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Recenzja pracy doktorskiej pani mgr inz. Zanety Polanskiej
z Wydziatu Fizyki i Astronomii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
pt Uklady samoorganizujace na bazie surfaktantow polimerycznych i formulacji
lipidowych, charakterystyka oraz zastosowanie do tworzenia stabilnych kompleksow z
kwasami nukieinowymi

Praca doktorska Pani mgr inz. Zanety Polanskiej poswiecona jest analizie
fizykochemicznej trimerycznych surfaktantow jako nosnikoéw kwasu nukleinowego w
zastosowaniu do terapii genowej.

Tematyka rozprawy jest kolejnym bardzo interesujgcym zagadnieniem realizowanym
od szeregu lat w Zaktadzie Fizyki Biomedycznej na Wydziale Fizyki pod kierunkiem profesora
Macieja Kozaka.

Terapia genowa to nowoczesna metoda leczenia polegajgca na wprowadzeniu
materiatu genetycznego (DNA lub RNA) do komorek. Innymi stowy ma na celu naprawienie
problemu genetycznego u jego zrodia poprzez wprowadzenie nowego genu do organizmu [ub
na zastgpieniu zmutowanego genu jego zdrowg kopig lub poprzez dezaktywacje genu, ktory
dziata nieprawidiowo.

Jednym z waznych czynnikow wptywajacych na skutecznos¢ tej metody sg wydajne i
bezpieczne nosniki (izw. wektory) materiatu genetycznego.

Stosowane wektory wirusowe oparte np. na retro- i adenowirusach mogg wywotywac
efekty uboczne w postaci cytotoksycznosci, silnej odpowiedzi immunologicznej czy
onkogennosci. Diatego w ostatnich latach trwajg intensywne prace nad wekiorami nie
wirusowymi. Niewirusowe wekiory do transfekcji efektywnie wigzg sie z materiatem
genetycznym, majg niemal nieograniczong pojemno$é, sg tatwe i tanie w produkciji. Przy tym
s3 bezpieczne dla organizmu, charakieryzujg sie niskg immunogennoscia.

intersujgcg grupe zwigzkéw, jako nosnikéw stanowig surfaktanty, czyli
czwartorzedowe sole amoniowe. Wsrod tej grupy zwigzkéw dobrze przebadane sg tzw. ukfady
gemini zawierajgce dwie grupy hydrofilowe i hydrofobowe taricuchy pofgczone sztywnym,
badz bardziej podatnym na odksztatcenia mostkiem.

Autorka recenzowanej pracy jako przedmiot swych badan obrata bardziej
skomplikowane ukiady, a mianowicie surfaktanty trimerowe kidre zawierajg trzy tanicuchy
potaczone fréjcztonowym mostkiem 1.2,3-propanotrioksometylowym Analizowane
surfaktanty réznig sie budowg czesci hydrofobowej a mianowicie jeden zawiera fancuchy
alifatyczne dodecyloaminowe w drugim sa czagsteczki aromatyczne dodecyloimidazolowe i w
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trzecim typie sg doecylobenzimidazolowe. Kationy zlokalizowane sg na aminie, imidazolu i
benzimidazolu.

Praca zredagowana jest w sposéb tradycyjny, czyli zawiera czesé wprowadzajgcg tzw.
literaturowa, rozdziat objasniajgcy stosowane metody i opisem badanych substancji. W
kolejnym rozdziale przedstawione sg uzyskane rezultaty, dyskusja nad wynikami i wnioski.
Ostatni rozdziat to obszerna bibliografia, liczaca 347 pozyciji.

Wymienione rozdzialy zostaty opracowane bardzo starannie.

Zasadniczym celem tej pracy bylo opracowanie metod otrzymywania i ocena
wiasciwosci uktadéw do transfekcji kwasow nukleinowych na bazie wymienionych powyzej
kationowych surfaktantéw trimerycznych i formulacji lipidowych oraz zweryfikowanie ich
potencjalnego zastosowania jako niewirusowych nosnikow do terapii genowej.

Dia osiggnigcia tege ogélnego celu autorka dazyta poprzez etapy posrednie, wiec
ustalenie warunkéw tworzenia stabilnych kompleksow surfaktant/DNA oraz kompleksow
fosfolipid/surfaktant/DNA, zbadanie konformacji kwasu nukleinowego w utworzonych
kompleksach, wyznaczenie parametrow fazowych fosfolipidow w uktadach mieszanych
fosfolipid/surfaktant oraz w uktadach fosfolipid/surfaktant/DNA a takze okreslenie parametréw
strukturainych badanych uktadow i w koricu oceng cytotoksycznoéci proponowanych
nosnikow.

Nalezy podkresii¢ szeroka game zaawansowanych metod i technik badawczych, tak jak
elektroforeze w zelu agarozowym, elekiroforetyczne i dynamiczne rozpraszanie $wiatta (ELS
i DLS), testy cytotoksycznosci MTT, analiza zywotnosci komérek przy uzyciu biekitu trypanu,
spektroskopie dichroizmu kotowego (CD), spektroskopie podczerwieni z transformata Fouriera
(FTIR), réznicows kalorymetrie skaningowa (DSC), matokatowe rozpraszanie promieniowania
rentgenowskiego (SAXS) oraz mikroskopie sit atomowych (AFM).

ZdolnoSci do agregacji i micelizacji surfaktantéw trimerycznych analizowano stosujac
konduktometrig, spektroskopig UV-Vis, spektroskapie fluorescenciji, dynamiczne rozpraszanie
swiatta (DLS) oraz matokatowe rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego (SAXS).

Nalezy dodac, ze wigkszo$¢ badan zostata przeprowadzona w Zakfadzie Fizyki
Biomedycznej, natomiast testy cytotoksycznosci byly wykonane w Zaktadzie Bioenergetyki,
Wydziatu Biologii UAM, natomiast AFM w Politechnice Poznariskiej

Badane materiaty otrzymano z innych osrodkéw i tak surfaktanty z Politechniki
Poznariskiej (Sp. Dr hab. Andrzeja Skrzypczaka), a fosfolipidy i kwasy nukleinowe byl
komercyjne.

Surfaktanty trimerowe to:: trichlorek 1,2,3-propanotrifoksymetylo-3-(1-
dodecyloamoniowy) (TRI_N), trichlorek 1,2,3-propanotrijoksymetylo-3-(1-
dodecyloimidazoliowy) —(TRI_IM)I, oraz trichlorek 1,2,3-propanotrijoksymetylo-3-(1-
dodecylobenzimidazoliowy) —(TRI_BEN)..



Oprocz trimeréw noéniki zawieraly fosfolipidy z ktérych dwa to pochodne
fosfatydylocholiny 1,2-dimyristylo-sn-glicero-3-fosfatydylocholina (DMPC), 1,2-dimyristylo-
sn-glicero-3-fosfatydylocholina (DOPE), natomiast jeden to pochodna etanoloaminy 1,2-
dioleoilo-sn-glicero-3-fosfatydyloetanoloamina (DPPC). Lipidy te réznity sie budowa czeéci
hydrofobowej to znaczy w w faricuchu DOPEjest fragment nienasycony. Autorka stosowata
trzy rézne kombinacje lipidéw:10% DMPC okreslone jako L1, mieszaning 9%DMPC i 1%
DOPE (L2) oraz 4,5% DPPC i 4,% DOPE (L3).

Testowano kompleksy z frzema rodzajami kwasow DNA o roéznej diugosci, okreslone przez
liczbg par zasad (pz) purynowych i pirymidynowych; najdtuzszy zawierat 20 tysiecy pz
(20kpz) oraz krétkie zawierajgce 185pz oraz 21 pz. Przygotowanie prébek do badan
wymagato bardzo precyzyjnej preparatyki tak aby zachowa¢ odpowiedni wspdiczynnik p/n
Parametr ten okresla stosunek tadunkéw dodatnich pochodzgcych od czasteczek
surfaktantéw do fadunkéw ujemnych pochodzgcych od czasteczki DNA. Doktorantka
stosowata 15 réznych wariantow stezen surfaktantow dla ktérych p/n wynosito od 0,5 do 20 .

Whasnoséci | wtasciwosci fizykochemiczne przygotowanych preparatéw analizowano
stosujgc wymienione powyzej techniki pomiarowe. Aparatura i metody pomiarow Zostaty
$zczegoiowo opisane w rozdziale 5.3.

Doktorantka przeprowadzita systematyczne i staranne badania poszczegéinych
elementow tworzacych finainy kompleks. Poczynajac od trimeréw, poprzez fosfolipidy a
koriczac na kompleksie surfaktant/fosfolipid /DNA.

Najpierw scharakteryzowano surfaktanty wyznaczajac krytyczne stezenie tworzenia
miceli (CMC), krytyczne stezenie agregacji (CAC) dynamiczny promieri hydratacii (Rn) oraz
liczbe agregacji (NA) . Okreslano wiasciwosci fizyczne takie jak przemiany fazowe lipidéw, a
przede wszystkim badano agregaty surfaktant/DNA i surfaktant/lipid/DNA pod katem
zdolnosci do kompleksowania i uwalniania kwasu nukleinowego. W kolejnych etapach
analizowano wplyw surfaktantéw i lipidéw na konformacje DNA, a takze oceniono
cytotoksycznos¢ takich ukladéw. Efekty pomiarowe prezentowane sg w postaci wykresow,
tabel i ilustracji, w sposob i jasny nie budzacy zadnych watpliwosci.

Wyniki kazdej grupy eksperymentow zostata szczegotowo ale tez krytycznie
objasnione.
Poszerzone refleksje nad zarejestrowanymi rezultatami zawarte sg w kolejnym

siodmym rozdziale zatytutowanym ,Dyskusja i podsumowanie wynikéw” . Autorka analizuje
i objasnia zaobserwowane wyniki konfrontujgc z informacjami zawartymi w literaturze.
Rozwazania zostaly podzielone na grupy ze wzgledu na badany materiat i przeprowadzone
pomiary. '

Autorka podchodzi krytycznie do obserwowanych wynikéw, a réznice w wartosciach
pomiarowych objasnia podajgc kilka mozliwych wariantéw. Przykiadem moze by¢ analiza
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micelizacji badanych surfaktantéw. Doktorantka stusznie zauwaza, ze poréwnywania z
surfaktanami monomerycznymi jest do$¢ ryzykowne, bowiem trzy tancuchy polgczone
tréjcztonowym mostkiem bedg upakowywaty sie odmiennie niz pojedyncze. Dyskusyjne jest
natomiast przywigzywanie wigkszej wagi do oddziatywan m-w. Oczywiscie - stacking
pierscieni aromatycznych jest znany od wielu iat, lecz czy moze mieé znaczenie w przypadku
badanych zwigzkow? Czy protonowanie azotu w pierscieniu imidazolu nie ostabia
aromatycznosci tego zwigzku? Autorka odwotuje sie m.in. do pracy Jule Ma i
wspdtpracownikéw (w spisie biografii pozycja 308), lecz autorzy analizowali surfakiant, kt6ry
w czesci hydrofobowej zawierat piren lub nawet dwie czgsteczki pirenu. Jest to jednak inna
sytuacja i oddziatywanie -1 moze mie¢ tam istotne znaczenie.

Nalezy podkreslic, ze przedstawiona dyskusja nad wynikami jest obszerna, wnikiiwa
w kazdym podrozdziale.

Bardzo ciekawe jest réwniez to, ze na zakoriczenie dyskusji autorka wskazuje jakie
powinny by¢ dalsze prace badawcze Autorka stwierdza cytuje: ,Uktady na bazie surfaktantow
trimerycznych i formulacji lipidowych badanych w niniejszej pracy posiadajg szereg
unikatowych wiasciwosci, ktére czynig je obiecujgcymi nosnikami kwaséw nukleinowych. Choé
podjeto probe wytypowania ukiadu o najlepszych wiasciwosciach pod wzgledem zastosowania
jako niewirusowego nosnika, to wymaga on jeszcze dalszych badar pod kgtem wiasciwosci
fizykochemicznych i biologicznych”

Swiadczy to o szerokim a zarazem krytycznym spojrzeniu doktorantki na
prezentowane tej rozprawie badania i dowodzi o petnej dojrzatosci naukowej kandydatki.

Podsumowanie catosci badan zawarte jest w rozdziale zatytutowanym wnioski
koncowe. Stwierdzam, Zze wnioski wiasciwe korespondujg z osiggnietymi rezultatami.
Watpliwosci budzi jedynie wniosek wskazujgcy na role oddziatywann -1 pierscieni
aromatycznych, co opisalem powyzej.

Wyniki tych waznych badan zostaty zaprezentowane spotecznosci migdzynarodowej
poprzez publikacje i patent.

Mgr inz. Polariska jest wspoétautorkg kilku publikacji i jednego patentu. Zwtaszcza
jedna praca opublikowana w 2021 roku pos$wigcona jest problematyce zblizonej do tej, ktéra
jest przedmiotem jej rozprawy. Artykut ten ukazat sie w renomowanym czasopi$mie
Infernational Joumal of Molecular Sciences. Doktorantka jest pierwsza autorkg . Pozostali
wspotautorzy przekazali pisemne o$wiadczenia z ktérych jasno wynika , ze mgr Polanska
odegrata znaczgcg role w realizacji prezentowanych tam badan Z drugiej strony taka
wieloautorska praca $wiadczy o umiejetnosci wspolpracy w zespotach, zwiaszcza przy
rozwiazywaniu tak trudnych zagadnien.

Metody otrzymywania wektordw niewirusowch sg innowacyjne i oryginaine, stad
podjeto decyzje o zastrzezeniu tych metod w urzedzie patentowym (PL 241612) . Tytut patentu
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_Wieloskiadnikowe niewirusowe ukfady do wigzania i transfekcji kwaséw nukleinowych,
sposéb wytwarzania tych uklfadéw oraz zastosowanie do wprowadzania materiafu
genetycznego do zywych komérek” W mojej opinii ten patent jest tez waznym elementem w
dorobku pani mgr Polanskie

Z obowiazku recenzenta pozwole wymienié kilka uwag dotyczacych redakcji, a mianowicie.

1. pod ilustracjami wynikéw badan zauwazytem brak odno$nikéw do wspomnianej powyze
publikacji z 2021 roku, a rysunki s3 identyczne.

2. Autorka stosuje wiele skrotéw, brak zestawienia tych skrotéw utrudnia czytanie pracy.

3. Zauwazytem wiele fzw literowek..

._PODSUMOWANIE RECENZJIi

Lektura rozprawy pozwala na stwierdzenie, ze prezentowane rezultaty zawierajg wiele

nowych informagcji, poszerzajgcych a takze poglebiajgcych wiedze w zakresie nie wirusowych
wektoréw stosowanych w terapii genowe;j .

Wykonane bardzo skomplikowane eksperymenty, wraz z omodwieniem rezultatow
pomiaréw, pozwalaja wyrazi¢ opinie, ze mgr inz. Zaneta Polaniska potrafi kompetentnie
postugiwaé sie wieloma metodami badawczymi, a uzyskane wyniki wiasciwie i krytycznie

interpretowac.

WNIOSEK KONCOWY

Biorgc pod uwage calo$t rozprawy, z przekonaniem wyrazam opinig, ze przedstawione
wyniki maja duza warto$é poznawcza ale tez praktyczng, wskazujgcg na mozliwos¢ opracowania
nowych wektoréw w terapii genowej Praca zawiera wiele nowych oryginalnych obserwacji
pozwalajgcych lepiej zrozumiec procesy projektowania lekow.

Bez watpliwosci stwierdzam, ze recenzowana rozprawa spefnia warunki przewidziane
stosowng ustawg dla prac doktorskich i diatego wnosze¢ do Wydziatu Fizyki UAM o
dopuszczenie magister inz. Zanety Polanskiej do kolejnych etapéw postgpowania
kwalifikacyjnego oraz do publicznej dyskusji na temat rozprawy.

Jednoczesnie wnioskuje, aby te prace uznac za wyrdzniajgecg
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