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RECENZJA

pracy doktorskiej pana mgr inz. Mateusza Goseckiego
p.t. ,Nano- i mikroczastki z polilaktydow, poli(tlenku etylenu) i ich pochodnych jako nosniki
Zwigzkow biologicznie czynnych”

Ogdlna ocena pracy

Praca doktorska pana Mateusza Goseckiego dotyczy poszukiwania nowych materiatéw
polimerowych do zastosowan w bardzo zaawansowanych dziedzinach farmacji i medycyny, to jest
do kontrolowanego dostarczania lekow oraz terapii genowej. W tych dwu dziedzinach, mimo
wieloletnich badan i niezaprzeczalnego postepu, istnieja problemy dotad nierozwigzane.
W zakresie kontrolowanego uwalniania lekow nierozwigzany problem to dostarczanie insuliny
drogg doustng lub wziewna, natomiast w dziedzinie terapii genowej stworzenie skutecznych
niewirusowych nosnikow DNA. W omawianej pracy Autor postanowit zmierzy¢ sie z tymi wiasnie
dwoma powaznymi i jakze istotnymi problemami wspotczesnej terapii. Jest to zamierzenie
niezwykle ambitne. Oczywiscie, przyktadajac do tego zamierzenia realistyczng miare, Autor nie
mdgt podjaé sie przedstawienia kompletnego rozwigzania obu problemdw. Podjat sie jednak
dokonania w kazdej z tych dziedzin pewnego postepu. Mianowicie, zaplanowat opracowanie,
zsyntetyzowanie i przetestowanie nowego uktadu micelarnego do enkapsulacji i uwalniania
insuliny, a w drugiej z badanych dziedzin zsyntetyzowat i przetestowat nowe polimery kationowe,
ktdre nie byty dotychczas badane jako potencjalne nosniki DNA w terapii genowej.

Tak nakreslone, bardzo ambitne cele pracy udato sie Autorowi w petni zrealizowac. Opracowat
metody i skutecznie przeprowadzit trudne syntezy odpowiednich polimerdw, o ztozonej budowie,
przy czym parametry tych makroczasteczek w petni odpowiadaty cechom zatozonym na etapie
planowania syntez. Otrzymane produkty poddat wielostronnej analizie chemicznej
i fizykochemicznej, nie ograniczajacej sie do potwierdzenia struktury produktéw, ale réwniez
zmierzajacej do okreslenia ich cech fizykochemicznych w roztworach, miedzy innymi zdolnosci do
tworzenia micel i wtasciwosci tychze micel, a takze korelacji miedzy pH roztworu a whasciwosciami
wytworzonych polikationdw. W kolejnym etapie Autor wykazat, ze wytworzone polimery nadajg
sie — na razie in vitro — do zatozonych celdw, to jest w pierwszym przypadku do skutecznej
i wydajnej enkapsulacji insuliny i jej kontrolowanego uwalniania, a w drugim przypadku do
skutecznego wigzania fragmentow DNA poprzez tworzenie poliplekséw. Autor nie poprzestat
jednak na badaniach in vitro. Ostatnia cze$¢ pracy to badania biologiczne dotyczace poliamin
majacych potencjalnie znalez¢ zastosowanie w terapii genowej. Badania biologiczne sktadaty sie
z wielu elementéw. Wykonano testy cytotoksycznosci otrzymanych polimerdw w stosunku do kilku
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linii komorkowych. Zbadano efektywnos¢ transfekcji genu kodujacego wytwarzanie biatka
wykazujacego zielong fluorescencje przy uzyciu badanych polimerdw i wreszcie wykonano
badania dotyczace zdolnosci poliplekséw do przenikania do wnetrza komorki. Fakt, ze nie
wszystkie badania biologiczne doprowadzity do pozytywnych wynikdw, w niczym nie umniejsza
znaczenia tej czesci pracy. Uzyskane wyniki, zaréwno te pozytywne jaki i negatywne, sq cennym
zbiorem wiarygodnych informacji, na podstawie ktdrych w przysztosci takie uktady bedq mogty
by¢ optymalizowane. Warto$¢ naukowgq tej pracy oceniam bardzo wysoko. Jest to pionierska,
bardzo obszerna praca o wybitnie interdyscyplinarnym charakterze. Autor wykazat sie bogata
wiedza, inwencja i wyobraznia w planowaniu swoich prac, biegloscia w pracy
laboratoryjnej, znajomoscia bardzo szerokiej palety technik badawczych, a takze
umiejetnoscia wnikliwej, dojrzalej i wywazonej interpretacji uzyskanych wynikow.
Nie mam watpliwosci, ze Autor pracy w pelni zastuguje na nadanie mu stopnia
doktora.

Biorac pod uwage fakt, ze praca jest tak obszerna i zawiera wiele cennych wynikdw stanowigcych
nowos¢ naukowa, szkoda, ze aktywno$¢ publikacyjna Autora pracy byta niezbyt wysoka - Autor
ma w swoim dorobku jedng prace, opublikowang cztery lata temu.

Uwagi szczegdtowe

Prace rozpoczyna obszerne, logicznie zaplanowane i bardzo dobrze napisane wprowadzenie
literaturowe, oparte na najnowszym stanie wiedzy w zakresie mikro- i nanoczastek jako uktadéw
do kontrolowanego dostarczania lekow, a takze do terapii genowej. Uwazam, ze ten rozdziat
pracy bez wiekszych zmian mdgtby by¢ opublikowany jako samodzielny artykut przegladowy
w dobrym czasopismie.

Moje drobne uwagi krytyczne do tej czesci pracy sg nastepujace

e PosSrod wymienianych przez Autora metod otrzymywania nano- i mikroczastek
polimerowych zabrakio miedzyczasteczkowego i wewnatrzczasteczkowego sieciowania
polimeréw (w uktadach nie zawierajgcych monomerdéw). Z kolei w wykazie typowych
polimeréow uzywanych do wytwarzania no$nikow substancji biologicznie aktywnych
zabrakto poli( A-winylopirolidonu), szeroko stosowanego w przemysle farmaceutycznym
jako nosnika substancji aktywnych zaréwno w klasycznych postaciach leku
(np. w tabletkach), jak i w formach bardziej zaawansowanych (np. makro- i mikroskopowe
hydrozele).

e W opisie rysunku 4 i réwnan (2) i (3) na str. 18 nie wyjasniono dokfadrie co oznaczajg
i czym roznig sie od siebie promienie R1 i R2.

e Stwierdzenie, ze aby polimer mogt by¢ usuniety z organizmu musi by¢ rozpuszczalny
w wodzie lub degradowany do produktdéw rozpuszczalnych w wodzie (str. 20), jest
nieprecyzyjne. Rozpuszczalno$¢ polimeru w wodzie nie gwarantuje tego, ze jest on tatwo
usuwany z organizmu. Dla wiekszosci syntetycznych, nie ulegajacych biodegradaciji

2
93-590 L6dz, Wroblewskiego 15, budynek C2
tel. 042 631 31 84, 042 631 31 88, fax 042 684 00 43, http://mitr.p.lodz.pl, e-mail: ulanskip@mitr.p.lodz.pl

ECTS Label



mailto:ulanskip@mitr.p.lodz.pl
http:http://mltr.p.lodz.pl

Politechnika £odzka

Miedzyresortowy Instytut Techniki Radiacyjnej

Dr hab, inz, Piotr Ulanski, prof. Pt

polimeréw rozpuszczalnych w wodzie istnieje gdérna granica ciezaru czasteczkowego
(zwykle nie wiecej niz kilkanascie kDa), powyzej ktdrej polimer zasadniczo nie moze by¢
usuniety z organizmu przez nerki, co czesto prowadzi do jego akumulacji w watrobie.
Powstaje pytanie, jaka jest maksymalna dtugos¢ tancuchdw poliglicydolu, ktdére mogq byc
usuwane z organizmu przez nerki.

e Podpis do rys. 11 jest sformutowany nieco niezrecznie. Wynika z niego, ze kwas akrylowy
jest pochodng kwasu akrylowego.

e Trudno zgodzi¢ sie ze stwierdzeniem (str. 33), ze ,obszar dziatania ultradzwiekow jest
ograniczony do maftej objetosci, przez co ich wykorzystanie ogranicza sie w zasadzie do
Skali laboratoryjnej’. Po pierwsze, to, jaki jest obszar dziatania ultradzwiekdw, zalezy od
konstrukcji reaktora i ten obszar w nowoczesnych reaktorach ultradzwiekowych nie musi
by¢ maty. Po drugie, sq produkowane przemystowe reaktory ultradzwickowe i sg one
z powodzeniem stosowane do wytwarzania nanoczastek.

o Nie jest jasne, co Autor rozumie przez nukleacje czasteczek polimeru (str. 34).

e W opisie metod wytwarzania mikro- i nanoczagstek nie znalaztem prostej metody dos$é
czesto stosowanej w laboratoriach polegajacej na whkraplaniu mikrokropel roztworu
polimeru do rozpuszczalnika zawierajgcego reagent powodujacy wytrgcenie polimeru
(klasyczny przyktad to wkraplanie alginianu do roztworu soli wapnia — produkowane sg
nawet komercyjnie urzadzenia do tego celu). Jest to metoda rézna od nanowytracania,
przynajmniej w postaci zdefiniowanej przez Autora pracy jako wkraplanie do
nierozpuszczalnika.

e Na str. 42 podano warto$ci wspdtczynnika dyspersji, nie dowiadujemy sie jednak, jak ten
wspotczynnik jest zdefiniowany. Jest to o tyle istotne, ze warto$ci wspoétczynnika dysperssji
pojawiajq sie rowniez w czesci wynikowej pracy (m.in. na str. 87), gdzie sg zdefiniowane
jako stosunek objetosciowo Sredniej do liczbowo $redniej Srednicy czastek. Jest jednak
mato prawdopodobne, by wartos¢ tak zdefiniowanego wspotczynnika mogta przyjmowac
wartosci znacznie mniejsze od jednosci, na przyktad 0,02, jak to podano na str. 42. Mam
wrazenie, ze Autor przez okreslenie wspotczynnik dyspersji rozumie zatem dwie rozne
wielkosci fizyczne, i szkoda, ze nie zostato to w pracy wyjasnione.

e W Swietle obecnego stanu rozwoju mikroskopii fluorescencyjnej, w tym takze odkry¢
dokonanych przez laureatéw nagrody Nobla z chemii z roku 2014, trudno zgodzi¢ sie
z opinig Autora (str. 43), ze mikroskopia optyczna jest niezbyt przydatna do obserwaciji
czastek stosowanych jako nosniki substancji biologicznie czynnych. Wrecz przeciwnie,
Sledzac literature przedmiotu mozna odnie$¢ wrazenie, ze mikroskopia fluorescencyjna,
bedaca przeciez odmiang mikroskopii optycznej, jest obecnie podstawowg metodg
obserwacji takich obiektoéw i ich oddziatywan z uktadami biologicznymi. Opinia ta jest tym
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bardziej niezrozumiata, ze Autor sam uzywa mikroskopii optycznej do badania wnikania
polipleksdw otrzymanych polielektrolitow z DNA do wnetrza komaorek.

e Podany na str. 45 opis zjawisk zachodzacych w roztworze polimeru poddanym dziataniu
wigzki Swiatta laserowego, bedgcych podstawg metody dynamicznego rozpraszania
Swiatta, jest o tyle nieprecyzyjny, ze moze sugerowac, jakoby efekt Dopplera byt
powodem fluktuacji natezenia swiatta rozproszonego. Efekt Dopplera istotnie towarzyszy
badanym tu zjawiskom, ale nie jest przyczyna mierzonych fluktuaciji.

e Opisujac rownanie (6) Autor miat zapewne na mysli funkcje eksponencjalng, czyli
wyktadnicza o podstawie rownej e. Z kolei na str. 47 prawdopodobnie chodzito o metode
stalagmometryczng.

¢ Ogolnie nie jest prawda, ze wartosc iloczynu Kc/R(theta) jest odwrotnie proporcjonalna do
ciezaru czasteczkowego obiektow rozpraszajgcych swiatto (str. 48). Takie stwierdzenie
bytoby prawdziwe jedynie dla wartosci tego iloczynu w podwojnej granicy: dla c i theta
dazacych do zera (a te warunki z oczywistych wzgledéw nie s spetnione przy
prowadzeniu pomiaréw opisanych w tym fragmencie pracy). Rzecz jasna, nie podwaza to
stosowalnosci metody statycznego Rayleighowskiego rozpraszania swiatta do wyznaczania
wartosci CMC.

o Czy oznaczenia sekwencji merow uzyte w dyskusji widma przedstawionego na rys. 50
istotnie odpowiadajg heksadom ?

e Na str. 50 Autor omawia szczegdtowo w tekscie dos¢ ztozone widma emisyjne pirenu
i 1-fenylo-1,3-butanodionu, a takze ich zalezno$¢ od polarnosci otoczenia. Szkoda, ze nie
pokazano w tym miejscu rysunkow przedstawiajacych te widma — czytelnikowi bardzo by
to utatwito zrozumienie tego fragmentu tekstu.

e Znaczng cze$¢ badan wiasnych opisanych w tej pracy stanowig syntezy kopolimerow
blokowych poliglicydolu i laktydu oraz polieteréw z grupami aminowymi. Objetosciowo opis
ten stanowi ponad 40 % czesci wynikowej. Autor sam podkresia (str. 69), ze opracowanie
sposobdw syntezy to jeden z najwazniejszych celdw pracy. Szkoda, ze zagadnienia lezace
u podstaw tychze syntez nie sg opisane w czesci literaturowej, a zatem czytelnikowi
trudno sie zorientowaé, jaki byt stan wiedzy w dziedzinie otrzymywania kopolimerdw
blokowych poliglicydolu i laktydu oraz polieteréw z grupami aminowymi, i jakie istotne
problemy nalezato pokonac planujac i wykonujac takie syntezy. Bez opisu stanu wiedzy
w tej dziedzinie trudno oceni¢, na ile zaproponowane i przeprowadzone przez Autora
syntezy sg oryginalnymi osiggnieciami i majq walor nowosci naukowej. Wprawdzie w
czesci wynikowej, przed opisami syntez, s zamieszczone krotkie wstepy (str. 77
i str. 103-104), ale réwniez z nich trudno sie zorientowa¢ co do oryginalnosci
zastosowanego podejécia. Na przyktad na str. 77 podano lakoniczng informacije, ze
synteze kopolimerdw blokowych poliglicydolu i laktydu wykonano ,,w sposcb podobny do
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opracowanych wczesniej w naszym zespole syntez kopolimerow blokowych polieterowo-
poliestrowych’, ale to niewiele wyjasnia, a zwiaszcza nie wskazuje, na czym polega
nowos$C zastosowanego podejécia syntetycznego. Jasna deklaracja w tej sprawie, choc
dotyczaca jedynie polieteréw z grupami aminowymi, pada dopiero w Podsumowaniu, gdzie
czytamy ze metodyka syntezy byta uzyta po raz pierwszy. Sadze, ze taka deklaracja
powinna pojawic sie wczesniej.

Cele pracy sq precyzyjnie i klarownie zdefiniowane w rozdziale 6.

Mam nastepujacq uwage do rozdziatu 7 zatytutowanego ,Materiaty i metody”. Procedury
syntetyczne sg opisane bardzo starannie i szczegdtowo. Nie ma watpliwosci, ze na podstawie tych
opisow inny wprawny chemik mdgtby te syntezy odtworzyé. Jest natomiast nieco zaskakujace, ze
W pracy nie opisano zastosowanych metod pomiarowych. Wprawdzie na str. 74 znajdujemy
bardzo krétki podrozdziat zatytutowany wprost ,Metody pomiarowe”, tyle ze opisdw metod
pomiarowych tam nie ma, a jest jedynie wyliczenie typdw i nazw uzytych przyrzadéw. Oczywiscie
nie chodzi mi o to, by Autor w pracy doktorskiej pisat, na przyktad, na czym polega spektroskopia
w podczerwieni. Powinien jednak opisa¢ szczegotowo zastosowana przez siebie procedure
pomiarowa, sposob przygotowania probek, warunki pomiaréw, ustawienia przyrzadu, procedury
opracowania wynikdw. Po pierwsze, od tego moze zaleze¢ poprawnos$¢ uzyskanych wynikow
i sposéb ich interpretacji, po drugie, jest powszechnie przyjeta reguta w doswiadczalhych pracach
naukowych, ze opis powinien by¢ na tyle precyzyjny, by inny specjalista mdgt te pomiary
powtdrzy¢. Szkoda zatem, ze tych opisdw zabrakio.

I kilka uwag do rozdziatéw zawierajgcych opis prac wtasnych Autora.

e Na podkre$lenie zastuguje fakt, ze Autor w sposob dojrzaty i krytyczny ocenia uzyskane
wyniki, a takze poddaje szczegdtowej dyskusji zwtaszcza te wyniki, ktore uznaje za mniej
pewne, oraz takie, w ktorych wystapity rozbieznosci miedzy wielkosciami oznaczonymi
przy uzyciu réznych technik.

o Doswiadczenia zwigzane z otrzymywaniem kopolimerdw blokowych poliglicydolu i laktydu
oraz polieteréw z grupami aminowymi zakonczyly sie sukcesem. W oparciu o obszerne,
uzyskane wieloma zaawansowanymi metodami i przekonujace dane dotyczace analizy
produktow Autor udowodnit, ze stosujac zaprojektowane przez niego procedury syntezy
mozna z dobra wydajnosciq otrzymac oczekiwane produkty, a ich struktura z duzag
doktadnoscig odpowiada strukturze planowanej. Biorac pod uwage ztozonos¢ tych syntez,
a takze stopien ich technicznego skomplikowania, Autorowi nalezy sie uznanie -
niewatpliwie udowodnit, ze potrafi skutecznie planowac syntezy ztozonych struktur
polimerowych i jest bardzo sprawnym eksperymentatorem. Jedynym problemem, ktory nie
zostat rozwigzany, jest stosunkowo szeroki rozktad ciezaréow czasteczkowych produktow —
ale tu Autor przedstawit przekonujace wyjasnienie tego stanu rzeczy (str. 84).
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e Szkoda, ze przedstawiajac w tabelach lub na wykresach wyniki ilosciowe pomiardéw fizyko-
chemicznych, Autor nie przedstawit zadnej analizy statystycznej tych wynikéw, chocby
w najskromniejszym zakresie, czyli przez podanie odchylenia standardowego lub stupkow
bledow. Nie wiemy tez, czy podane wartosci sq usrednione z wielu pomiaréw (a jesli tak,
to z ilu), czy sq to wyniki pojedynczych pomiaréw. Jest to istotne zagadnienie, przede
wszystkim dla oceny precyzji, a posrednio i wiarygodnosci prezentowanych wynikéw.

e Moim zdaniem, rys. 43 nie jest optymalng ilustracjq poszerzenia rozktadu ciezarow
czasteczkowych na kolejnych etapach syntezy. Szkoda, ze Autor nie przestawit na tym
rysunku samych rozktadow ciezarow czasteczkowych, zamiast chromatogramoéw. Poniewaz
masy czasteczkowe nie skalujq sie liniowo z objetoscig retencji, zatem, scisle rzecz biorac,
trudno z graficznego poréwnania chromatograméw wnioskowac¢ o zmianach szerokosci
rozktadu ciezarow czasteczkowych, zwitaszcza jesli maksima dla poréwnywanych
chromatogramoéw sa wzgledem siebie przesuniete.

¢ Nie w peini zrozumiata jest dla mnie procedura opisana w rozdziale 8.2. Dlaczego, by
otrzymac micele z uprzednio zsyntetyzowanego kopolimeru blokowego, niezbedne jest
zastosowanie dializy ? Czy mozna otrzymaé micele z tych kopolimeréw poprzez
rozpuszczenie ich w wodzie w stezeniu wyzszym od CMC, tak jak to ma miejsce
w przypadku wielu typowych kopolimeréw blokowych tworzacych micele, np. Pluronikéw ?
Zapewne zastosowana przez Autora procedura dializy jest niezbedna do enkapsulacji
insuliny (rozdziat 8.3), ale czy jest niezbedna do otrzymania samych micel ? W tym samym
rozdziale nie jest tez jasne, co Autor okreSla mianem czastek — czy ma na mysli micele,
czy jakies$ inne struktury. Przyktadowo w legendzie do Tabeli 4 uzywane sg oba okreslenia,
i nie wiadomo czy w tym samym znaczeniu. Watpliwosci czytelnika w tym wzgledzie
wzmaga zamieszczona na str. 13 definicja czastek jako statej matrycy, a trudno micele
traktowad jako substancje stata.

e Czy wymiary micel opisywanych w rozdziale 8.2 zalezg od stezenia kopolimerow ? Jesli tak,
to jakiemu stezeniu odpowiadajg dane z Tabeli 4 i rysunku 47 ? Jak zmieniajq sie te
wielkosci wraz ze stezeniem ?

o Jak Autor definiuje i jak wylicza zawartosc¢ insuliny w micelach ?

e Zgadzam sie z Autorem, ze badania uwalniania substancji czynnej z no$nikow dostarczajq
podstawowych informacji na temat mechanizmu uwalniania. Dos¢ powszechnie stosowang
metodg badania mechanizméw uwalniania sq pomiary kinetyczne. Charakter zaleznosci
czasowych uwalniania moze by¢ istotng wskazéwka co do mechanizmu tego procesu.
Niestety, mam wrazenie, ze Autor zatrzymat sie tu w potowie drogi, nie probujac opisac
uzyskanych danych réznymi modelami kinetycznymi. Nie pokazano zadnego dowodu na
to, ze istotnie dane sq najlepiej opisane réwnaniem pierwszego rzedu. Nie wyznaczono
zadnych parametréw kinetycznych. Nie przeprowadzono dyskusji na jaki mechanizm
uwalniania wskazujq uzyskane dane kinetyczne. Nie sposob nie zadac pytania, w jakim
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celu wykonano te czasochtonne i Zzmudne doswiadczenia, skoro nie przeprowadzono
gruntownej analizy wynikow.

e Poprawnym oznaczeniem jednostki cisnienia — milibara — jest ,mbar” a nie ,mBar”
(str. 73). Ponadto, szkoda Zze Autor podajac wartosci cisnien nie trzyma sie konsekwentnie
tych samych jednostek (por. str. 44, gdzie cisnienie podane jest w torach).

e We wprowadzeniu literaturowym Autor dat dowod dobrej znajomosci techniki
dynamicznego rozpraszania $wiatta i zrozumienia pewnych putapek interpretacyjnych
typowych dla tej techniki. Analizujac wtasne wyniki uzyskane tq technikq Autor czyni to
krytycznie i ostroznie, wskazujac np. na str. 90, ze zastosowany algorytm by¢ moze nie
daje poprawnego obrazu sytuacji. Prawdopodobnie Autor ma racje, poniewaz w technice
DLS wybér algorytmu dopasowujgcego rozktad do krzywej autokorelacji praktycznie biorac
wymaga, by eksperymentator znat z gory charakter tego rozktadu. Jest to jedna
z podstawowych wad tej skadingd wartoSciowej metody pomiarowej. Szkoda jednak, ze
Autor, majac tego swiadomos$¢, nie poszedt o krok dalej, bo przypuszczajac, ze charakter
rozktadu jest bimodalny, mdgt wybra¢ do prowadzenia analizy taki algorytm, ktory jest do
takiego rozktadu dopasowany.

e Wydaje mi sie, ze do prowadzenia dyskusji o symetrycznym badz asymetrycznym
charakterze rozktadu wielkosci micel nie bardzo nadaje sie sposdb przedstawiania danych,
jaki wybrano dla rys. 49. Aby na podstawie wykresu mozna byto tatwo wnioskowac
o symetrii lub asymetrii rozktadu, skala X powinna by¢ liniowa, nie zas logarytmiczna.

e Na koncu rozdziatu 8 zabrakto krotkiego podsumowania — ktéry z przebadanych uktadow
Autor uznaje za najlepszy ? Co mozna by jeszcze zrobi¢, by zoptymalizowac jego
wtasciwosci ?

e Na str. 120 Autor wspomina, ze kopolimerow zawierajacych grupy aminowe nie udato mu
sie zanalizowa¢ metoda GPC przy zastosowaniu jako rozpuszczalnikdw chlorku metylenu
i DMF. Czy Autor prébowat przeprowadzi¢ takie pomiary z uzyciem wody lub wodnego
roztworu kwasu i soli ? Niektdre polielektrolity kationowe, m.in. wspominany w pracy
chitozan, mozna analizowac¢ metoda GPC wtasnie w roztworach wodnych.

e W rozdziale 9.1.2.1 Autor badat kinetyke polimeryzacji EPDEA w THF i przedstawit
uzyskane wyniki na rys. 74. Nie wiadomo jednak, z czego wynika przyjety uktad
wspotrzednych. Nie podano bowiem, jakiego modelu kinetycznego (i dlaczego) uzyto do
opisu kinetyki, ani tez ktora z reakcji elementarnych decyduje o szybkosci procesu.
Notabene wida¢, ze wybrany model niezbyt dobrze opisuje przebieg reakcji, poniewaz
punkty nie uktadajq sie wzdtuz prostej w wybranym uktadzie wspotrzednych. Szkoda, ze
Autor pozostawit te wyniki bez gtebszego omdwienia.

e Mam powazne watpliwosci co do poprawnosci zastosowanego przez Autora w rozdziale
9.2.1 (str. 129) sposobu okreslania stopnia protonowania grup aminowych w badanych
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kopolimerach (chodzi o wyniki podane w tekscie na str. 129 i na str. 131). Uzyte przez
Autora zaleznosci, oparte na klasycznym réwnaniu Hendersona-Hasselbalcha, poprawnie
opisujg dysocjacje i protonowanie dla zwigzkow matoczasteczkowych. Procesy dysocjacii
i protonowania w polielektolitach rdznig sie jednak do$¢ znacznie od analogicznych
procesow dla zwigzkdw matoczasteczkowych, co wynika przede wszystkim ze wzajemnych
oddziatywan miedzy sasiadujgcymi grupami jonogennymi. Dlatego do opisu dysocjacji
i protonowania grup jonogennych w polielektrolitach stosuje sie zmodyfikowane réwnanie
Hendersona-Hasselbaicha, ktorego omdwienie mozna znalezé w monografiach
dotyczacych tej klasy polimerow. Nawet gdy wyznaczymy doswiadczalnie prawidtowe
wartosci pKa lub pKb dla danego polielektrolitu, zastosowanie klasycznego w miejsce
zmodyfikowanego rdwnania moze prowadzi¢ do istotnych bteddéw ilosciowych w ocenie
stopnia dysocjacji lub protonowania.

e O ile co do swojej istoty sposéb przeprowadzenia doswiadczenia, ktérego wyniki ilustruje
rys. 82, jest poprawny, watpliwosci budzi prezentowanie wynikdw, dla ktorych wartosc
absorbancji przekracza 2. Dla wigkszosci prostych spektrofotometréw jest to gérna granica
zakresu pomiarowego, a zatem prezentowanie wynikow, dla ktdrych absorbancja jest
rowna 4 lub nawet 6 (ostatni punkt na pokazanym wykresie) nie ma sensu — przyrzad nie
pokazuje woéwczas prawdziwych wartosci absorbancji. Typowym objawem pracy przy
wartosciach absorbancji znacznie przekraczajacych zakres pomiarowy przyrzadu jest
bardzo silne zaszumienie wynikdw, i to faktycznie na rys. 82 widzimy. Oczywiscie nie
podwaza to poprawnosci idei tego doswiadczenia ani jego zasadniczego wyniku
wskazujgcego na wytracanie PEPDEA1 dla pH powyzej 9.

e Opis procedury testu cytotoksycznosci nie jest w petni precyzyjny. Co Autor rozumie przez
prébe kontrolna, substancje kontrolng, polimer odniesienia i odnosnik ? Ktdre z nich petnig
role kontroli pozytywnej, a ktére kontroli negatywnej ? Czy nalezy rozumie¢, ze poziom
100 % przezywalnosci odpowiada probie kontrolnej ? Dlaczego nie pokazano wynikow z
substancjq kontrolng ?

e Szkoda, ze na koncu rozdziatu 9.3.1 zabrakio choéby krétkiego komentarza do
otrzymanych wynikéw. Czy wyniki te oznaczaja, ze cytotoksycznos¢ badanych zwigzkow
jest na tyle mata, by mozna byto rozpatrywac ich zastosowanie in vivo jako nosnikow
fragmentow DNA ?

e W jakim srodowisku przeprowadzono doswiadczenia opisane w rozdziale 9.3.2.2 — czy byta
to woda, czy bufor ? Okolicznos¢ ta moze mie¢ wptyw na oddziatywania miedzy
plazmidem, bromkiem etydyny i badanymi polielektrolitami.

e Wyniki pokazane na rys. 102 wymagajg pewnych wyjasnien. Autor podat, przez jaki filtr
obserwowat fluorescencje, nie wiadomo jednak, czy maksimum przepuszczalnosci tego
filtra odpowiada maksimum emisji zastosowanego prébnika. Jakiego obrazu mikroskopo-
wego powinnismy sie spodziewa¢ w przypadku skutecznego transferu polipleksow do
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wnetrza komorki ? Czy drobne czerwone punkty obserwowane na zdjeciach D, E i F
oznaczaja, ze chocby cze$¢ polipleksow wnikneta do komdrek ? Co jest podstawq
stwierdzenia, Zze na zdjeciach C wiele komorek jest martwych ? Dlaczego te komorki
wykazujq tak intensywng fluorescencje ? Czy zdjecie B w pelnym spektrum byto
wykonywane w takich samych warunkach jak pozostate (tto i komorki wygladaja tu inaczej
niz na pozostatych zdjeciach) ?

Podsumowanie pracy jest bez zarzutu — logiczne, krotkie, ale wyczerpujace.

Nieco stabszym aspektem pracy jest jej strona jezykowa.

W pracy zdecydowanie kuleje interpunkcja. Najczestsza usterka tego rodzaju jest brak
przecinka na zakonczenie zwrotu wtraconego. O tym, ze nie jest to sprawa biaha,
Swiadcza przypadki, w ktorych btedy interpunkcyjne catkowicie zmieniajg sens zdania (por.
np. zdanie rozpoczynajace sie od , Micele zostaty wytworzone ..." na str. 57).

Autor nie ustrzegt sie tez bledéw jezykowych. Przyktadowo na str. 49 czytamy
~Obserwujgc zmiany przewodnictwa (...), punkty pomiarowe ukfadajq sie w awie proste’.
Wielokrotnie pewne czynnosci sg opisane jako majace miejsce ,w przeciggu’ jakiego$
czasu (np. na str. 14). Na str. 11 czytamy, ze pewne uktady byty badane ,na mozliwosc
ich zastosowanid”’. Wielokrotnie powtarzajacg sie usterkg (m.in. na str. 12, 32, 56 i 61)
jest uzywanie rzeczownika w bierniku zamiast w dopetniaczu w zdaniach takich jak:
L Wsrdd opisywanych w literaturze metod wytwarzania polimerowych czgstek w celu
wykorzystania ich jako nosniki substancji biologicznie czynnych ...". Poprawng forma

bytoby ,,w celu wykorzystania ich jako nosnikow'.

Czesto w pracy pojawia sie okreslenie ,jednostka powtarzalna’ polimeru. Czy chodzi po
prostu o mer ?

Nie znalaztem w aktualnym stowniku jezyka polskiego PWN czesto uzywanego w pracy
stowa ,formulacjd’; nie ma go rowniez w przejrzanych przeze mnie stownikach fachowych
(m.in. w stowniku terminéw medycznych ani w duzym stowniku technicznym WNT).
W tekscie pracy nie ma tez wyjasnienia co Autor przez to stowo rozumie. Wydaje mi sie,
ze jest to nieuprawniona kalka jezykowa z jezyka angielskiego.

W tekscie pracy znajdujemy tez stosunkowo liczne btedy literowe.

O ile zasadniczy tekst pracy jest napisany dos$¢ starannie, dotaczone streszczenia, polskie
i angielskie, nieco psujq to wrazenie. Te fragmenty pracy sprawiajg wrazenie pisanych
w pospiechu i nie poddanych starannej korekcie. Znajdujemy tu, zaréwno w tekscie polskim
jak i w angielskim, btedy jezykowe, niezbyt klarowne lub wrecz niezrozumiate sformutowania
(np. pierwsze zdanie ostatniego akapitu w wersji angielskiej), a takze niewyjasnione skroty
(np. PGL_PLL1), co nie powinno mie¢ miejsca w streszczeniu jako w tekscie, ktory moze byc
czytany niezaleznie od catosci pracy.
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Rowniez spis literatury zostat przygotowany niezbyt starannie. Znajdujemy tu kilkadziesigt btedéw
(przy jednokrotnej lekturze tej czesci pracy naliczytem ich ponad 70); sq to gtownie, cho¢ nie
jedynie, btedy w nazwiskach autoréw cytowanych prac (m.in. w pozycjach 32, 33, 35, 65,
80, 105, 119, 157, 158, 176, 183, 192, 204, 282, 297). Ponadto format cytowan jest
niekonsekwentny — m.in. niektdre nazwy czasopism podawane sq w petnej formie, a inne
w formie skrotow; niekiedy zresztg nazwa tego samego czasopisma jest podawana w réznych
formach (np. trzy formy nazwy Journal of Controlled Release, m.in. w pozycjach 3, 72 i 96).
Niektdre skroty nazw czasopism sg niepoprawne.

Szkoda, ze Autorowi zabrakto czasu na staranne opracowanie tych czesci pracy.

Chciatbym stanowczo podkresli¢, ze przedstawione powyzej uwagi sq raczej dyskusjq niz
krytyka, a zauwazone drobne usterki majq charakter drugorzedny i w zadnej mierze
nie wplywajq na mojq bardzo wysoka ocene tej ciekawej i bardzo wartosciowej pracy
doktorskiej.

Podsumowanie recenzii

Jak wykazatem powyzej, praca doktorska pana mgr inz. Mateusza Goseckiego dotyczy zagadnien
bardzo istotnych z punktu widzenia poznawczego i praktycznego, a zatozone bardzo ambitne cele
badawcze zostaty w petni zrealizowane. Praca stanowi obszerny, wielowatkowy i wielostronny,
powazny wktad do stanu wiedzy na temat nowoczesnych materiatdw polimerowych, ktére mogq
by¢ wykorzystywane do kontrolowanego uwalniania lekdw i do terapii genowej. Praca zawiera
istotne elementy nowos$ci naukowej, jej elementy zostaty zawarte w publikacji w liczacym sie
czasopismie miedzynarodowym (Current Pharmaceutical Biotechnology, 1IF = 1,95), a takze byty
prezentowane na wielu prestizowych miedzynarodowych konferencjach. Pan mgr inz. Mateusz
Gosecki wykazat, ze dysponuje szerokg wiedza, posiada umiejetnos¢ planowania, prowadzenia
i interpretacji wynikdw badan naukowych o wysokim stopniu ztozonosci, krytycznej oceny
uzyskanych rezultatow, prowadzenia dyskusji naukowej i formutowania wnioskow.

Stwierdzam, ze przedstawiona praca spelnia wszystkie formalne i zwyczajowe
wymagania stawiane rozprawom doktorskim i wnosze do Rady Naukowej Centrum
Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN o dopuszczenie pana mgr inz.
Mateusza Goseckiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Dr hab. inz. Piotr Ulahski, prof. Pt
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