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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Zanety Polanskiej pt. Uktady samoorganizujqce na bazie
surfaktantow polimerycznych i formulacji lipidowych, charakterystyka oraz zastosowanie
do tworzenia stabilnych kompleksow z kwasami nukleinowymi.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska wykonana zostata pod opiekg naukowa
prof. dr. hab. Macieja Kozaka jako promotora oraz dr Zuzanny Pietralik-Molifskiej jako promotora
pomocniczego w Zaktadzie Fizyki Biomedycznej na Wydziale Fizyki i Astronomii Uniwersytetu im.
Adama Mickiewicza w Poznaniu. Praca ta stanowi kontynuacje, ale réwniez rozszerzenie
prowadzonych w grupie badawczej Promotora badan nad charakterystykg oraz zastosowaniami
praktycznymi surfaktantow o réznym stopniu polimerycznosci, w tym przypadku surfaktantéw
trimerycznych wzbogaconych o lipidy. Szerszym kontekstem tych badan jest ich potencjalna
uzytecznos$¢ jako nosnikéw materiatu genetycznego w postaci czgsteczek DNA, alternatywnych do
wektoréw opartych o czastki wirusowe. Temat podjety przez mgr Polanskg jest zatem aktualny i
potrzebny poniewaz przyczyni¢ sie moze do dalszego rozwoju terapii genowej, w ktdérej upatruje sie
nadziei na opanowanie lub wyleczenie nie tylko powaznych choréb o podifozu genetycznym, ale
rowniez nowotworowych czy zwyrodnieniowych. Terapia genowa rozwijana jest od ponad 30 lat,
podczas ktdrych opracowano szereg lekéw, ktére dostarczajg funkcjonalne geny w postaci DNA lub
RNA do docelowych komérek. Kliniczne wdrozenie terapii genowej jest jednak w dalszym ciggu
ograniczone przez brak bezpiecznych i skutecznych nosnikoéw genéw. Pierwotnie zastosowane wektory
wirusowe nadal stanowig ich wiekszos¢, coraz wiecej uwagi poswieca sie jednak ich niewirusowym
odpowiednikom. Wektory wirusowe wykazujg co prawda doskonate zdolnosci transfekcji gendw,
jednak ich bezpieczenstwo kliniczne jest kwestionowane ze wzgledu na ich sktonnos$¢ do stymulowania
reakcji immunogennych i mozliwosé wystgpienia mutacji zwigzanych z insercjg transgenu. Poza tym
wektory wirusowe majg niskg pojemnosé, sg niezdolne do dostarczania gendw o duzych rozmiarach, a
ich preparacja jest skomplikowana i bardzo kosztowna. W przeciwienstwie do nich, wektory
niewirusowe, w szczegélnosci oparte o nanoczgstki lipidowe i polimery kationowe, wykazujg wysokie
bezpieczenstwo immunologiczne, duzg pojemno$¢ genowa oraz prostote przygotowania. Dlatego
zasadne jest ich rozwijanie i opracowywanie nowych formulacji o ulepszonych parametrach, zwtaszcza
dotyczacych ich zdolnosci transfekcyjnych i stabilnosci in vivo. W te tematyke badan wpisuje sie praca
mgr Polaniskiej.

Przedstawiona rozprawa doktorska ma charakter monografii. Napisana jest w jezyku polskim i
ma klasyczny uktfad, tzn. sktada sie z dwdch gtdwnych czesci — wstepu teoretycznego oraz czesci
eksperymentalnej. Oprdcz tego zawiera streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz spis literatury
(347 pozycji!). Catos¢ zawarta jest na 233 stronach druku, nie jest to zatem praca ,,mata”, zaréwno
objetosciowo, jak i tresciowo.
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Cel pracy, umieszczony na jej poczatku, zaraz za bardzo dobrze napisanymi streszczeniami jest,
w mojej opinii nieco mylgcy i nie do konca precyzyjny. Zgodnie z podanym opisem jednym z zadan jakie
postawita sobie doktorantka miato byé bowiem ,opracowanie metod otrzymywania uktaddéw do
transfekcji kwasow nukleinowych”. Czy Doktorantka chce transfekowaé kwasy nukleinowe? Czy ma
mysli transfekcje kwasami nukleinowymi? Poza tym w pracy nie zaproponowano metod (w liczbie
mnogiej) otrzymywania uktadéw do transfekcji. Przedmiot badan stanowity surfaktanty i lipopleksy na
ich bazie, otrzymane za posrednictwem jednej metody (przez zmieszanie). Otrzymane uktady poddano
nastepnie niezwykle doktadnej charakterystyce. W tym aspekcie deklarowany cel pracy catkowicie
odpowiada przeprowadzonym badaniom.

Kolejno nastepujgcy wstep do pracy podzielony zostat na kilka podrozdziatéw prezentujgcych
podstawowe informacje na temat terapii genowej, nastepnie wybranych sktadnikéw proponowanego
wektora czyli surfaktantéw oligomerycznych i lipidéw, tak oddzielnie, jak i w potaczeniu, oraz metod
badawczych stosowanych do charakterystyki lipopleksdw (sposrdod ktérych wybrano te uzywane w
badaniach przez Doktorantke). Nie mam uwag co do doboru prezentowanych tresci — zadaniem
Doktorantki w tej czesci pracy byto przedstawienie tta i uzasadnienie wyboru obiektu badawczego.
Wywigzata sie z niego w sposdb zadowalajacy, wyposazajgc recenzenta w wiedze niezbedng do dalszej
analizy dysertacji i weryfikacji realizacji postawionego celu. Tym co moge tu Doktorantce ewentualnie
zarzucic¢ jest to, ze wstep jest, moim zdaniem, nieco nieréwny, tak edycyjnie, jak i treSciowo. Czes¢
pierwsza dotyczgca terapii genowe] sprawia wrazenie jakby sama Autorka nieco sie z nig meczyta —
zdania sprawiajg wrazenie wielokrotnie edytowanych, przez co wkradajg sie btedy gramatyczne
(gtéwnie fleksyjne) i interpunkcyjne. Po niej nastepuje cze$é, ktdrg czyta sie zdecydowanie lepiej.
Doktorantka przedstawia w niej surfaktanty oligomeryczne oraz lipopleksy na bazie tychze. Informacje
podane sg w sposéb zwiezty, wyczerpujacy i zrozumiaty. Szkoda tylko, ze Doktorantka tak oszczednie
ilustruje swojg prace — jeden czy dwa dodatkowe rysunki (np. przedstawienie na str. 39 struktur
agregatow surfaktantow) nie powiekszylyby znaczaco objetosci dysertacji, a wzbogacity by i
uporzadkowaty jej tresé. Te mozna nieco zredukowac rezygnujac z podrozdziatéw 2.2.3i 2.3 na temat
adsorpcji surfaktantéw na granicy faz czy ich potencjalnych zastosowan, ktére nie wnoszg tresci
istotnych z punktu widzenia tematyki recenzowane] pracy. Podrozdziat 3.1 natomiast tematycznie
wigze sie bardziej z rozdziatem 2 niz 3, i tam powinien by¢ umieszczony. Bardzo dobrze opisane sg
natomiast metody badawcze stosowane w pracy. Tu i éwdzie mozna by wprawdzie poming¢ pewne
informacje czysto podrecznikowe, niemniej jednak lektura tej czesci pracy pozwala przypuszczaé, ze
Doktorantka rozumie swdj warsztat pracy i stosuje go w sposdb Swiadomy. Takie podejscie
zdecydowanie utatwia nie tylko prowadzenie badan, ale przede wszystkim ewaluacje i dyskusje
otrzymanych wynikéw. Bardzo dobrym rozwigzaniem byto tez podzielenie poszczegdlnych metod
wedtug kryterium ich zastosowania do poszczegdlnych celéw. Dzieki temu mozliwe byto podanie
konkretnych, najbardziej uzytecznych w kontekscie prowadzonych badan informacji, bez
niepotrzebnego wchodzenia w dywagacje ogdlne.

Czesc eksperymentalna pracy rozpoczyna sie od rozdziatu 5, w ktérym Autorka przedstawia
badane zwigzki i krotko omawia preparatyke prébek, oraz aparature pomiarowg i metody
eksperymentalne. Dla S$cistosci - podrozdziat 5.3. powinien by¢, moim zdaniem, tak wiasnie
zatytutowany, poniewaz obecny tytut ,Aparatura pomiarowa” nie do korica oddaje jego tresé. Oprécz
specyfikacji urzadzen zawiera on bowiem istotne informacje o sposobie przygotowania prébek do
badan i opis prowadzonych pomiarédw. Bardzo skapa jest za to informacja dotyczaca kwaséw
nukleinowych wybranych do badan. W tym miejscu prosze o wyjasnienie dlaczego akurat takie
czasteczki wybrano, jakie byty ich sekwencje oraz, w szczegdlnosci — dlaczego jako modelu
wieloczgsteczkowego zdecydowano sie uzy¢ preparatu o nie do konca zdefiniowanym sktadzie i
charakterystyce (opisywanego jako DNA o wielkosci 20 kpz). Preparat ten okazat sie by¢é mieszaning
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wielce pofragmentowang, ktéra przysporzyta w praktyce wiecej probleméw niz korzysci. Czy
Doktorantka nie rozwazata uzycia np. jakiego$ komercyjnie dostepnego plazmidu, ktéry bytby
preparatem jednorodnym, o konkretnej i powtarzalnej charakterystyce? By¢é moze wyniki badan
przeprowadzonych z jego uzyciem bytyby bardziej jednoznaczne i tatwiejsze do interpretac;ji.

Wyniki przeprowadzonych badan opisane sg w kolejnym rozdziale, ktéry stanowi niemal potowe
catej rozprawy. Jestem pod wrazeniem pracowitosci Doktorantki, ktéra doprowadzita do
wygenerowania takiej ilosci danych. Mgr Polanska przeprowadzita bowiem bardzo skrupulatng
charakterystyke badanych uktadéw, wyznaczajgc ich parametry charakterystyczne nie jedng, a kilkoma
metodami, starajgc sie uzyskac jak najbardziej doktadny i kompleksowy opis. Jest to bardzo istotne z
punktu widzenia ich pdzniejszych zastosowan praktycznych jako nosnikow materiatu genetycznego i
lekéw do terapii genowej. Podejscie do postawionego zadania najlepiej podsumowuje zdanie samej
Autorki ze strony 133: , Niektdrzy badacze ograniczajq sie w swojej analizie do bardzo wgqskiego
obszaru np. 1460 - 1480 cm-1, przez co wyselekcjonowane zostajq istotne pod wzgledem analizy
pasma, jednak takie uproszczenie nie pokazuje w petni ztoZonosci i wzajemnego wplywu pasm
sktadowych w tym obszarze, co moze tylko zwiekszac btgd odczytu.” Odnosi sie ono co prawda do
charakterystyki przemian fazowych badanych formacji lipidowych, mozna je jednak $miato zastosowac
je do catej pracy. Jako ze jednak kazdy kij ma dwa konice, prowadzi to do wspomnianej wyzej mnogosci
danych. Na szczescie Doktorantka zdaje sie nam nimi doskonale panowaé i prowadzi czytelnika przez
kolejne etapy swojej pracy w sposdb niemalze bezkolizyjny. Jedyne, co mi osobiscie utrudniato nieco
podazanie za Jej tokiem myslenia byt brak jasnego klucza, wedtug ktérego mgr Polariska omawia
prezentowane wyniki. Przy wielu opisach, zwtaszcza uktadéw wielosktadnikowych, jak kompleksy
kwaséw nukleinowych z DNA lub z fosfolipidami, Autorka wybiera jeden przyktad, ktédry omawia
stosujgc fraze ,,zostanie omowione na przyktadzie”. Niestety nie wyjasnia, dlaczego akurat taki przykfad
wybrata. Prosze zatem o uzasadnienie kilku wyborédw np. dlaczego do zbadania markeréw form DNA
(str. 118) lub wyznaczania parametrow przej$¢ uktadach surfaktant/fosfolipid (str. 137) wybrano
surfaktant TRI_BEN, ktéry w innych eksperymentach wydawat sie by¢ bardziej problematyczny od
pozostatych? Dla jasnosci, Doktorantka omawia rowniez pozostate uktady, skoro jednak stosuje taka
formute, chetnie dowiem sie z jakiego powodu.

Czes¢ eksperymentalng zamyka rozdziat przedstawiajgcy proby zobrazowania badanych
uktadéw za pomocg mikroskopii sit atomowych. Badania te okazaty sie by¢ najtrudniejsze do
przeprowadzenia i interpretacji i, moim zdaniem, nie sg one w tej pracy niezbedne. Jedynym sukcesem,
jaki tu znalaztam jest wykazanie przez Doktorantke, ze (str. 178) ,Otrzymane wyniki badan AFM dla
wysokomolekularnego DNA jednoznacznie potwierdzity, mozliwa jest obserwacja pojedynczych nici
DNA: nie w postaci kulistych agregatéw, a w formie zblizonej do ,zrelaksowanej” (rozciggnietej) w
roztworze”. Nie jest to, niestety, nic odkrywczego, bowiem obserwacje takie dokonywane sg juz od
wielu lat. Pominiecie tego rozdziatu nie przyniostoby zadnej szkody przedstawionej pracy.

Obraz jaki wytania sie z przedstawionych wynikédw nie jest moze do korica satysfakcjonujgcy
(gtownie dla samej Doktorantki), nie udato sie powiem wyjasni¢ pewnych zagadnien czy zaproponowac
konkretnej formulacji nosnika dla DNA do terapii genowej, jednak ilos¢ uzyskanych nowych i cennych
informacji jest nie do przecenienia. Sama Autorka, w krytycznym i dojrzatym podsumowaniu dysertacji
wypunktowuje swoje sukcesy i porazki. Co wiecej, zarysowuje przysztosciowe plany badawcze, dla
ktdérych uzyskane przez Nig wyniki beda kluczowe.

Przechodzac do oceny strony ,technicznej” pracy, zmuszona jestem stwierdzi¢, ze, niestety, nie
jest ona doskonata, szczegdlne pod wzgledem edycyjnym. Jezyk naukowy jest jak najbardziej
poprawny, jednak strone interpunkcyjng w znacznym stopniu zaliczy¢ mozna raczej do kategorii
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,kreatywnej”. Inng cechg rozprawy sg ,,modernistyczne” konstrukcje zdaniowe — zlepki kilku fraz, ktore
powinny stanowi¢ oddzielne zdania. Kilka przyktadéw z pierwszych stron pracy:

- str. 18:,,Rozdziat siddmy to podsumowanie i dyskusja otrzymanych wynikéw, cho¢ wiele kwestii byto
juz wstepnie omawianych w trakcie analizy wynikdéw, co w duzej mierze wynikato to z wyjasnienia
sposobu analizy danych.”

- str. 27:,,5q to nosniki na bazie polimerdw, charakteryzujq sie nizszq wrazliwoscig na degradacje przez
enzymy zewngtrzkomorkowe w pordwnaniu do nosnikow na bazie lipidow, sq takze stabilniejsze i
mozna tatwiej manipulowac ich wtasciwosciami fizycznymi”.

- str. 28: ,Jednak duza gestosc¢ tadunku dodatniego PLL ogranicza ucieczke endosomalng i zwieksza
cytotoksycznosc, aby to zniwelowac do polipleksu na bazie PLL dotgcza sie chlorochine lub inny polimer
np. PEG” lub (na tej samej stronie) ,CPPs moze sie wiqgzac elektrostatycznie z DNA, ale choc jest to
wigzanie silne to niestety niestabilne, dlatego chcqgc wykorzysta¢ CPPs jako nosniki, odpowiednio
przygotowuje sie koniugaty CPPs-DNA, ktore potqgczone sq ze sobqg kowalencyjnie za pomocgq
dodatkowego srodka sieciujgcego (ang. cross-linker)”

- str. 33: ,Ucieczka endosomalna mozliwa jest np. na skutek obnizonego pH, niektére substancje
zmieniajg swojq konformacje, co umozliwia przenikanie przez pory w btonie endosomu, innym
sposobem jest wywotywanie efektu gqgbki protonowej lub tworzenia odwrotnej fazy heksagonalnej
przez niektdre lipidy”

Oraz zdanie ze str. 109, przy ktéorym Autorka chyba catkowicie stracita czujnos¢: ,Kompleksy
TRI_N/L1/DNA_20kpz oraz TRI_N/L3/DNA_20kpz osiqgajq zerowy potencjatu { wynoszq przy p/n > 1,
dla oraz, natomiast TRI_N/L2/DNA_20kpz przy p/n > 0,5.”

Przedstawiam te przykfady nie w celu podwazenia zdolnosci do redagowania tekstu naukowego przed
Doktorantke, ale by podkredli¢ jak wazne dla komunikacji z potencjalnym odbiorca jest poprawne
formutowanie myslii Sciste przestrzeganie zasad gramatyki jezyka polskiego. W innym razie tatwo dojs¢
moze do nieporozumien czy niepoprawnej interpretacji. Na szczescie zdan tego typu jest niewiele w
najwazniejszej czesci pracy, czyli prezentacji i oméwieniu wynikow.

Podczas lektury dysertacji wynotowatam dodatkowo kilka pytan, o odpowiedz na ktdre prosze
Doktorantke podczas obrony:

- Dlaczego badano sktad chemiczny surfaktantéw? Czy nie zostaty one scharakteryzowane przez ich
twérce, dr hab. Andrzeja Skrzypczaka? Jesli nie, to, czy zdaniem Doktorantki, zastosowana metoda jest
wystarczajgca do jednoznacznego potwierdzenia ich tozsamosci chemiczne;j?

- Dlaczego do wyznaczenie liczby agregacji zastosowano tylko trzy (a wtasciwie dwa) stezenia czynnika
wygaszajgcego? Poprowadzenie korelacji dla trzech punktéw pomiarowych jest, delikatnie mowigc,
mato znaczace i wiarygodne.

- Jak Autorka interpretuje obserwacje, ze ,dfuisze fragmenty DNA kompleksujq przy nizszych
stezeniach surfaktanta” (str. 105) ?

- Jaki jest zwigzek miedzy entalpig procesu wyznaczong eksperymentalnie, entalpig van’t Hoffa i oceng
kooperatywnosci przemiany?

Chce podkresli¢, ze powyzsze uwagi nie wptywajg negatywnie na catosciowy odbidr pracy. Jest
to dysertacja wazna, dostarczajgca wielu nowych informacji na temat oligomerycznych surfaktantéw
oraz ich potaczen z fosfolipidami, ktére stanowi¢ mogg baze nowych czynnikéw stabilizujgcych DNA i
utatwiajgcych jego wprowadzanie do komdrek w kontekscie terapii genowych. Istotnos¢ tych badan
potwierdzona zostata przez objecie ich ochrona patentowa. Sama za$ praca, pomimo pewnych
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drobnych niedociggnie¢, wynikajacych gtdwnie z rozmiaréw dysertacji i ilosci prezentowanych w niej
danych, pokazuje jednoznacznie, ze mgr Zaneta Polariska jest niezwykle pracowitym, dociekliwym i
Swiadomym mfodym naukowcem, obdarzonym zdolnoscig do krytycznej ewaluacji otrzymanych
wynikéw i uzycia ich do planowania dalszych , samodzielnych badan.

Podsumowujac, stwierdzam, ze w przedstawionej mi do recenzji pracy spetnione zostaty warunki
zgodne z art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 o stopniach i tytule naukowym i oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2017r, poz. 1789) i wnosze do Rady Naukowej Dyscyplin Nauki
Fizyczne i Astronomia Wydziatu Fizyki UAM o dopuszczenie mgr Zanety Polanskiej do dalszych etapéw
postepowania o nadanie stopnia doktora nauk fizycznych.
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