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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Joanny Kiec pod tytutem
“Mechanika komplekséw molekularnych oraz ich znaczenie biologiczne”
zrealizowanej w Katedrze Inzynierii Biomedycznej pod kierunkiem Promotora

prof. dr. hab. inz. Marka Langnera

Wiele dotychczas zgromadzonych danych eksperymentalnych wskazuje, ze wtasciwosci
mechaniczne agregatéw uzywanych jako nosniki lekow rzutuje na ich efektywnosc
zaréwno na poziomie komérkowym jak i ogdélnoustrojowym. Podstawowe cech nosnikow
liposomalnych w przewazajacym stopniu determinowane sa zdolnosciq lipidow do
tworzenia struktur lamelarnych, a ich parametry fizykochemiczne moga wptywac na ich
selektywno$¢ i skutecznos$é terapeutyczng w perspektywie zmniejszonej toksycznosci
nieswoistej. W ostatnich latach mamy do czynienia z lawinowym przyrostem ilosci
doniesien naukowych na temat réznorodnych strategii celowania wzgledem réznorodnych
receptoréw znajdujacych sie na powierzchni komoérek docelowych. Z drugiej strony, tzw.
mechanocelowanie jawi sie jako bardzo atrakcyjne dopetnienie obecnie eksplorowanych
obszaréw zastosowania liposomowych no$nikéw lekow. By w petni wykorzystac tego typu
podejscie konieczne jest tworzenie nowych narzedzi pozwalajacych na badania wtasciwosci
mechanicznych liposomowych nos$nikéw lekéow zaréwno w kontekscie przydatnosci
terapeutycznej jak i procesow technologicznych wykorzystywanych do ich produkcji, co
jest niezbedne do jednoznacznej interpretacji wspomnianych zaleznosci i usprawnienia
prac optymalizacyjnych.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska to owoc zmierzenia sie Autorki z wspomniang
powyzej problematyka. Podjeta sie ona nietatwego zadania polegajacego na prébach
uzyskania opisu ilosciowego mechanicznych witasciwosci struktur liposomowych z
wykorzystaniem niestandardowego podejscia eksperymentalnego. Czes¢ zadan
zrealizowana zostata w oparciu o wczesniej wykorzystywane techniki i modele
pecherzykéw btonowych o duzej $rednicy (powyzej 1 um), jednak najwazniejszym
elementem pracy jest zaproponowana nowatorska metodologia oraz model matematyczny
pozwalajagce na badania liposoméw o submikrometrowych srednicach czastek
charakterystycznych dla nosnikéw terapeutycznych. W tej perspektywie nalezy podkresli¢,
7e poruszana w pracy tematyka $wietnie wpisuje sig¢ w trendy Swiatowej nauki, a Autorka

nie ograniczyta sie jedynie do wygenerowania ciekawych danych i opartych o nie
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odwaznych hipotez, ale przede wszystkim wykazata, ze jej nowe podejécie
eksperymentalne ma duzy potencjat implementacyjny zaréwno w naukach podstawowych
jak i stosowanych. Szkoda, ze temat rozprawy doktorskiej zostat sformutowany w niezbyt
fortunny sposéb. Z jednej strony jest mato precyzyjny, gdyz nie odnajdziemy w nim
informacji, ze jedynymi badanymi kompleksami molekularnymi byty pecherzyki lipidowe,
a z drugiej strony daje czytelnikowi obietnice omdwienia biologicznego znaczenia
poczynionych odkry¢ bez szans na jej spetnienie. Dane dotyczace wplywu wiasciwosci
mechanicznych badanych komplekséw molekularnych na przebieg proceséw biologicznych
nie zostaty w dysertacji uwzglednione, co stoi w sprzecznosci z deklaracjami Autorki w

streszczeniu (ostatnie zdanie) i rozdziale podsumowujacym badania (rozdziat trzeci).

Mgr inz. Joanna Kiec przedstawita swoje osiagniecia naukowe w postaci zestawu
czterech, powigzanych ze sobg tematycznie publikacji wieloautorskich. Pierwsza praca to
zwigezta monografia w jezyku polskim przedstawiajaca w sposéb ogdélny spektrum
zastosowan liposomowych nosnikéw substancji biologicznie czynnych. Zdecydowanie
wiekszg wartos¢ majq trzy pozostate artykuty eksperymentalne opublikowane w
czasopismach o migdzynarodowym zasiegu (sumaryczny wspoétczynnik oddzialtywania
Impact Factor przekracza 9): Journal of Membrane Biology, Biochimica et Biophysica Acta
- Biomembranes oraz Materials. We wszystkich artykutach sktadajacych sie na rozprawe
doktorantka jest pierwsza wspotautorka oraz petni jednoczeénie funkcje autora
korespondujacego. Informacje zawarte na stronie czwartej dysertacji wyraznie wskazujq
na znaczacy role Doktorantki w powstaniu tych publikacji, polegajaca na przygotowaniu
koncepcji, przeprowadzeniu eksperymentow i czesciowym ich planowaniu, opracowaniu
danych, analizy i interpretacji wynikéw oraz wiodacej roli w przygotowaniu manuskryptéw.
Szkoda, ze nie dotgczono odpowiednich oswiadczen wspétautoréow tych publikacii.
Doktorantka jest jeszcze wspodtautorkg dwoch innych publikacji w miedzynarodowych
czasopismach o wysokim wspétczynniku oddziatywania. Tym samym wktad doktorantki w
rozwdj dziedziny nauki jest wyraznie zauwazalny, co znajduje potwierdzenie takze w
sumarycznej ilosci cytowan opublikowanych prac wynoszacej 43 (bez autocytowan, wg
bazy Scopus na dzierh sporzadzenia recenzji). Ponadto, Doktorantka jest wspotautorka
doniesien prezentowanych na konferencjach krajowych oraz miedzynarodowych. Warto
podkresli¢, ze z sukcesem aplikowata ona takze o wsparcie swoich badan, co zaowocowato
uzyskaniem dofinansowania w ramach konkursu ,Diamentowy Grant” organizowanego

przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.
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Na rozprawe doktorskg, oprocz wspomnianych powyzej publikacji sktadajq sie
dodatkowe elementy przygotowane w jezyku polskim, takie jak streszczenie (takze w
wersji anglojezycznej), lista symboli i skrotow, cel i teza pracy, opis pracy oraz
podsumowanie i perspektywy badan wraz z bibliografig. Te fragmenty pracy majg na celu
przede wszystkim wprowadzenie czytelnika w zagadnienia poruszane w publikacjach
eksperymentalnych stanowiacych rdzen dysertacji. Bardzo dobrym posunigciem jest
zebranie szczegotowych celow projektu badawczego w postaci zwigztej listy zawartej w
pierwszym rozdziale. Z drugiej strony, Autorka zachowuje powsciagliwos¢ przy opisie
zagadnienia wptywu ksztattu i sztywnosci czastek na ich aktywnos¢ biologiczng, co w
perspektywie powotywania sie przez nig na koncepcje mechanocelowania jest
zaskakujace. Z pewnoscig nie ma potrzeby wyszczegdlniania wszystkich btedow
edytorskich badz typograficznych, ktére znalez¢ mozna w omawianym fragmencie pracy
(brak ttumaczenia podpiséw na niektérych rycinach na jezyk polski, niepotrzebne
zubozenie podpiséw pod niektérymi rycinami skutkujgce brakiem informacji o
poszczegdlnych panelach, dwuznacznosci w opisie parametrow: ,wspotczynnik sztywnosci
zginania” kontra ,wspoétczynnik sztywnosci na zginanie”, niejednoznaczne przypisanie
czterech parametréw do trzech sktadowych deformacji bton, itp.), jednak Kkilka
przedstawionych ponizej kwestii wymaga sprostowania badZ usciélenia, szczegdlnie, ze
tekst z pewnoscia bedzie zrédtem informacji i inspiracji dla innych naukowcéw i studentéw.
Przede wszystkim trudno sie zgodzi¢ ze stwierdzeniem, ze liposomy wykazuja zgodnosc
metaboliczng z komoérkami (s. 10), a lipidy w rozpuszczalnikach organicznych
spontanicznie grupujg sie w struktury liposomowe (s. 11). Gtgbszego komentarza
wymagaja tez stwierdzenia, ze ,..dopiero przy 20 °C rozmiar liposoméw przestaje byc
zalezny od temperatury.” oraz ,Po 6. cyklu stabilizuje sie réwniez sita ekstruzji, co
wskazuje, ze liposomy w prébce zostajg uformowane..” ze s. 20, jak réwniez pojecie
Lantydefektéw dwuwarstwy lipidowej” (s.23). Przekaz zyskatby takze na klarownosci po
wprowadzeniu do tabeli 1 dodatkowego wiersza z przewidywanymi
wielkosciami/$rednicami liposomoéw wzgledem srednic poréw membran stosowanych do
ekstruzji (w odniesieniu do informacji na s. 85) oraz zachowaniu wiekszej precyzji przy
opisie wykonanych eksperymentéw (m.in. brak wzmianki, ze w badaniach opisywanych
na s. 16 poréwnywano wyniki uzyskiwane z mikroskopu fluorescencyjnego z
analogicznymi uzyskiwanymi dzieki mikroskopowi konfokalnemu; nie do kornca prawdziwe
stwierdzenie, ze w pracy 2. stwierdzono brak réznic wiasciwosci mechanicznych w
zaleznoéci od rozmiaru liposoméw - w tej pracy trudno znalez¢ odpowiedni komentarz na

ten temat, nie ma tam tez informacji w zakresie jakich wielkosci/Srednic liposomow
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prowadzono badania, itp.). Bardzo wskazane byloby takze zdefiniowanie pojecia
kierowanych nosnikéw substancji biologicznie czynnych, gdyz w odczuciu recenzenta to,
co sugeruje Autorka w pierwszym zdaniu podsumowania na s.51-52 nie uwzglednia
aspektu selektywnosci i predefiniowanej lokalnej akumulacji w organizmie po podaniu

nosnikow,

Badania, ktore przeprowadzita mgr inz. Joanna Kiec w ramach realizacji projektu
doktorskiego majq nie tylko duza wartos¢ poznawcza, ale sg takze bardzo dobrym
przyktadem kreatywnego podejscia metodologicznego w procesie eksplorowania wiasciwie
zidentyfikowanych przez nig obszarow badawczych. Wspdlnym mianownikiem trzech prac
eksperymentalnych jest dazenie do obiektywizacji metodologii pomiaréw wiasciwosci
mechanicznych liposoméw wraz z identyfikacjg czynnikdéw majacych potencjalny wptyw
na uzyskiwane wyniki. Doceni¢ nalezy przede wszystkim proby wyjscia poza ramy
zdefiniowane przez dotychczas wykorzystywane w tego typu pomiarach techniki
eksperymentalne. Druga praca przedstawionego do recenzji cyklu stanowi cenny wkfad w
rozwdj techniki spektroskopii drgan termicznych majacej zastosowanie w wyznaczaniu
wspotczynnika sztywnosci zginania (ang. bending rigidity) bton liposoméw o $rednicy
przekraczajacej 1 um. Przeprowadzone badania wskazaty, ze zaréwno rodzaj stosowanej
sondy fluorescencyjnej jak i tryb obrazowania (mikroskopia fluorescencyjna szerokiego
pola vs mikroskopia konfokalna) nie wptywaja znaczaco na uzyskiwane wyniki. Natomiast
rozbudowana analiza statystyczna prezentowanych w pracy wynikéw wskazata na
asymetryczny rozkiad otrzymanych danych liczbowych i tym samym pozwolita
zidentyfikowa¢ potencjalne zrodio rozbieznosci uzyskiwanych dotychczas wartosci
badanego parametru.

W odczuciu recenzenta centralnym punktem rozprawy sa dwie kolejne publikacje
recenzowanego cyklu, a ich wspdélnym rdzeniem jest innowacyjne podejscie
metodologiczne. Z opublikowanych dotychczas raportéw wytania sie obraz bardzo
ograniczonych, lub wrecz niemozliwych do realizacji pomiaréw wiasciwosci mechanicznych
pecherzykéw lipidowych w skali submikrometrowej. Zaproponowane w tych publikacjach
rozwigzanie opiera sie na pomiarach sity i przeptywu w trakcie procesu ekstruzji, co w
pofaczeniu z prostotg koncepcyjng i automatyzacjg procesu otwiera mozliwosci
zaimplementowania tego rozwigzania zaréwno w skali laboratoryjnej jak i technologicznej.
Autorzy przeprowadzili systematyczng analize wilasciwosci fizykochemicznych
uzyskiwanych liposoméw w zawiesinie wodnej z uzyciem szeroko stosowanych metod

dynamicznego rozpraszania Swiatta i kriogenicznej transmisyjnej mikroskopii
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elektronowej. Interpretacja uzyskanych wynikéw w kontekscie danych literaturowych
pozwolita autorom wysnu¢ bardzo interesujace, a jednoczesnie odwazne twierdzenie, ze
mechaniczne wiasciwoéci dwuwarstwy lipidowej zasadniczo nie zaleza od $rednicy
pecherzykéw liposomowych (dla liposoméw o $rednicy co najmniej 100 nm). Osiagnigcie
to zmotywowato Autoréw do wykorzystania wygenerowanych za pomocq ich systemu
eksperymentalnego danych do opisu mechanizmu formowania pecherzykow
jednowarstwowych w procesie ekstruzji na poziomie molekularnym. Dodatkowo, w trakcie
tych eksperymentéw monitorowano wymiane lipidow pomigdzy indywidualnymi
pecherzykami metodg transferu energii rezonansu Forstera (FRET). Dane z tego etapu
badan postuzyty do stworzenia nowej, alternatywnej w stosunku do dotychczasowych
koncepciji opisujacej poszczegdlne etapy jednego z najczesciej wykorzystywanych w skali
laboratoryjnej i technologicznej procesow formowania liposomoéw, co $wiadczy o bardzo
tworczej i $émiatej postawie Autoréw. Doktorantka podsumowuje to stwierdzeniem, ze
podczas ekstruzji liposoméw nie zachodzi zjawisko fuzji liposoméw oraz nie zostaje
utworzony cylindryczny pecherzyk wewnatrz porow membrany poliweglanowej, a
proponowany przez nia model przewiduje powstawanie liposomow na wejsciu do pora w
wyniku dezintegracji wiekszego pecherzyka na mniejsze, jednowarstwowe liposomy.

Przy rozwazaniu wartosci naukowej omawianych prac nalezy zaznaczy¢, ze dobor metod
i sposéb realizacji badan nie budzi wiekszych zastrzezen. Generalnie, konkluzje, cho¢ w
kilku aspektach odwazne i w duzym stopniu warunkowane zatozeniami, znajduja swoje
odzwierciedlenie w przedstawionych danych, a wyniki majq nie tylko wartos¢ poznawcza,
ale takze potencjat aplikacyjny. Niemniej, pojawia si¢ kilka opisanych ponizej kwestii,
ktdre wymagatyby bardziej dogtebnej dyskusji.
1. Przede wszystkim, jak zostato to trafnie ujete w ostatniej pracy cyklu, przebieg procesu
ekstruzji zalezy nie tylko od wspotczynnika sztywnosci zginania ale takze od innych
wiagciwosci dwuwarstwy lipidowej (m.in. jej przepuszczalnosci dla czasteczek wody), co
zreszta najprawdopodobniej znalazto odzwierciedlenie w obserwowanych niezgodnosciach
pomiedzy parametrami mierzonymi przez Autoréw, a danymi literaturowymi dla
dwuwarstw zawierajacych rézne stezenia cholesterolu. W zwiazku z tym rodzi sig pytanie
czy istnieje uniwersalna sciezka interpretacji danych uzyskanych w zaproponowany
spos6b dla uktadéw, wzgledem ktoérych brakuje odniesienia do innych danych
literaturowych?
2. W jaki sposob wyjéciowe parametry (warstwowos¢, wielkosc, homogennos¢ itp.)
pecherzykéw MLV (ktére z pewnosciq sq zalezne od skiadu lipidowego, ale takze od

warunkéw przygotowania itp.) moga wptywac na mierzone parametry mechaniczne?
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3. Na ile zaprojektowany i wykorzystywany w pracy system pomiarowy moze by¢ wrazliwy
na fluktuacje wynikajgce z jego mechaniki (np. opér wynikajacy z tarcia ttoczkow
wzgledem powierzchni wewnetrznych strzykawek i jego zmiany w trakcie eksperymentu i
przy kolejnych powtdrzeniach)? W tym kontekscie, nietrudno sobie wyobrazi¢, ze
zawiesina liposomow w poréwnaniu do czystych roztwordw wodnych moze stanowi¢ rodzaj
lubrykanta dla mechanicznych elementéw systemu.
4. Czy bardzo staby odzysk lipidow po ekstruzji w niektérych eksperymentach nie rzutowat
negatywnie na mozliwosci obiektywnego przeprowadzenia pomiaréw rozmiaru i PDI
liposomow?
5. Jakie mogtoby byc racjonalne wyttumaczenie formowania sie stosunkowo duzych
pecherzykéw liposomowych (o srednicach 200 - 500 nm) zbudowanych z DPPC w temp.
35 °C (faza pofatdowana, ang. ripple phase) przy niskich przeptywach?
6. W ostatniej pracy zawartej w dysertacji autorzy sugeruja, ze sita ekstruzji w szostym
cyklu odzwierciedla gtéwnie roznice cisnien konieczng do deformacji pecherzykdéw podczas
przepychania ich przez pory membrany. Jakie procesy mogq sta¢ za niewielkim,
aczkolwiek systematycznym obnizaniem sie sity ekstruzji w kolejnych cyklach (s. 87,
«Figure 4")? Potrzeba dodatkowego komentarza pojawia sie takze przy poréwnaniu
wartosci na osiach rzednych w ,Figure 3" (s. 86) oraz ,Figure 4A” (s. 87).

Rozwazenie wyszczegdlnionych powyzej kwestii bytoby cennym dopetnieniem catodci i
amplifikujac wrazenie, ze cykl publikacji stanowigcy podstawe recenzowanej pracy
doktorskiej stanowi istotny i oryginalny wktad w rozwoj reprezentowanej przez Autorke

dziedziny nauki.

Podsumowujgc, jestem przekonany, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska
Pani mgr inz. Joanny Kiec spetnia wszystkie warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018r., poz. 1669 z
pézn. zm.), a dorobek naukowy Doktorantki w petni uzasadnia nadanie jej stopnia
naukowego doktora w dyscyplinie naukowej inzynieria biomedyczna. Niniejszym wnosze
o dopuszczenie mgr inz. Joanny Kiec do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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