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Oddzialywania nowych pochodnych poli(chlorowodorku
alliloaminy) z blonami lipidowymi — liposomowymi i komérkowymi

Recenzowana praca zostala wykonana pod opiekg prof. dr. hab. Marii Nowakowskiej, w
ktorej zespole od lat z duzym powodzeniem prowadzone sg badania dotyczace fotochemii
zwiazkow wielkoczasteczkowych, wlasciwosci czasteczek i makroczasteczek na granicy faz
oraz badania oddzialywan i funkcji makroczasteczek naturalnych i syntetycznych w uktadach
biologicznych. Tematyka pracy odnosi si¢ do dwoch ostatnich z wymierzonych powyzej grup
zagadnien. Mgr Magdalena Wytrwat postanowita zbadaé oddziatywania polimeréw waz‘nych‘
ze wzgledu na mozliwosci ich zastosowan w medycynie, z powlokami liposoméw i z blonami
komorkowymi. Badania dotyczyly poli(chlorku alliloaminy) i obszernej grupy jego
pochodnych. Poznanie ich struktury i whasciwosci fizykochemicznych a takze wiasciwosci
formowanych z nich wielowarstw, oraz poznanie relacji struktury wspomnianych poliamin a
takze ich bioaktywnosci doprowadzilo nie tylko do istotnego poszerzenia wiedzy o
charakterze podstawowym, lecz rowniez stworzylo podstawy do opracowsnia sposobow
wytwarzania materialow przydatnych do zastosowan w medycynie, w szczegdlno$ci w terapii
genowej, a takze powlok o interesujacych wiasciwosciach biobdjczych. Przeprowadzenie
tych badan i uzyskanie odpowiedzi na postawione w pracy pytania wymagaty od doktorantki
duzej wiedzy w zakresie modyfikacji chemicznej polimeréw, wlasciwosci fizykochemicznych
polijon6éw, badan struktury i fizykochemii koloidéw oraz bioaktywnosci makroczasteczek jak

rowniez umiejetnosci przeprowadzania doswiadczen i interpretacji ich wynikéw.



Mgr Magdalena Wytrwat przygotowala i przedstawila rozprawg doktorska w tradycyjnej
formie zwartego opracowania. Skiadaja si¢ na nig wprowadzenie zawierajgce réwniez
okreglenie celow pracy, rozdziat o nazwie czg$¢ teoretyczna, W ktorym omoéwila stan wiedzy
z obszaru zagadnien jakim poswigcita badania wiasne, pie¢ rozdzialow poswigconych jej
pracom wiasnym. Ponadto, praca sawiera wazne informacje pomocnicze: krétkie streszczenia
w jezykach polskim i angielskim, wykaz uzywanych skrétow, spisy tabel i rysunkow, zestawy
widm zwigzkéw opisanych w pracy, spis cytowanej literatury liczacy 283 pozycje oraz

omoéwienie dorobku naukowego doktorantki
W recenzji postaram si¢ odpowiedzie¢ na nastgpujace pytania:

— Czy doktorantka dysponuje aktualna wiedza w zakresie prowadzonych badan
dotyczacych rozprawy?

— Czy badania odprf){\vadzi%y do rozwoju wiedzy w obszarze tematyki doktoratu?

— Czy w badaniach zostaly zastosowane whadciwe metody badawcze oraz czy opisy
doéwiadczen sg prawidlowe i wystarczajace?

—  Czy interpretacja uzyskanych wynikéw odpowiada aktualnemu stanowi wiedzy?

~ Czy doktorantka dysponuje umiejetnoscia przygotowania opracowania naukowego w

formie pisemnej?

Ocena wiedzy doktoranta w dziedzinie w jakiej prowadzil prace badawcze

Mgr Magdalena Wytrwat zawaria w rozprawie wprowadzenie obejmujace: oméwienie
budowy 1 wiasciwosci polielektrolitéw, sposobdw wytwarzania i wlasciwosci wielowarstw
polimerowych oraz oddzatywan komoérek z podiozem polimerowym (w tym z
wielowarstwami polimerowymi), omoéwienie sposobéw  wytwarzania, wladciwosei i
zastosowan liposoméw oraz sposobow formowania noénikéw kwaséw nukleinowych i

mechanizméw ich skutecznego wprowadzania do komorek.

‘Kazdy z podrozdziatéow skiadajacych sie na t¢ cze§é rozprawy zawieral na koficu krotkie
omowienie zagadnien jakie wymagaja rozwiazania i oméwienie odnoszacych si¢ do nich

badan wiasnych doktorantki.

W mojej ocenie dobor zagadnien omawianych we wprowadzeniu byt w pefni prawidiowy.
Wszystkie odnosily si¢ Scisle do badan wlasnych prowadzonych w ramach pracy doktorskie;.
Zawieraly jasne, a jednoczesnie wystarczajgco wyczerpujgoe i éciste omoéwienie

prezentowanych zagadnieh. Jako podstawe tego opracowania mgr Magdalena Wytrwat
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wykorzystala giéwnie prace opublikowane w ostatnich dziesieciu latach. Prace wczesniejsze
zostaly wybrane w selektywnie. Mgr Magdalena Wytrwal odnosita si¢ przede wszystkim do
tych, ktdre stanowily wazne punkty w rozwoju nauki o polikationach i innych polimerach
oraz o oddzialywaniach zywych komérek réznych organizméw z materiatami polimerowymi,
prac ktorych znajomos$¢ byla niezbgdna do zrozumienia wynikéw uzyskanych w poézniejszym

czasie.

Material zawarty w czgsci teoretycznej zostal przedstawiony konsekwentnie, w sposéb bardzo
dobrze uporzadkowany i logiczny“. - Autorka rozpoczyna te czgéé rozdzialu omdwieniem
wybranych grup polielektrolitbw, nastepnie przechodzi do oméwieniamaterialdéw z nich
zbudowanych a koficzy te czgé¢ zaprezentowaniem zastosowah w odniesieniu do ukiadéw
biologicznych. Na podkre$lenie zastluguje to, ze cze§é teoretyczna nie jest prostym
omowieniem kolejnych publikacji. Jest natomiast prezentacja zagadnieh ilustrowanych
przyktadami wybranymi z literatury. Oczywiscie, przy ogromnej liczbie prac publikowanych
kazdego roku inny autor mogiby dokona¢ wyboru innych przykladéw, lecz do dokonémego

przez autorke nie mam zastrzezen.

Po zapoznaniu si¢ z wprowadzeniem nie mam najmniejszych watpliwosci, ze mgr Magdalena
Wytrwat dysponuje poglebiona wiedza na temat budowy i modyfikacji polimeréw jonowych i
jonogennych, warstw polimerowych, formowania, wlasciwosci i zastosowan liposoméw oraz

zastosowaf polikationéw do transportu genéw do jader komorkowych.

Na zakonfczenie tego fragmentu recenzji pragne podkresli¢, ze prezentacja obecnego stanu
wiedzy o zastosowaniach materialdow polikationowych do szeroko pojmowanych celow
medycznych, dokonana przez doktorantke, stanowi przekonujace uzasadnienie celowosci

podjecia badan stanowiacych podstawe jej pracy doktorskie;j.

Rozwdj wiedzy bedgcy wynikiem badan prowadzonych w ramach pracy doktorskiej

Moim zdaniem najwazniejszym osiagnieciem bedacym wynikiem badah przeprowadzonych
przez mgr Mgdaleng Wytrwal jest opracowanie sposobéw wytwarzania efektywnych i
niecytotoksycznych no$nikéw materiatu genetycznego. Uzyskane wyniki badan stanowig
solidna podstawe do zaplanowania badaf in-viwo, Brak dobrych, nietoksycznych noénikéw
umozliwiajacych efektywna transfekcje genéw stanowi zasadnicze ograniczenie rozwoju
terapii genowej. Kazdy postgp w tej dziedzinie ma ogromne znaczenie. Podczas realizacji

badan stanowiagcych podstawe rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Wytrwat zostaly
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uzyskane réwniez inne bardzo wartosciowe wyniki. Opracowanie prostych metod syntezy
pochodnych poli(chlorowodorku alliloaminy) umozliwito doktorantce otrzymanie palety
poliamin i ich pochodnych zawierajacych czwartorzedowe kationy amoniowe réznigce sie
pod wzgledem lokalizacji grup jonowych w stosunku do gléwnego laficucha polimerowego i
gestosci ich rozmieszczenia w fafcuchach. Dzigki temu doktorantka mogla przeprowadzié
badania wptywu konkretnych zmian struktury polimeréw na ich zdolnosci do agregacji w
uporzagdkowane struktury oraz zbada¢ ich oddzialywania z blonami liposomow.
Doprowadzity one do zrozumienia fizykochemicznych podstaw stabilizacji lub destabilizacji
liposoméw w wyniku pokrywarﬁa ich powierzchni polikationami. Warto§ciowym
uzupetnieniem tych prac bylo zastosowanie metod dynamiki molekularnej umozliwiajacych
obrazowanie przemian zachodzacych w warstwach lipidowych pod dzialaniem polikation6w,
odpowiedzialnych za postawanie nanoporéw. Dzigki tym badaniom, przez analogie, jest
latwiej zrozumied mozliw_§ mechanizmy destabilizacji blony komérkowej pod dziataniem

polikationéw odpowiedzialnych za aktywnosc¢ antybakteryjna tej grupy zwiazkow.

Otrzymanie wielowarstw z kationowych pochodnych poli(chlorowodorku alliloaminy) oraz z
jego pochodnej polianionowej (poli(V-allilosuifamidynianu sodu) stworzylo mozliwosci
poznania wptywu struktury powierzchniowej wielowarstw na mozliwoéci migracji komérek

na ich powierzchni (migracja komérek pelni wazna role podczas gojenia sig ran).

Przeprowadzone badania stworzyty mozliwosci otrzymywania noénikéw genow lepszych niz
uznane jako punkt odniesienia nosniki z polietylenoiminy, i to nie tylko pod wzgledem

efektywnosci transfekeiji lecz réwniez znacznie mniejszej cytotoksycznosci.

Z peinym ;Srzekonaniem stwierdzam, ze realizacja badan, jakie zlozyly sie na oceniana prace
doktorska doprowadzila do znaczacego powigkszenia wiedzy o wplywie budowy
polielektrolitéw, bedgcych pochodnymi poli(chlorowodorku alliloaminy), na mechanizm ich
oddzialywah z ukladami biologicznymi, w szczegélnoéci na mozliwosci wykorzystania

nosnikéw polimerowych w terapii genowej.

Metody badawcze i opisy prieprowadzanych doswiadczen

Podczas realizacji badan mgr Magdalena Wytrwal wykorzystala wiele technik badawczych
zwigzanych z reakcjami na polimerach, wytwarzaniem wielowarstw, modyfikacja liposomow

przez ich pokrycie warstwg lub warstwami polimerowymi, wytwarzaniem liposoméw,



polikationowych no$nikéw gendéw, oraz zwigzanych z wybranymi badaniami bioaktywnosci

polimerdw.

Obejmowaly one spektroskopie 'H i *C NMR, IR, UV-VIS, i spektroskopi¢ fluorescencyjna,
mikroskopie AFM, SEM, krio-TEM, chromatografie GPC, wiskozymetri¢, dynamiczne
rozproszenie $wiatla, elipsometri¢, pomiary kata zwilzania oraz testy do podstawowych badan
biologicznych. Pomocnicza, lecz bﬁ&o istotna rol¢ odgrywalto modelowanie komputerowe z

wykorzystaniem dynamiki molekularne;.

Rozprawa zawiera wystarczajaco szczegOlowe informacje o stosowanych odczynnikach i
materialach. Informacje o przeprowadzeniu doswiadczen zostaly opisane w sposéb na tyle

wyczerpujacy aby czytelnik wiedziat jak moze je sam przeprowadzié.

Analize wynikéw uzyskiwanych podczas badan przeprowadzano zgodnie z obecnym stanem
wiedzy. Jedynym uchybiéi;iem w tej mierze jest w wielu wypadkach podawanie wynikéw
pomiaréw i wartosci odchyienia standardowego ze zbyt duza liczba miejsc znaczacych.
Wyznaczane wartosci odchylenia standardowego we wszystkich badaniach jest zwigzane z
bledem pomiaru. Podawanie wartosci bigdu pomiaru z dokladnoécig do dwoch a nawet trzech
miejsc znaczacych mija si¢ z celem. Bowiem, gdy podana warto$¢ odchylenia standardowego
pomiaru wynosi 11,3 (przyklad z tabeli 24) to nie mozna przyjaé, ze zostala ona wyznaczona

z doktadnoscia do trzech miejsc znaczacych.

Mimo wspomnianego niedostatku uwazam, ze wyniki uzyskane przez doktorantke moga by¢
wykorzystywane z pelnym zaufaniem w innych pracowniach. We wszystkich wypadkach mgr
Magdalena Wytwat wyraZnie okreslata, ktére pomiary prowadzily do wynikéw w petni
ustalonych, a ktore ze wzgledu na niedostatki metody moga by¢ obdarzone systematycznym
bledem.

W odniesieniu do opiséw do§wiadczeh mam pewne pytania. Interesuje mnie czy rejestracje
widm fluorescencji prowadzono w obecnosci tlenu znanego jako wygaszacz emisji, a jesli tak,
to czy nie przeszkadzala ona w badaniach. Chcialbym dowiedzie¢ si¢ czy powtarzane
pomiary kata zwilzania (str 128) przeprowadzano w tym samym miegjscu podloza czy tez w

réznych? Czy przeprowadzono pomiary katéw ,advancing” i , receeding”?

Mimo wymienionych powyzej drobnych niejasnosci uwazam, ze sposob przeprowadzenia

doswiadczen i opracowania ich wynikow zashuguja na uznanie.



Jakosé interpretacji uzgyskanych wynikoéw

Interpretacia wynikow jakie podczas badan uzyskala doktorantka nie budzi zastrzezefr.
Dokonana zostala w sposéb krytyczny. We wszystkich wypadkach czytelnik otrzymuje
wskazéwki co do zakresu mozliwych ograniczefi zastosowanych metod. Czytajac fragmenty
dotyczace wplywu budowy powloki polimerowej na stabilizacje badZ destabilizacjg
liposoméw mialem poczatkowo pewne watpliwosci, jednak argumentacja przedstawiona

przez mgr Magdaleng¢ Wytrwat w pelni mnie przekonala.
Umiejetnosci priygotowania opracowania naukowego w formie pisemnej

Rozprawa zostala przedstawiona w sposob jasny. Wszystkie fragmenty 1gczg sie
konsekwentnie w logicznie uporzadkowang caloé¢. Wykresy i rysunki zostaly przygotowane
w sposob przemyslany. Uzycle barwnych linii na wykresach ulatwia zaznajomienie si¢ z
informacja w nich zawartq Przygotowanie spisu rysunkow i tabeli ulatwia ich odszukanie w
tekscie rozprawy. Pomocny jest wykaz skr6téw z podaniem ich znaczenia. Ciekawym
pomysltem bylo przygotowanie wydzielonego pakietu najwazniejszych widm badanych
zwigzkéw. Dzigki temu czytelnik nie musi ich szukaé w calym tekscie. Mniej podobato mi si¢
zakoficzenie poszczegdlnych podrozdziatow czesci teoretycznej krétka informacja o
przeprowadzonych badaniach wiasnych. Uwazam, ze taka ,zapowiedz” nie byla potrzebna,

bowiem i tak wyczerpujacy opis musiat by¢ przedstawiony w dalszej czeéci rozprawy.

Musz¢ stwierdzié, ze wolalbym aby rozprawa zawierata mniejsza liczbe bledéw 1
niezrgeznosei jezykowych. Ich pelna lista bylaby do$é dluga. W celu ilustracji powyzszego
stwierdzenia podaje tylko kilka wybranych przyktadow: strona S5 ,,...adhezja warstwy PEIL ..
powoduje efekt toksyczny.. (warstwa PEI jest toksyczna a nie efekt), strona 65 .,...z blonami
lipidowymi réznigcymi si¢ polarnymi glowami...” (czy w blonie lipidowsj wyréiniamy
glowy?); strona 67 ,,... ,Innym podejsciem jest stabilizacja steryczna — tworzenie tzw.
liposoméw niewidocznych (stealth...” (stabilizacja steryczna niekoniecznie powoduje
tworzenie liposoméw ,,stealth”); strona 143 ,,... dodano 1 mM Na Cl o pH 7,4 ...” (gdzie$
zginglo, ze jest to roztwdr); strona 149 ,,warto$é polidyspersji” (powinno byé dyspersyjnoéci
(IUPAQC)); str 182 ,,... elektrostatycznych pomiedzy kationowymi grupami aminowymi”

(chyba kationami amoniowymi)

" Na zakoficzenie pragn¢ podkreslié, ze mgr Magdalena Wytrwal jest wspoélautorky pieciu
opublikowanych prac, jednego patentu (informacja udzielona przez doktorantke) oraz ponad
dwudziestu prezentacji konferencyjnych. Byla kierownikiem grantu Preludium. Uzyskata
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stypendium Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego za wybitne osiggniecia oraz dotacje
projakosciowg z tej instytucii.

Bioragc pod uwage wszystkie elementy oceny stwierdzam, Ze recenzowana rozprawa
doktorska mgr Magdaleny Wytrwat nie tylko spelnia wszystkie niezbedne warunki okreslone
przez ustawe o stopniach naukowyéh 1 tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki z 14 marca 2013 z pdzniejszymi uzupelnieniami lecz roéwniez jest rozprawa
wyrdzZniajgcy sie.

W zwigzku z powyzszym, z pelnym przekonaniem pozwalam sobie Wysokiej Radzie Naukowej
Wydzialu Chemii Uniwersytetu Jagicllonskiego przedstawi¢ wniosek o dopuszczenic mgr.
Malgdaleny Wytrwal do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Wnioskuje rowniez o wyréznienie
tej pracy.
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