i zastosowanie
jako nosniki substancji bioaktywnych”

Praca doktorska Pani mgr Natalii Wilkosz zostata wykonana w Zaktadzie Chemii Fizycznej
i Elektrochemii Wydziatu Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego pod kierunkiem pana dr hab.
Mariusza Kepczynskiego. Dorobek badawczy Pani Wilkosz w zakresie przedstawionej pracy
stanowig cztery artykuty naukowe, wszystkie opublikowane w czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym i dobrym wspdtczynniku oddziatywania (IF 3,146-3,466). Dodatkowo jedna
praca zostata wystana do druku. Doktorantka jest réwniez autorkg 27 wystgpien konferencyjnych
(postery i komunikaty) prezentowanych na konferencjach i seminariach o zasiegu ogdlnopolskim
i miedzynarodowym. Byta kierownikiem projektu Etiuda oraz odbyta trzy staze w bardzo dobrych
osrodkach badawczych (w tym dwa staze zagraniczne).

Tematyka pracy dotyczy nowoczesnych systemoéw dostarczania lekéw, ich modyfikacji oraz
badania interakcji z substancjami charakteryzujgcymi sie aktywnoscig biologiczng. Wysoko-
wyspecjalizowane nosniki skupiajg obecnie uwage ze wzgledu na zakres potencjalnych aplikacji.
Dotyczy to w szczegdlnosci terapii i diagnostyki medycznej. Celem pracy byta synteza struktur
pecherzykowych typu liposoméw i polimerosomdw, zawierajgcych lipidy lub syntetyczne polimery
amfifilowe. Kolejnym celem byto zbadanie mozliwosci wykorzystania otrzymanych ukfadéw do
immobilizowania na powierzchni lub inkorporowania wewnatrz uzyskanych nos$nikéw substancji
bioaktywnych.

Zagadnienia podjete w rozprawie doktorskiej mgr Natalii Wilkosz bardzo dobrze wpisujg sie
w nowoczesne trendy badawcze: poszukiwania nos$nikow lekéw, a w szczegdlnosci badania natury
i sposobu ich dziatania.

Dostarczona do recenzji praca obejmuje 167 stron maszynopisu, w tym ,Wprowadzenie i cel
pracy” (3 strony), ,Czes¢ teoretyczng” (26 stron), ,Czes¢ doswiadczalng” (89 stron) oraz
,Podsumowanie pracy” (2 strony). W sktad pracy wchodzg réwniez: ,Streszczenie i Abstrakt” (6

stron), ,Wykaz skrotow” (4 strony), ,,Spis rysunkéow” (6 stron, 66 pozycji), ,,Spis tabel” (1 strona, 11




pozycji). W koricowej czesci pracy znajduje sie spis piSmiennictwa (14 stron, 177 pozycji) oraz
»Wykaz dorobku naukowego” Doktorantki (5 stron).

W rozdziale ,Wprowadzenie i cel pracy” autorka wskazata na cechy jakimi powinien
charakteryzowaé¢ nowoczesny nosnik substancji aktywnych. Dalej przedstawiony zostat ogdlny cel
pracy. Natomiast w kolejnych akapitach w tym rozdziale Doktorantka przedstawita wyniki swoich
badan, co jest raczej domeng podsumowania, a nie wstepu czy celu pracy. W ,,Czesci teoretyczne;j”
Autorka podata informacje zwigzane z tematyka badan rozpoczynajgc od wymienienia systemow
dostarczania lekdw z podziatem na nosniki hydrofobowe: koniugaty lek-nosnik, micele
polimerowe, liposomy, mikroczastki oraz omdwita wybrane przyktady zastosowania komercyjnie
dostepnych nosnikdw. Kolejne dwa rozdziaty poswiecita ona omodwieniu liposomdéw oraz
polimerosomoéw, ze szczegdlnym uwzglednieniem budowy, zastosowania oraz metod ich
otrzymywania. Cze$¢ z omowionych metod Doktorantka stosowata w swojej pracy. W kolejnych
krotkich podrozdziatach pani mgr Wilkosz zwiezle oméwita wiasciwosci oraz budowe, wybranych
do badan, trzech substancji aktywnych: jednej z porfiryn, piroksikamu oraz itrakonazolu. Ostatnie
podrozdziaty tej czesci pracy zostaty przeznaczone dla opisania wybranych metod
fizykochemicznych stosowanych przez Doktorantke w pracy. Wsréd nich znalazty sie: mikroskopia
cryo-TEM, waga Langmuira i mikroskopia kata Brewsteda oraz fluorescencyjne rezonansowe
przeniesienie energii (FRET).

,Czes¢ doswiadczalna” podzielona zostata na 4 podrozdziaty. W pierwszym Doktorantka
przedstawia wyniki badan zwigzane z oddziatywaniami piroksikamu z konwencjonalnymi
liposomami oraz liposomami modyfikowanymi tancuchami poli(glikolu etylenowego). Przedstawita
7 réinych form tautomerycznych leku, ktdorych obecno$é¢ jest zalezna od polarnosci
rozpuszczalnika, temperatury oraz pH roztworu (dane literaturowe). Do badan wybrata ona formy
»obojetne” wystepujace przy pH=4. Przeprowadzita réwniez symulacje komputerowe lokalizacji
piroksikamu w membranach wzbogaconych iniewzbogaconych cholesterolem. Zsyntezowane
przez Doktorantke, liposomy poddata ona badaniom spektroskopowym w celu wyznaczenia
statych przytgczania leku do dwuwarstwy lipidowe]j réznych uktadéw. Badania dotyczyty réwniez
miejsca usytuowania leku w strukturach liposomalnych, co wykonano z wykorzystaniem
mikroskopii konfokalnej (dla liposoméw GUV). W tej czesci pracy Doktorantka wykazata sie nie
tylko doswiadczeniem w syntezie struktur pecherzykowatych, ale réwniez umiejetnosciami
planowania badan fizykochemicznych oraz interpretacji wynikdw. Wykazata jak wazna jest budowa
nosnika i substancji aktywnej oraz sposéb i miejsce wigzania leku w pecherzykach liposomdw.

W drugiej czesci badan wtasnych pani mgr Wilkosz zajmowata sie wptywem hydrofobowych

modyfikacji pochodnych polialliloaminy na zwitterionowg membrane lipidowg. Do tego celu
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zastosowata ona metody eksperymentalne jak i symulacje metodg dynamiki molekularnej.
Stwierdzita, ze modyfikacje pochodnych polialliloaminy alkilowymi grupami hydrofobowymi
pozwolity na ich interakcje z btonami lipidowymi. Zbadata wptyw dtugosci tancuchéw alkilowych
oraz ich ilos¢ na ,zdolnos¢ penetracji” btony. Do badania stabilnosci uzyskanych uktadow
Doktorantka wykorzystata kalceine. Zbadata stopien i szybko$¢ jej uwalniania z uktaddéw liposom-
polikation. W tym celu wykorzystata miedzy innymi czasowe pomiary widm fluorescenc;i
uwalnianej kalceiny. Do badan wybrata polimery kationowe wykonane przez dwie zewnetrzne
grupy badawcze. Autorka wprawdzie nie podata petnej charakterystyki stosowanych polimeréw,
ani roznic w strukturze polimeréw 2a i 2b oraz 3a i 3b, a opis metodyki ich otrzymywania
przedstawita w sposéb bardzo uproszczony, ale wyniki tych badani, wykonanych we wspodtpracy,
zostaty zamieszczone w publikacji. Badania zostaty bardzo dobrze, cato$ciowo zaplanowane,
a interpretacja ich wynikéw jest wnikliwa i nie budzi zastrzezen. Uwaga ta dotyczy réwniez dalszej
czesci badan witasnych.

W czesci trzeciej pracy doswiadczalnej Doktorantka podjeta sie syntezy polimerosomow
otrzymanych z kopolimeréw styrenu i kwasu akrylowego oraz enkapsulacji fotoczutych substancji
hydrofobowych np. porfiryny mTHPP w ich strukturze. Doktorantka zwrdcita uwage, ze tego typu
uktady nie nadajg sie na nanosniki lekdw, dlatego tez celem badan, byto poznanie interakc;ji
membrany polimerowej z hyrofobowymi substancjami oraz tworzenie nanoreaktorow
fotochemicznych. Do tego ostatniego zadania pani mgr Wilkosz zastosowata ukfad polimerosom
PS-b-PAA z perylenem wraz z koniugatem polietylenoiminy z izocyjanianemfluoresceiny. Na
podstawie badan fizykochemicznych Doktorantka stwierdzita, ze uzyskane struktury sg kuliste,
monowarstwowe. Taka budowa pozwala na enkapsulacje zaréwno substancji hydrofobowych
(interakcja z membrang) jak i hydrofilowych (wewnatrz pecherzykéw). Natomiast stabilnos¢
struktur jest zwigzana z kwasowoscig srodowiska, w ktérym one sg tworzone i stosowane. Uktad
badano pod katem mozliwosci rezonansowego przeniesienia energii (FRET). Doktorantka
stwierdzita, ze wydajnos¢ procesu FRET dla tego nanoreaktora byta duza, co ma nadzieje, pozwoli
w przysztosci na wykorzystanie tego typu uktadéw jako nowoczesne fotoreaktory.

Czwarta cze$¢ badan dotyczy samoorganizacji kopolimeréow blokowych zawierajgcych
poliestry polil(kwasu mlekowego i glikolowego) oraz jego pegylowane pochodne. Doktorantka
badata interakcje miedzy itrakonazolem a matrycg polimerowg. Pod uwage wzieta wielkosé
i rodzaj powstajgcych struktur polimerowych oraz sposdb interakcji i samoorganizacji leku
w zaleznosci od jego stezenia. Badania dodatkowo wzbogacita symulacjami metodg dynamiki

molekularnej potwierdzajgc uzyskane w eksperymentach wyniki. Stwierdzita, ze itrakonazol
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gromadzi sie gtéwnie na powierzchni polimerowych membran, co znacznie zmniejsza jego stezenie
(zatadowanie) na otrzymanych nosnikach.

Zakres wykonanej, przez Doktorantke, pracy badawczej, tj. przygotowanie réznych uktaddéw
liposomoéw i polimerosoméw wymagat interdyscyplinarnej wiedzy teoretycznej i umiejetnosci
preparatywnych. Zastosowanie rdéznych technik, warunkéw prowadzenia proceséw pozwolity na
okreslenie korelacji z parametrami produktéw. Doktorantka wykazata sie znajomoscia
roznorodnych technik analitycznych na podstawie ktérych potrafita opracowac wyniki. Do
charakterystyki fizykochemicznej uktadéw i badania ich interakcji z substancjami aktywnymi
wykorzystata kriogeniczng transmisyjng mikroskopie elektronowa (cryo-TEM), dynamiczne
rozproszenie S$wiatta (DLS), mikroskopie kata Brewstera, rdznicowa kalorymetrie skaningowa
(DSC), laserowa skaningowg mikroskopie konfokalng (LSCM) oraz spektroskopie fluorescencyjna.
Badania eksperymentalne zostaty potwierdzone metodami obliczeniowymi dynamiki
molekularnej, co bardzo podnosi wartos¢ merytoryczng pracy.

Wyniki otrzymane przez Doktorantke $wiadczg o mozliwosci stosowania réznorodnych
technik syntezy struktur pecherzykowych. Interpretacja wynikdw nie budzi zastrzezen
merytorycznych, mam jednak kilka uwag, ktére wymagajg wyjasnienia lub komentarza:

1. Dlaczego badania oddziatywan piroksikamu z liposomami prowadzone byty przy pH = 4,00?
Fizjologiczne pH jest w zakresie 7,35-7,45, a przy takim pH dominujgcg forma leku jest forma
anionowa, ktéra nie byta badana.

2. Syntetyczne liposomy (pierwsza czes¢ pracy) nie byty wzbogacane w cholesterol. Natomiast
w symulacjach metodg dynamiki molekularnej byty, dlaczego?

3. Nie podano struktury polimeréw (sktadajgcych sie z 33 merdéw), ktérych dotyczg symulacje
komputerowe. Prosze o wyjasnienie.

4. Uwagi do trzeciej czesci pracy: Na rysunku 44 przestawiono dwuwarstwe polimerowa.
Natomiast w wyniku badan strukturalnych stwierdzono, ze tworzy sie polimerosom
monowarstwowy (str. 103). Czy dodatek perylenu powoduje utworzenie dwuwarstwy? Prosze
o komentarz.

5. Na rysunku 45 zamieszczono wzory fluoresceiny, a zgodnie z podang literaturg [155] wyniki
badan dotyczg izocyjanianu fluoresceiny. Autorka nie zwrédcita réwniez uwagi na forme
izocyjanianu fluoresceiny. Na rys. 37 przedstawiono forme cykliczng pochodnej fluoresceiny, na
rys. 45 widniejg jedynie formy otwartopierscieniowe. W jakiej formie wystepowata pochodna
fluoresceiny w warunkach prowadzenia badan? Prosze o komentarz.

Pomimo wysokiej wartosci merytorycznej pracy Autorce nie udato sie unikngé ,skrétow

myslowych” i btedéw stylistycznych. Kilka przyktadéw: str. 30 ,,zdolnos¢ tworzenia poréw ... byta
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oceniania za pomocg eksperymentdéw z uwalniania kalceiny”, str. 75 ,polikation zmodyfikowany
przez przytgczenie 33% grup heksylowych” i dalej ,Rozwazano wptyw dtugosci gestosci
podstawienia...”; str. 85, polimerdw... byty eksponowano do roztwdr”; str. 97 ,,dlatego tez wniosek
mozna wnioskowac”; str. 124 ,roztwory czystych komponentéw oraz utamkéw molowych
nanoszono na wode”; str. 134 ,z powierzchni rozdziatu zostat zaobserwowano przy...”. W pracy
znalazty sie réwniez btedy edytorskie: str. 24 jest ,fotochemiczny” powinno by¢ ,fotochemiczne”,
str. 75 jest ,adsorpcje” powinno by¢ ,adsorpcje”, str. 98 jest ,systemu” powinno byt ,systemy”;
str. 99, jest ,fluoresceina” powinno by¢ ,fluoresceing”; str. 127 jest ,Ten” powinno by¢ ,T3”; str.
132 jest ,,stezeniem” powinno by¢ ,stezeniu”. Znalazly sie tez zadania zaczynajace sie z matej litery
strony: 82, 86, 92, 95, 97, 99, 111, 125 i niepotrzebne spacje w nazwach zwigzkdéw organicznych.

Zgodnie z przyjeta nomenklaturg polimery przypisywane przez Doktorantke jako ,losowe”
powinny by¢ nazywane polimerami statystycznymi (str. 14). Nazwy jednocztonowe polimeréow
powinny by¢ pisane bez nawiasow: jest ,poli(allyloamina)” powinno by¢ polialliloamina (str. 82);
natomiast powinno by¢ poli(glikol etylenowy) a nie ,glikol polietylenowy” str. 14; str. 82 jest
»czwartorzedowe sole aminowe” powinno by¢ ,czwartorzedowe sole amoniowe”.

Podsumowujgc przedstawiong do recenzji prace doktorskg pani mgr Natalii Wilkosz, oceniam
wysoko. Spetnia ona kryteria nowos$ci naukowej, co zostato udokumentowane artykutami
opublikowanymi w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym znajdujgcych sie na liscie
filadelfijskiej. Praca stawowi wazny wkfad w rozwdj badan nad nanomateriatami lipidowymi
i polisomowmi oraz ich odzialywaniami ze zwigzkami charakteryzujgcymi sie aktywnoscia
biologiczng i fotochemiczng. Zamieszczone uwagi stylistyczne nie majg wptywu na bardzo dobrg
ocene merytoryczng badan przedstawionych w pracy.

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca Pani mgr Natalii Wilkosz spetnia wymagania
»Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym...” z dnia 18 marca 2011 r i zwracam sie do
Rady Wydziatu Chemicznego Uniwersytetu Jagiellonskiego o dopuszczenie mgr Natalii Wilkosz do
dalszych etapdéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, biorgc pod uwage wartos¢ naukowg
pracy, na ktorg miaty wptyw umiejetnosci i zaangazowanie Doktorantki, wnioskuje réwniez do

Rady Wydziatu o jej wyrdznienie.

Atncgle
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