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Recenzja

Rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Wytrwat
»Oddziatywania nowych pochodnych poli(chlorowodorku alliloaminy) z btonami
lipidowymi — liposomowymi i komoérkowymi”

Celem badan, jaki postawita sobie Autorka, jest zbadanie wtasciwosci nowych pochodnych polimeréw zawiera-
jacych grupy aminowe, otrzymanych przez transformacje poli{chlorowodorku alliloaminy), a w szczegéInosci
oddziatywania tych polimeréw z uktadami lipidowymi: btonami liposomdw i komadrkami.

Cel nalezy uznaé za istotny. Badania oddziatywania polimeréw syntetycznych z uktadami biochemicznymi lub
biologicznymi sg waine zaréwno z czysto poznawczego jak i z aplikacyjnego punktu widzenia. Badania oddzia-
tywan dobrze zdefiniowanych polimerdw syntetycznych z ukladami biologicznymi pozwalajg lepiej zrozumied
strukture i funkcje tych ostatnich. Dostarczajg takze wiedzy, niezbednej dla projektowania srodkéw leczacych
lub ich prekursoréw, sg takie niezbedne dla zrozumienia proceséw, ogélnie nazywanych inzynieria genetyczna.

Polimery zawierajgce w makroczagsteczce grupy aminowe sg czesto badane pod tym katem. Klasycznym ukta-
dem jest polietylenoimina, zaréwno rozgateziona, jak i liniowa, i jej pochodne. Badane sg takze inne uktady
aminowe, oparte o polimery winylowe, akrylowe i inne., Mimo obszernych badan problem oddziatywania
takich polimeréw z substancjami biologicznymi jest daleki od petnego zrozumienia, a zaséb wiedzy rzadko
pozwala na proste i daleko idgce uogdlnienia.

Temat pracy nalezy wiec uznac za wazny i ze wszech miar wart podjecia.

Wyscko nalezy takie oceni linie badar Autorki: synteza polimerdw w celu otrzymania struktur, od ktérych
oczekiwaé mozna interesujacych wiasciwosci biologicznych — dowéd struktury w niezbednym zakresie ~ za-
chowanie w roztwarach wodnych — oddziatywanie z powierzchniag, warstwy Lbl. - oddziatywanie z lipesomami,
mozliwymi modelami bfon komérkowych ~ badanie transfekcji gendw. Ta linia jest logiczna i konsekwentna,
Swiadczy o starannym przemys$leniu i zaplanowaniu eksperymentdw. Jest to istotng zaleta ocenianej pracy.

Pierwsze 50 stron recenzowanej pracy poswiecone jest omowieniu literatury, zwigzanej z przedmiotem badart
Autorki. Przeglad jest zwarty i dotyczy tylko problemow, ktdre stanowig tio dla wiasnych badan, opisanych
w dalszych czedciach pracy. Autorka omawia pokrétce wiasciwosci (bo nie synteze ani metody badania) polie-
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lektrolitéw i, Scisle z tym zwigzanych, poliplekséw: komplekséw DNA z polielektrolitami, analizuje metody
otrzymywania wielowarstw polimerowych i wybrane wiasciwosci takich ukiadéw. Nieco szerzej Autorka anali-
zuje powstawanie, whasciwosci i prawidfowosci rzgdzace wiasciwosciami liposomdéw: niewielkich pecherzykéw
o $cianach modelujacych sciany komoérek, stabiinod¢ takich uktaddw i ich zastosowanie. Ostatnia cze$é prze-
gladu stanu wiedzy dotyczy transfekcji gendw, szczegdinie przy uzyciu polimerdw.

Opis stanu wiedzy jest zwiezty. Materiat prezentowany w tym opisie jest starannie dobrany i podporzadkowa-
ny prezentacji wtasnych wynikéw Autorki, przedstawionym w dalszych czesciach rozprawy.

Na szczegdlne podkreslenie zastuguje, se Autorka na koricu kazdego rozdziatu ,czesci teoretycznej” krétko
wskazuje zwigzek migdzy opisywanym stanem wiedzy a jej wtasnymi dokonaniami, opisanymi dalej.

Czgé¢ teoretyczna dostarcza czytelnikowi wystarczajacego zasobu wiedzy (lub wskazéwek, gdzie taki stan
znalezc), by mogt on zrozumieé i ocenié wyniki wtasnych eksperymentéw Autorki.

Na pozostatych ponad 130 stronach Autorka przedstawia wilasne wyniki i dyskutuje wyptywajgce z nich wnioski.

Znow podkresli¢ nalezy logiczny uktad tych czesci. Opis eksperymentdw jest kazdorazowo czescig rozdziatu,
opisujgcego i analizujgcego otrzymane wyniki. Ten nieczesto spotykany uktad {najczesciej autorzy skupiaja opis
wszystkich eksperymentéw w jédnym rozdziale} nalezy oceni¢ bardzo pozytywnie, gdy? znakomicie ulatwia on
czytelnikowi lekture i zrozumienie opisywanych wynikow.

Pierwsza czesc arializy otrzymanych wynikéw Autorka poswieca opisowi syntezy polimerdw, stosowanych
w dalszych czesciach.,

Podstawowym ,szkieletem” badanych polimeréw jest poli{chlorowodorek alliloaminy). Ten wyjsciowy polimer
jest znany i opisywany, przede wszystkim z uwagi na zawarte w nim grupy aminowe, obiecuigce ciekawe odzia-
tywania biochemiczne. Niestety, jest on bardzo toksyczny. Autorka uzasadnia, jak te trudno$é¢ omingé, propo-
nuje i wykonuje syntezy nowych polimerdw. Wprowf&adza funkcje hydroksylowe i grupy hydrofobowe, sterujgc
w ten - sposéb powinowactwem do wody, niezaleinie od zmniejszenia toksycznosci. Stosowane syntezy sa
wydajne i proste, co z oczywistych powodoéw jest ich zalety. Autorka prowadzi dowdd struktury w stopniu,
wystarczajgcym dla jej potwierdzenia. :

W dalszej czesci Autorka opisuje whasciwosci otrzymanych polimeréw w wodzie i, co wazne i niezbyt czesto
wykonywane, W roztworze buforu, a wiec w warunkach zblizonych do rzeczywistych warunkéw stosowania.
Oczywiscie szkoda, Ze Autorce nie udalo sie uzyskaé nawet jakosciowych informacji 0 masach molowych bada-
nych polimeréw i ich rozkfadach. Chromatografia SEC polielektrolitow jest niezbyt czesto mozliwa, gdyz czysto
entropowy rozdziat natadowanych polimeréw jest rzadki. Pomiary lepkosci natomiast sg kapryéne. Inne techni-
ki, dostepne przeciez Autorce, byty bardziej obiecujgce, choé przyznaé trzeba, Ze uzyskane dane prawdopo-
dobnie nie mogtyby rzutowa¢ jakosciowo na wnioski z prac Autorki.

Autorka dos¢ starannie bada proces agregacji amfifilowych polimeréw w badanych roztworach, wyznaczajac
rozmiary agregatéw, ich potencjat powierzchniowy i krytyczne stezenie agregaciji. Autorka stusznie nie wypo-
wiada sie na temat wewnetrznej struktury powstajacych agregatéw, gdyz nie s3 to oczywiscie uktady micelar-
ne. Opisany jest wplyw filtracji, cho¢ szkoda, ze nie ma dokfadniejszego opisu, jak znaczne naprezenia $cinaja-
ce, towarzyszgce filtracji, wplywajq na strukture agregatéw. W korcu Autorka bada cytotoksycznoéé otrzyma-
nych polimerdw. Inaczej niz silnie toksyczny poli{chlorowodorek alliloaminy) amfifilowe polimery, otrzymane
przez Autorke, s3 znacznie lepiej tolerowane przez fibroblasty.

Uzbrojona w te wstepne dane Autorka przystepuje do dalszego badania otrzymanych polimeréw.

W pierwszym rzedzie w pracy opisano tworzenie mono- | wielowarstw polimerowych. Jako polianion Autorka
stosuje otrzymany przez siebie poli(allilosuifamidynian sodu). Bada wtasciwosci warstw (kat zwilzania, grubosé
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w funkcji rodzaju stosowanego polimeru i liczby warstw) i wreszcie dochodzi do opisu oddziatywania takich
warstw z komérkami. Dla recenzenta szczegdlnie zajmujacy jest opis ruchliwosci fibroblastéw na modelu rany,
stanowigce cenny przyczynek dla zrozumienia mechanizmu leczenia trudnogojacych sie ran.

W  kolejnym rozdziale Autorka dos¢ starannie opisuje oddziatywania otrzymanych pochodnych
poli(chlorowodorku alliloaminy) z wybranymi liposomami, otrzymanymi z fosfolipidéw.

Liposomy, ,puste” wewnatrz pecherzyki o $cianach bedacych (najczesciej) warstwa podwdjng amfifilowych
polimeréw, sg bardzo interesujacym przedmiotem badan zaréwno z poznawczego, jak i aplikacyjnego punktu
widzenia. 53 one dos¢ prostym i bardzo‘ciekawym modelem komérki, a przynajmniej jej sciany. ich badanie
dostarcza informacji o funkcji tego organu. Liposomy powinny by¢ dobrym nosnikiem substancji aktywnych
i pod tym wzgledem sg intensywnie badane. Waznym aspektem badan jest ich stabilno$¢, transport i uwalnia-

nie enkapsulowanej w ich wnetrzu substancji aktywnej. Tym problemom poswiecone s3 badania doktorantki.

Autorka stabilizuje liposomy pokrywajac je warstwami otrzymanych polielektrolitéw i ustala optymalne
warunki takiej stabilizacji (cho¢ kryterium optymalizacji nie jest wyraZnie okreélone). Stabilnoéé bada miarecz-
kujgc liposomy roztworem detergentu, a wiasciwosci transportowe ustala $ledzac szybko$é uwalniania
kalceiny. Znéw podkresli¢ naleiy, Ze Autorka prowadzi badania w warunkach, zblizonych do naturalnych. Usta-
la role ,ochronnego” pokrycié"s'cian liposoméw amfifilowymi polimerami. Do badania struktury liposoméw
wykorzystuje zaawansowane (i trudne} techniki mikroskopowe, przede wszystkim kriogeniczna mikroskopie
elektronows. Wpﬁ/w pokrycia badanymi polielektrolitami Autorka analizuje przywotujac role oddziatywan jo-
nowych, typowych dla polielektrolitéw, i oddziatywar tzw. ,hydrofobowych”, za ktére odpowiedzialne
59 atkilowe podstawniki.

Cennym uzupetnieniem jest symulacja struktury warstw liposomoéw, otrzymana metodami obliczeniowymi.
Wyniki takich symulacji dostarczajg danych, co najmniej niesprzecznych z wynikami eksperymentdw.

Ostania czes¢ badan autorki dotyczy zastosowania otrzymanych polielektrolitdw, a raczej poliplekséw utwo-
rzonych z plazmidowego DNA i tych polimerdw, do transfekcji gendw. Transfekcja gendw jest intensywnie ba-
dana: stanowi ona istotne i obiecujgce narzedzi terapeutyczne, a takze wywotujgce emocje narzedzie inzynierii
genetycznej. Niewirusowe nosniki do transfekeji s waine, gdyz nie prowadzg do zwigzanych ze stosowaniem
wiruséw niepozadanych efektéw ubocznych. Takie nosniki to najczesciej polimery, zawierajgce w makrocza-
steczce (niekoniecznie liniowej) grupy aminowe. Dazenie do uzyskania maksymalnej wydajnosci transfekcii
przy zachowaniu minimalnej cytotoksycznosci jest zasadniczg linia takich badan.

Oczywiste jest, ze ~ takze w $wietle wczesniej opisanych wiasnych badar — Autorka postanowita wykona¢ ba-
dania transfekcji plazmidowego DNA przy uzyciu ,wtasnych” aminowych polielektrolitow. Synteze polimerdw,
zawierajgcych w taficuchu pierwszo- drugo- i trzeciorzedowe grupy aminowe obok grup OH i grup amoniowych
Autorka wykonata w oparciu o opracowane przez siebie metody. Efektywnoéé transfekcji Autorka poréwnata
z efektywnoscig transfekcji uzyskiwang za pomocy komercyjnie dostepnej, doé¢ powszechnie stosowane]
liniowej polietylenoiminy.

Doktorantka otrzymata i scharakteryzowata polipleksy. Udowodnita, ze cytotoksycznoéé badanych polimerow
jest nizsza lub bardzo bliska niewielkiej cytotoksycznosci polietylenoiminy. Z badan Autorki wynika, ze efek-
tywnosc transfekcji do komérek nowotworowych Hela przy uzyciu otrzymanych przez Autorke polimeréw jest
WwyZzsza, niz mierzona przy zastosowaniu liniowej polietylenciminy.

Obowigzkiem recenzenta jest zwrdci¢ uwage na biedy i stabe strony pracy, jedli takie znalazt.

Trudno je bylo znalezé, a znalezione dotyczy przede wszystkim redakcji i jezyka. Skroty myslowe Autorki
czasem idg zbyt daleko, jak np. w sformutowaniu na stronie 37 ,Jako, ze polielektrollity sg rozpuszczalne w

wodzie, uzywane sa takze w uktadach do aplikacji biomedycznych t.j. superhydrofobowe pokrycia...”- polielek-
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trolity nie sg superhydrofobowe, czy na str. 40 ,Oddziatywania polarne... ...przyczyniaja sie do zdefiniowania
struktury przestrzennej...” — definiowanie to jednak dzieto ludzkiego umystu, nie oddziatywan. Dyskusja cmce na
str. 41 jest chyba zbedna {nigdzie w pracy badane polimery nie tworza miceli, a agregaty}. Podobnych przeje-
zycze moina znalei¢ wiecej. Rozumiem, ze wynikaja one z checi przekazania w zwartej formie podstaw
wiedzy (praktycznie brakéw takich nie ma w opisie wiasnych badan),

Opis ,widkien” na rys. 5 i hydrozeli na str. 41 i rys. 7 jest zbedny: nigdzie w pracy Autorka z takimi uktadami nie
ma do czynienia.

Puryste irytujg ,skaczace” krzywe np. na rys. 49 lub 50. Te krzywe majg jedynie utatwié ogladanie i nie musza
przechodzi¢ przez wszystkie punkty. .

Waika Autorki z zasadami interpunkcji nie zawsze koiiczy sie zwyciestwem.

Te uwagi dotyczg w zasadzie formy, a nie treéci. Zostaty przytoczone z obowigzku recenzenckiego i w zadnej
mierze nie rzutuja na wartosc¢ pracy.

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze w wyniku wykonanych badart Autorka uzyskata szereg istotnych, dobrze
udokumentowanych wynikéw, dotyczacych zachowania nowych pochodnych poli(chlorowodorku alliloaminy).
Linia badas jest jasno okreslona, a ich zakres starannie ustalony: od prostych, eleganckich syntez niosacych
tadunek amfifilowych polimeréw, poprzez ich zachowanie w roztworze, oddziatywanie z powierzchnig ciata
statego (warstwy LbL) i z liposomami po ich zastosowanie do transfekeji genéw do komdrek nowotworowych.
W mojej opinii, praca spetnia z nadmiarem wymagania ustawy o stopniach i tytutach naukowych z dnia
14 marca 2003 r. {Dz. U. nr 65). Wnioskuje o dopuszczenie mgr Magdaleny Wytrwat do dalszych etapdw prze-
wodu doktorskiego.

Jednoczesdnie pragne zwroci¢ uwage na fakt, ze badania mgr Wytrwat s3 przedmiotem pieciu publikacji, w tym
czterech w bardzo dobrych czasopismach naukowych. Ostatnio dowiedziatem sig, ze wyniki badan s3 takze
przedmiotem zgloszenia patentowego. Byly one takie prezentowane na naukowych konferencjach, w tym
wielu renomowanych. Ten fakt umacnia moje przekonanie o wielkim znaczeniu naukowym badan doktorantki,
wynikajgce z lektury przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej. Zwracam sie do Rady Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Jagiellofiskiego o wyréinienie pracy doktorskiej mgr Magdaleny Wytrwat.
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