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RECENZlA 
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p.t. "Nano- i mikroczqstki z polilaktydow, poli(tlenku etylenu) i ich pochodnych jako nosniki 


zwiqzkow biologicznie czynnych" 


Oqolna ocena pracy 

Praca doktorska pana Mateusza Goseckiego dotyczy poszukiwania nowych materiaMw 
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 post~pu, istniejq problemy dotqd nierozwiqzane. 
W zakresie kontrolowanego uwalniania lekow nierozwiqzany problem to dostarczanie insuliny 
drogq doustnq lub wziewnq, natomiast w dziedzinie terapii genowej stworzenie skutecznych 
niewirusowych nosnikow DNA. W omawianej pracy Autor postanowif zmierzyc si~ z tymi wfasnie 
dwoma powaznymi i jakie istotnymi problemami wsp6kzesnej terapii. Jest to zamierzenie 
niezwykle ambitne. Oczywiscie, przykfadajqc do tego zamierzenia realistycznq miar~, Autor nie 
mogf podjqc si~ przedstawienia kompletnego rozwiqzania obu problemow. Podjqf si~ jednak 
dokonania w kazdej z tych dziedzin pewnego post~pu. Mianowicie, zaplanowaf opracowanie, 
zsyntetyzowanie i przetestowanie nowego uk~adu micelarnego do enkapsulacji i uwalniania 
insuliny, a w drugiej z badanych dziedzin zsyntetyzowaf i przetestowa~ nowe polimery kationowe, 
ktore nie by~y dotychczas badane jako potencjalne nosniki DNA w terapii genowej. 

Tak nakreslone, bardzo ambitne cele pracy udafo si~ Autorowi w pe~ni zrealizowac. Opracowa~ 
metody i skutecznie przeprowadzH trudne syntezy odpowiednich polimerow, 0 z~ozonej budowie, 
przy czym parametry tych makroczqsteczek w pe~ni odpowiada~y cechom za~ozonym na etapie 
planowania syntez. Otrzymane produkty poddaf wielostronnej analizie chemicznej 
i fizykochemicznej, nie ograniczajqcej si~ do potwierdzenia struktury produktow, ale rowniez 
zmierzajqcej do okreslenia ich cech fizykochemicznych w roztworach, mi~dzy innymi zdolnosci do 
tworzenia micel i w~asciwosci tychze micel, a takie korelacji mi~dzy pH roztworu a wfasciwosciami 
wytworzonych polikationow. W kolejnym eta pie Autor wykazaf, ze wytworzone polimery nadajq 
si~ - na razie in vitro - do zafozonych celow, to jest w pierwszym przypadku do skutecznej 
i wydajnej enkapsulacji insuliny i jej kontrolowanego uwalniania, a w drugim przypadku do 
skutecznego wiqzania fragmentow DNA poprzez tworzenie polipleksow. Autor nie poprzesta~ 

jednak na badaniach in vitro. Ostatnia cz~sc pracy to badania biologiczne dotyczqce poliarnin 

majqcych potencjalnie znalezc zastosowanie w terapii genowej. Badania biologiczne sk~adafy si~ 
z wielu elementow. Wykonano testy cytotoksycznosci otrzymanych polimerow w stosunku do kilku 
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linii komorkowych. Zbadano efektywnose transfekcji genu kodujqcego wytwarzanie bia~ka 

wykazujqcego zielonq fluorescencj~ przy uiyciu badanych polimerow i wreszcie wykonano 
badania dotyczqce zdolnosci polipleksow do przenikania do wn~trza komorki. Fakt, ze nie 
wszystkie badania biologiczne doprowadzi~y do pozytywnych wynikow, w niczym nie umniejsza 
znaczenia tej cz~sci pracy. Uzyskane wyniki, zarowno te pozytywne jaki i negatywne, Sq cennym 
zbiorem wiarygodnych informacji, na podstawie ktorych w przysz~osci takie uk~ady b~dq mog~y 
bye optymalizowane. Wartose naukowq tej pracy oceniam bardzo wysoko. Jest to pionierska, 

bardzo obszerna praca 0 wybitnie interdyscyplinarnym charakterze. Autor wykazal si~ bogatct 
wiedzct, inwencjCl. i wyobrazniCl. w planowaniu swoich prac, bieglosciCl. w pracy 
laboratoryjnej, znajomosciCl. bardzo szerokiej palety technik badawczych, a takze 
umiej~tnoSciCl. wnikliwej, dojrzalej i wywazonej interpretacji uzyskanych wynik6w. 
Nie mam wCl.tpliwoSci, ze Autor pracy w pelni zasluguje na nadanie mu stopnia 
doktora. 

Biorqc pod uwag~ fakt, ze praca jest tak obszerna i zawiera wiele cennych wynikow stanowiqcych 
nowose naukowCl, szkoda, ze aktywnose publikacyjna Autora pracy by~a niezbyt wysoka - Autor 
ma w swoim dorobku jednq prac~, opublikowanq cztery lata temu. 

Uwaqi szczeqo~owe 

Prac~ rozpoczyna obszerne, logicznie zaplanowane i bardzo dobrze napisane wprowadzenie 
literaturowe, oparte na najnowszym stanie wiedzy w zakresie mikro- i nanoczqstek jako uk~adow 
do kontrolowanego dostarczania lekow, a takZe do terapii genowej. Uwazam, ze ten rozdzia~ 

pracy bez wi~kszych zmian mog~by bye opublikowany jako samodzielny artyku~ przeglqdowy 
w dobrym czasopismie. 

Moje drobne uwagi krytyczne do tej cz~sci pracy Sq nast~pujqce 

• 	 Posrod wymienianych przez Autora metod otrzymywania nano- i mikroczqstek 
polimerowych zabrak~o mi~dzyczqsteczkowego i wewnqtrzczqsteczkowego sieciowania 
polimerow (w uk~adach nie zawierajqcych monomerow). Z kolei w wykazie typowych 
polimerow uiywanych do wytwarzania nosnik6w substancji biologicznie aktywnych 
zabrak~o poli(N-winylopirolidonu), szeroko stosowanego w przemysle farmaceutycznym 
jako nosnika substancji aktywnych zarowno w klasycznych postaciach leku 
(np. w tabletkach), jak i w formach bardziej zaawansowanych (np. makro- i mikroskopowe 
hydrozele). 

• 	 W opisie rysunku 4 i rownan (2) i (3) na str. 18 nie wyjasniono dok~adnie co oznaczajq 
i czym r6Zniq si~ od siebie promienie R1 i R2. 

• 	 Stwierdzenie, ze aby polimer mog~ bye usuni~ty z organizmu musi bye rozpuszczalny 

w wodzie lub degradowany do produktow rozpuszczalnych w wodzie (str. 20), jest 
nieprecyzyjne. Rozpuszczalnose polimeru w wodzie nie gwarantuje tego, ze jest on ~atwo 
usuwany z organizmu. Dla wi~kszosci syntetycznych, nie ulegajqcych biodegradacji 
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polimerow rozpuszczalnych w wodzie istnieje gorna granica CI~zaru cZqsteczkowego 
(zwykle nie wi~cej niz kilkanascie kDa), powyzej ktorej polimer zasadniczo nie moze bye 
usuni~ty z organizmu przez nerki, co cz~sto prowadzi do jego akumulacji w wqtrobie. 
Powstaje pytanie, jaka jest maksymalna dtugose tancuchow poliglicydolu, ktore mogq bye 
usuwane z organizmu przez nerki. 

• 	 Podpis do rys. 11 jest sformutowany niece niezr~cznie. Wynika z niego, ze kwas akrylowy 
jest pochodnq kwasu akrylowego. 

• 	 Trudno zgodzie si~ ze stwierdzeniem (str. 33), ze "obszar dzialania u/tradiwi~k6w jest 
ograniczony do malej obNtosci, przez co ich wykorzystanie ogranicza si~ w zasadzie do 
ska/i /aboratoryJnej'. Po pierwsze, to, jaki jest obszar dziatania ultradZwi~kow, zaleiy od 
konstrukcji reaktora i ten obszar w nowoczesnych reaktorach ultradZwi~kowych nie musi 
bye maty. Po drugie, Sq produkowane przemystowe reaktory ultradZwi~kowe i Sq one 
z powodzeniem stosowane do wytwarzania nanoczqstek. 

• 	 Nie jest jasne, co Autor rozumie przez nukleacj~ cZqsteczek polimeru (str. 34). 

• 	 W opisie metod wytwarzania mikro- i nanoczqstek nie znalaztem prostej metody dose 
cz~sto stosowanej w laboratoriach polegajqcej na wkraplaniu mikrokropel roztworu 
polimeru do rozpuszczalnika zawierajqcego reagent powodujqcy wytrqcenie polimeru 
(klasyczny przyktad to wkraplanie alginianu do roztworu soli wapnia - produkowane Sq 
nawet komercyjnie urzqdzenia do tego celu). Jest to metoda r6ina od nanowytrqcania, 
przynajmniej w postaci zdefiniowanej przez Autora pracy jako wkraplanie do 
nierozpuszczalnika. 

• 	 Na str. 42 podano wartosci wspotczynnika dyspersji, nie dowiadujemy si~ jednak, jak ten 
wspokzynnik jest zdefiniowany. Jest to 0 tyle istotne, ze wartosci wspokzynnika dyspersji 
pojawiajq si~ rowniez w cz~sci wynikowej pracy (m.in. na str. 87), gdzie Sq zdefiniowane 
jako stosunek obj~tosciowo sredniej do liczbowo sredniej srednicy czqstek. Jest jednak 
mato prawdopodobne, by wartose tak zdefiniowanego wspotczynnika mogta przyjmowae 
wartosci znacznie mniejsze od jednosci, na przyktad 0,02, jak to podano na str. 42. Mam 
wrazenie, ze Autor przez okreslenie wsp6kzynnik dyspersji rozumie zatem dwie r6Zne 
wielkosci fizyczne, i szkoda, ze nie zostato to w pracy wyjasnione. 

• 	 W swietle obecnego stanu rozwoju mikroskopii fluorescencyjnej, w tym takie odkryc 
dokonanych przez laureatow nagrody l'lobla z chemii z roku 2014, trudno zgodzic si~ 

z opiniq Autora (str. 43), ze mikroskopia optyczna jest niezbyt przydatna do obserwacji 
cZqstek stosowanych jako nosniki substancji biologicznie czynnych. Wr~cz przeciwnie, 
sledzqc literatur~ przedmiotu mozna odniesc wrazenie, ze mikroskopia fluorescencyjna, 
b~dqca przeciez odmianq mikroskopii optycznej, jest obecnie podstawowq metodq 
obserwacji takich obiektow i ich oddziatywan z uktadami biologicznymi. Opinia ta jest tym 
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bardziej niezrozumia!a, ie Autor sam uiywa mikroskopii optycznej do badania wnikania 
polipleksow otrzymanych polielektrolitow z DNA do wn~trza komorek. 

• 	 Podany na str. 45 opis zjawisk zachodzqcych w roztworze polimeru poddanym dzia!aniu 
wiqzki swiaUa laserowego, b~dqcych podstawq metody dynamicznego rozpraszania 
swiaUa, jest 0 tyle nieprecyzyjny, ie moie sugerowac, jakoby efekt Dopplera by! 
powodem fluktuacji nat~ienia swiaUa rozproszonego. Efekt Dopplera istotnie towarzyszy 
badanym tu zjawiskom, ale nie jest przyczynq mierzonych f1uktuacji. 

• 	 Opisujqc rownanie (6) Autor mia! zapewne na mysli funkcj~ eksponencjalnq, czyli 
wyk!adniczq 0 podstawie rownej e. Z kolei na str. 47 prawdopodobnie chodzHo 0 metod~ 

stalagmometrycznq. 

• 	 Ogolnie nie jest prawdq, ie wartosc iloczynu Kc/R(theta) jest odwrotnie proporcjonalna do 
ci~iaru cZqsteczkowego obiektow rozpraszajqcych swiaUo (str. 48). Takie stwierdzenie 
by!oby prawdziwe jedynie dla wartosci tego iloczynu w podwojnej granicy: dla c i theta 
dqiqcych do zera (a te warunki z oczywistych wzgl~dow nie Sq spe!nione przy 
prowadzeniu pomiarow opisanych w tym fragmencie pracy). Rzecz jasna, nie podwaia to 
stosowalnosci metody statycznego Rayleighowskiego rozpraszania swiat!a do wyznaczania 
wartosci CMe. 

• 	 Czy oznaczenia sekwencji merow uiyte w dyskusji widma przedstawionego na rys. 50 
istotnie odpowiadajq heksadom ? 

• 	 Na str. 50 Autor omawia szczego!owo w tekscie dosc z!oione widma emlsYJne pirenu 
i 1-fenylo-1,3-butanodionu, a takie ich zaleznosc od polarnosci otoczenia. Szkoda, ie nie 
pokazano w tym miejscu rysunkow przedstawiajqcych te widma - czytelnikowi bardzo by 
to u!atwito zrozumienie tego fragmentu tekstu. 

• 	 Znacznq cz~sc badan wtasnych opisanych w tej pracy stanowiq syntezy kopolimerow 
blokowych poliglicydolu I laktydu oraz polieterow z grupami aminowymi. Obj~tosciowo opis 
ten stanowi ponad 40 % cz~sci wynikowej. Autor sam podkresla (str. 69), ze opracowanie 
sposobow syntezy to jeden z najwainiejszych celow pracy. Szkoda, ie zagadnienia leiqce 
u podstaw tychze syntez nie Sq opisane w cz~sci literaturowej, a zatem czytelnikowi 
trudno si~ zorientowac, jaki byt stan wiedzy w dziedzinie otrzymywania kopolimerow 
blokowych poliglicydolu i laktydu oraz polieterow z grupami aminowymi, i jakie istotne 
problemy naleiato pokonac planujqc i wykonujqc takie syntezy. Bez opisu stanu wiedzy 
w tej dziedzinie trudno ocenic, na ile zaproponowane i przeprowadzone przez Autora 
syntezy Sq oryginalnymi osiqgni~ciami i majq walor nowosci naukowej. Wprawdzie w 
cz~sci wynikowej, przed opisami syntez, Sq zamieszczone krotkie wst~py (str. 77 
i str. 103-104), ale rowniez z nich trudno si~ zorientowac co do oryginalnosci 
zastosowanego podejscia. Na przyk!ad na str. 77 podano lakonicznq informacj~, ie 
syntez~ kopolimerow blokowych poliglicydolu i laktydu wykonano "W sposob podobny do 
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opracowanych wczesniej w naszym zespole syntez kopolimerow blokowych polieterowo­
poliestrowyct!', ale to niewiele wyjasnia, a zw~aszcza nie wskazuje, na czym polega 
nowosc zastosowanego podejscia syntetycznego. Jasna deklaracja w tej sprawie, choc 
dotyczqca jedynie polieterow z grupami aminowymi, pada dopiero w Podsumowaniu, gdzie 
czytamy ie metodyka syntezy by~a uiyta po raz pierwszy. Sqdz~, ze taka deklaracja 
powinna pojawic si~ wczesniej. 

Cele pracy Sq precyzyjnie i klarownie zdefiniowane w rozdziale 6. 

Mam nast~pujqCq uwag~ do rozdzia~u 7 zatytu~owanego "Materia~y i metody". Procedury 
syntetyczne Sq opisane bardzo starannie i szczego~owo. Nie ma wqtpliwosci, ze na podstawie tych 
opisow inny wprawny chemik mog~by te syntezy odtworzyc. Jest natomiast nieco zaskakujqce, ie 
w pracy nie opisano zastosowanych metod pomiarowych. Wprawdzie na str. 74 znajdujemy 
bardzo krotki podrozdzia~ zatytu~owany wprost "Metody pomiarowe", tyle ze opisow metod 
pomiarowych tam nie ma, a jest jedynie wyliczenie typow i nazw uiytych przyrzqdow. Oczywiscie 
nie chodzi mi 0 to, by Autor w pracy doktorskiej pisat, na przyktad, na czym pol ega spektroskopia 
w podczerwieni. Powinien jednak opisac szczegotowo zastosowanq przez siebie procedur~ 

pomiarowq, sposob przygotowania probek, warunki pomiarow, ustawienia przyrzqdu, procedury 
opracowania wynikow. Po pierwsze, od tego moze zalezec poprawnosc uzyskanych wynikow 
i sposob ich interpretacji, po drugie, jest powszechnie przyj~tq regu~q w doswiadczalnych pracach 
naukowych, ze opis powinien bye na tyle precyzyjny, by inny specjalista mogt te pomiary 
powtorzyc. Szkoda zatem, ze tych opisow zabrak~o. 

I kilka uwag do rozdziatow zawierajqcych opis prac wtasnych Autora. 

• 	 Na podkreslenie zastuguje fakt, ze Autor w sposob dojrzaty i krytyczny ocenia uzyskane 
wyniki, a takie poddaje szczegotowej dyskusji zwtaszcza te wyniki, ktore uznaje za mniej 

pewne, oraz takie, w ktorych wystqpHy rozbieznosci mi~dzy wielkosciami oznaczonymi 
przy uiyciu r6inych technik. 

• 	 Doswiadczenia zwiqzane z otrzymywaniem kopolimerow blokowych poliglicydolu i laktydu 
oraz polieterow z grupami aminowymi zakonczy~y si~ sukcesem. W oparciu 0 obszerne, 
uzyskane wieloma zaawansowanymi metodami i przekonujqce dane dotyczqce analizy 
produktow Autor udowodnH, ze stosujqC zaprojektowane przez niego procedury syntezy 
mozna z dobrq wydajnosciq otrzymac oczekiwane produkty, a ich struktura z duzq 
doktadnosciq odpowiada strukturze planowanej. Biorqc pod uwag~ ztozonosc tych syntez, 
a takie stopien ich technicznego skomplikowania, Autorowi naleiy si~ uznanie ­
niewqtpliwie udowodnit, ze potrafi skutecznie planowac syntezy z~oionych struktur 
polimerowych i jest bardzo sprawnym eksperymentatorem. Jedynym problemem, ktory nie 
zosta~ rozwiqzany, jest stosunkowo szeroki rozk~ad ci~zarow czqsteczkowych produktow ­
ale tu Autor przedstawit przekonujqce wyjasnienie tego stanu rzeczy (str. 84). 
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• 	 Szkoda, ze przedstawiajqc w tabelach lub na wykresach wyniki ilosciowe pomiarow fizyko­
chemicznych, Autor nie przedstawH zadnej analizy statystycznej tych wynikow, choeby 

w najskromniejszym zakresie, czyli przez podanie odchylenia standardowego lub s~upkow 
~~dow. Nie wiemy tez, czy podane wartosci Sq usrednione z wielu pomiarow (a jesli tak, 
to z ilu), czy Sq to wyniki pojedynczych pomiarow. Jest to istotne zagadnienie, przede 
wszystkim dla oceny precyzji, a posrednio i wiarygodnosci prezentowanych wynikow. 

• 	 Moim zdaniem, rys. 43 nie jest optymalnq ilustracjq poszerzenia rozk~adu ci~zarow 

czqsteczkowych na kolejnych etapach syntezy. Szkoda, ze Autor nie przestawi~ na tym 
rysunku samych rozk~adow ci~zarow czqsteczkowych, zamiast chromatogramow. Poniewaz 
masy cZqsteczkowe nie skalujq si~ liniowo z obj~tosciq retencji, zatem, scisle rzecz biorqc, 
trudno z graficznego porownania chromatogramow wnioskowae 0 zmianach szerokosci 
rozk~adu ci~zarow cZqsteczkowych, zw~aszcza jesli maksima dla porownywanych 
chromatogramow Sq wzgl~dem siebie przesuni~te. 

• 	 Nie w pe~ni zrozumia~a jest dla mnie procedura opisana w rozdziale 8.2. Dlaczego, by 
otrzymae micele z uprzednio zsyntetyzowanego kopolimeru blokowego, niezb~dne jest 
zastosowanie dializy ? Czy mozna otrzymae micele z tych kopolimerow poprzez 
rozpuszczenie ich w wodzie w st~zeniu wyzszym od CMC, tak jak to ma miejsce 
w przypadku wielu typowych kopolimerow blokowych tworzqcych micele, np. Pluronikow ? 
Zapewne zastosowana przez Autora procedura dializy jest niezb~dna do enkapsulacji 
insuliny (rozdzia~ 8.3), ale czy jest niezb~dna do otrzymania samych micel ? W tym samym 
rozdziale nie jest tez jasne, co Autor okresla mianem cZqstek - czy ma na mysli micele, 
czy jakies inne struktury. Przyk~adowo w legendzie do Tabeli 4 uiywane Sq oba okreslenia, 
i nie wiadomo czy w tym samym znaczeniu. Wqtpliwosci czytelnika w tym wzgl~dzie 

wzmaga zamieszczona na str. 13 definicja cZqstek jako sta~ej matrycy, a trudno micele 
traktowae jako substancj~ sta~q. 

• 	 Czy wymiary micel opisywanych w rozdziale 8.2 zalezq od st~zenia kopolimerow ? Jesli tak, 
to jakiemu st~zeniu odpowiadajq dane z Tabeli 4 i rysunku 47 ? Jak zmieniajq si~ te 
wielkosci wraz ze st~zeniem ? 

• 	 Jak Autor definiuje i jak wylicza zawartose insuliny w micelach ? 

• 	 Zgadzam si~ z Autorem, ze badania uwalniania substancji czynnej z nosnikow dostarczajq 
podstawowych informacji na temat mechanizmu uwalniania. Dose powszechnie stosowanq 

metodq badania mechanizmow uwalniania Sq pomiary kinetyczne. Charakter zaleznosci 
czasowych uwalniania moze bye istotnq wskazowkq co do mechanizmu tego procesu. 
Niestety, mam wrazenie, ze Autor zatrzyma~ si~ tu w po~owie drogi, nie probujqc opisae 
uzyskanych danych r6i:nymi modelami kinetycznymi. Nie pokazano zadnego dowodu na 
to, ze istotnie dane Sq najlepiej opisane rownaniem pierwszego rz~du. Nie wyznaczono 

zadnych parametrow kinetycznych. Nie przeprowadzono dyskusji na jaki mechanizm 
uwalniania wskazujq uzyskane dane kinetyczne. Nie sposob nie zadae pytania, w jakim 
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celu wykonano te czasochfonne zmudne doswiadczenia, skoro nie przeprowadzono 
gruntownej analizy wynikow. 

• 	 Poprawnym oznaczeniem jednostki cisnienia - milibara - jest IImbar" a nie ImBar" 
(str. 73). Ponadto, szkoda ie Autor podajqc wartosci cisnien nie trzyma si~ konsekwentnie 
tych samych jednostek (por. str. 44, gdzie cisnienie podane jest w torach). 

• 	 We wprowadzeniu literaturowym Autor daf dowod dobrej znajomosci techniki 
dynamicznego rozpraszania swiaUa i zrozumienia pewnych pufapek interpretacyjnych 
typowych dla tej techniki. Analizujqc wfasne wyniki uzyskane tq technikq Autor czyni to 
krytycznie i ostroinie, wskazujqc np. na str. 90, ze zastosowany algorytm bye moze nie 

daje poprawnego obrazu sytuacji. Prawdopodobnie Autor ma racj~, poniewaz w technice 
DLS wyoor algorytmu dopasowujqcego rozklad do krzywej autokorelacji praktycznie biorqc 
wymaga, by eksperymentator znaf z gory charakter tego rozkfadu. Jest to jedna 
z podstawowych wad tej skqdinqd wartosciowej metody pomiarowej. Szkoda jednak, ze 
Autor, majqc tego sWiadomose, nie poszedl 0 krok dalej, bo przypuszczajqc, ze charakter 
rozkladu jest bimodalny, mogf wybrae do prowadzenia analizy taki algorytm, ktory jest do 
takiego rozkfadu dopasowany. 

• 	 Wydaje mi si~, ze do prowadzenia dyskusji 0 symetrycznym bqdz asymetrycznym 
charakterze rozkfadu wielkosci micel nie bardzo nadaje si~ sposob przedstawiania danych, 
jaki wybrano dla rys. 49. Aby na podstawie wykresu mozna bylo latwo wnioskowae 
o symetrii lub asymetrii rozkladu, skala X powinna bye liniowa, nie zas logarytmiczna. 

• 	 Na koncu rozdzialu 8 zabraklo krotkiego podsumowania - ktory z przebadanych ukladow 
Autor uznaje za najlepszy 7 Co mozna by jeszcze zrobie, by zoptymalizowae jego 
wlasciwosci ? 

• 	 Na str. 120 Autor wspomina, ze kopolimerow zawierajqcych grupy aminowe nie udalo mu 
si~ zanalizowae metodq GPC przy zastosowaniu jako rozpuszczalnikow chlorku metylenu 
i DMF. Czy Autor probowal przeprowadzie takie pomiary z uZyciem wody lub wodnego 
roztworu kwasu i soli? Niektore polielektrolity kationowe, m.in. wspominany w pracy 

chitozan, mozna analizowae metodq GPC wlasnie w roztworach wodnych. 

• 	 W rozdziale 9.1.2.1 Autor badal kinetyk~ polimeryzacji EPDEA w THF i przedstawit 
uzyskane wyniki na rys. 74. Nie wiadomo jednak, z czego wynika przyj~ty uklad 
wspolrz~dnych. Nie podano bowiem, jakiego modelu kinetycznego (i dlaczego) uiyto do 
opisu kinetyki, ani tez ktora z reakcji elementarnych decyduje 0 szybkosci procesu. 
Notabene widae, ze wybrany model niezbyt dobrze opisuje przebieg reakcji, poniewaz 
punkty nie ukladajq si~ wzdluz prostej w wybranym ukladzie wspolrz~dnych. Szkoda, ze 
Autor pozostawit te wyniki bez gl~bszego omowienia. 

• 	 Mam powaine wqtpliwosci 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 0 wyniki podane w tekScie na str. 129 i na str. 131). Uiyte przez 
Autora zaleznosci, oparte na klasycznym rownaniu Hendersona-Hasselbalcha, poprawnie 

opisujq dysocjacj~ i protonowanie dla zwiqzkow ma~oczqsteczkowych. Procesy dysocjacji 
i protonowania w polielektolitach r6Zniq si~ jednak dose znacznie od analogicznych 
procesow dla zwiqzkow ma~oczqsteczkowych, co wynika przede wszystkim ze wzajemnych 
oddzia~ywan mi~dzy sqsiadujqcymi grupami jonogennymi. Dlatego do opisu dysocjacji 
i protonowania grup jonogennych w polielektrolitach stosuje si~ zmodyfikowane rownanie 
Hendersona-Hasselbalcha, ktorego omowlenle mozna znaleze w monografiach 
dotyczqcych tej klasy polimerow. Nawet gdy wyznaczymy doswiadczalnie prawid~owe 

wartosci pKa lub pKb dla danego polielektrolitu, zastosowanie klasycznego w miejsce 
zmodyfikowanego rownania moze prowadzie do istotnych ~~dow ilosciowych w ocenie 
stopnia dysocjacji lub protonowania. 

• 	 0 ile co do swojej istoty sposob przeprowadzenia doswiadczenia, ktorego wyniki ilustruje 
rys. 82, jest poprawny, wqtpliwosci budzi prezentowanie wynikow, dla ktorych wartose 
absorbancji przekracza 2. Dla wi~kszosci prostych spektrofotometrow jest to gorna granica 
zakresu pomiarowego, a zatem prezentowanie wynikow, dla ktorych absorbancja jest 
rowna 4 lub nawet 6 (ostatni punkt na pokazanym wykresie) nie ma sensu - przyrzqd nie 
pokazuje wowczas prawdziwych wartosci absorbancji. Typowym objawem pracy przy 
wartosciach absorbancji znacznie przekraczajqcych zakres pomiarowy przyrzqdu jest 
bardzo silne zaszumienie wynikow, i to faktycznie na rys. 82 widzimy. Oczywiscie nie 
podwaza to poprawnosci idei tego doswiadczenia ani jego zasadniczego wyniku 
wskazujqcego na wytrqcanie PEPDEA1 dla pH powyzej 9. 

• 	 Opis procedury testu cytotoksycznosci nie jest w pe~ni precyzyjny. Co Autor rozumie przez 
prob~ kontrolnq, substancj~ kontrolnq, polimer odniesienia i odnosnik ? Ktore z nich pe~niq 
rol~ kontroli pozytywnej, a ktore kontroli negatywnej ? Czy naleiy rozumiee, ze poziom 
100 % przeiywalnosci odpowiada probie kontrolnej ? Dlaczego nie pokazano wynikow z 
substancjq kontrolnq ? 

• 	 Szkoda, ze na koncu rozdzia~u 9.3.1 zabrak~o choeby krotkiego komentarza do 
otrzymanych wynikow. Czy wyniki te oznaczajq, ze cytotoksycznose badanych zwiqzkow 
jest na tyle ma~a, by mozna by~o rozpatrywae ich zastosowanie in vivo jako nosnikow 
fragmentow DNA? 

• 	 W jakim srodowisku przeprowadzono doswiadczenia opisane w rozdziale 9.3.2.2 - czy by~a 
to woda, czy bufor ? Okolicznose ta moze miee wpfyw na oddzia~ywania mi~dzy 

plazmidem, bromkiem etydyny i badanymi polielektrolitami. 

• 	 Wyniki pokazane na rys. 102 wymagajq pewnych wyjasnien. Autor poda~, przez jaki filtr 
obserwowa~ fluorescencj~, nie wiadomo jednak, czy maksimum przepuszczalnosci tego 
filtra odpowiada maksimum emisji zastosowanego probnika. Jakiego obrazu mikroskopo­
wego powinnismy si~ spodziewae w przypadku skutecznego transferu polipleksow do 
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wn~trza kom6rki ? Czy drobne czerwone punkty obserwowane na zdj~ciach D, E i F 
oznaczajCiJ ze choeby cz~se polipleks6w wnikn~ta do kom6rek ? Co jest podstawq 
stwierdzenia, ze na zdj~ciach C wiele kom6rek jest martwych ? Dlaczego te kom6rki 
wykazujq tak intensywnq fluorescencj~ ? Czy zdj~cie B w petnym spektrum by to 
wykonywane w takich samych warunkach jak pozostate (Uo i kom6rki wyglqdajq tu inaczej 

niz na pozostatych zdj~ciach) ? 

Podsumowanie pracy jest bez zarzutu - logiczne, kr6tkie, ale wyczerpujqce. 

l'Jieco stabszym aspektem pracy jest jej strona j~zykowa. 

• 	 W pracy zdecydowanie kuleje interpunkcja. Najcz~stsZq usterkq tego rodzaju jest brak 
przecinka na zakonczenie zwrotu wtrqconego. 0 tym, ze nie jest to sprawa btaha, 
swiadczq przypadki, w kt6rych bt~dy interpunkcyjne catkowicie zmieniajq sens zdania (por. 

np. zdanie rozpoczynajqce si~ od IIMice/e zostaly wytworzone ..." na str. 57). 

• 	 Autor nie ustrzegt si~ tez bt~d6w j~zykowych. Przyktadowo na str. 49 czytamy 
1I0bserwujqc zmiany przewodnictwa ('.J punkty pomiarowe ukladajq 51? w dwie proste". 
Wielokrotnie pewne czynnosci Sq opisane jako majqce miejsce IIW przeciqgu' jakiegos 
czasu (np. na str. 14). Na str. 11 czytamy, ze pewne uktady byty badane IIna mot/iwosc 
ich zastosowania". Wielokrotnie powtarzajqcq si~ usterkq (m.in. na str. 12, 32, 56 i 61) 
jest uZywanie rzeczownika w bierniku zamiast w dopetniaczu w zdaniach takich jak: 
II Wsrod opisywanych w /iteraturze metod wytwarzania po/imerowych cZqstek w ce/u 
wykorzystania ich jako nosniki substancji bi%gicznie czynnych ... ". Poprawnq formq 
bytoby IIW ce/u wykorzystania ich jako nosnikow'. 

• 	 Cz~sto w pracy pojawia si~ okreslenie ,,jednostka powtarza/na" polimeru. Czy chodzi po 
prostu 0 mer? 

• 	 Nie znalaztem w aktualnym stowniku j~zyka polskiego PWN cz~sto uzywanego w pracy 
stowa Jormu/acja"; nie ma go r6wniez w przejrzanych przeze mnie stownikach fachowych 
(m.in. w stowniku termin6w medycznych ani w dUZym stowniku technicznym WNT). 
W tekscie pracy nie ma tez wyjasnienia co Autor przez to stowo rozumie. Wydaje mi si~, 
ze jest to nieuprawniona kalka j~zykowa z j~zyka angielskiego. 

• 	 W tekscie pracy znajdujemy tez stosunkowo liczne bt~dy literowe. 

o ile zasadniczy tekst pracy jest napisany dose starannie, dotqczone streszczenia, polskie 
i angielskie, nieco psujq to wrazenie. Te fragmenty pracy sprawiajq wrazenie pisanych 
w pospiechu i nie poddanych starannej korekcie. Znajdujemy tu, zar6wno w tekscie polskim 
jak i w angielskim, bt~dy j~zykowe, niezbyt klarowne lub wr~cz niezrozumiate sformutowania 
(np. pierwsze zdanie ostatniego akapitu w wersji angielskiej), a takle niewyjasnione skr6ty 

(np. PGL_PLLl), co nie powinno miee miejsca w streszczeniu jako w tekscie, kt6ry moze bye 
czytany niezaleznie od catosci pracy. 
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Rowniez spis literatury zosta~ przygotowany niezbyt starannie. Znajdujemy tu kilkadziesiqt ~~dow 
(przy jednokrotnej lekturze tej cz~sci pracy naliczy~em ich ponad 70); Sq to g~ownie, choe nie 
jedynie, ~~dy w nazwiskach autorow cytowanych prac (m.in. w pozycjach 32, 33, 35, 65, 
80, lOS, 119, 157, 158, 176, 183, 192, 204, 282, 297). Ponadto format cytowan jest 
niekonsekwentny - m.in. niektore nazwy czasopism podawane Sq w pe~nej formie, a inne 

w formie skrotow; niekiedy zresztq nazwa tego samego czasopisma jest podawana w r6Znych 
formach (np. trzy formy nazwy Journal of Controlled Release, m.in. w pozycjach 3, 72 i 96). 
Niektore skroty nazw czasopism Sq niepoprawne. 

Szkoda, ze Autorowi zabrak~o czasu na staranne opracowanie tych cz~sci pracy. 

Chcia~bym stanowczo podkreslie, ze przedstawione powyzej uwagi Sq raczej dyskusjq niz 
krytykct, a zauwazone drobne usterki majq charakter drugorz~dny i w zadnej mierze 
nie wplywajq na mojq bardzo wysokq ocen~ tej ciekawej i bardzo wartosciowej pracy 
doktorskiej. 

Podsumowanie recenzji 

Jak wykaza~em powyzej, praca doktorska pana mgr inz. Mateusza Goseckiego dotyczy zagadnien 
bardzo istotnych z punktu widzenia poznawczego i praktycznego, a za~ozone bardzo ambitne cele 
badawcze zosta~y w pe~ni zrealizowane. Praca stanowi obszerny, wielowqtkowy i wielostronny, 
powazny wk~ad do stanu wiedzy na temat nowoczesnych materiatOw polimerowych, ktore mogq 
bye wykorzystywane do kontrolowanego uwalniania lekow i do terapii genowej. Praca zawiera 
istotne elementy nowosci naukowej, jej elementy zosta~y zawarte w publikacji w liczqcym si~ 

czasopismie mi~dzynarodowym (Current Pharmaceutical Biotechnology, IF = 1,95), a takie by~y 
prezentowane na wielu prestizowych mi~dzynarodowych konferencjach. Pan mgr inz. Mateusz 
Gosecki wykaza~, ze dysponuje szerokq wiedzq, posiada umiej~tnose planowania, prowadzenia 
i interpretacji wynikow badan naukowych a wysokim stopniu z~ozonosci, krytycznej oceny 
uzyskanych rezultatow, prowadzenia dyskusji naukowej i formu~owania wnioskow. 

Stwierdzam, ze przedstawiona praca spetnia wszystkie formalne i zwyczajowe 
wymagania stawiane rozprawom doktorskim i wnosz~ do Rady Naukowej Centrum 
Badar. Molekularnych i Makromolekularnych PAN 0 dopuszczenie pana mgr inz. 
Mateusza Goseckiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego. 

tllt~>1 
Dr hab. inz. Piotr Ulanski, prof. Pt. 
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