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RECENZIA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Agaty Metery
pt. ,Srodowiskowo czute emulsje wielokrotne do uwalniania chemoterapeutykéw”

wykonanej pod kierunkiem dr hab. inz. Ewy Dtuskiej, prof. uczelni
na Politechnice Warszawskiej

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Agaty Metery zostata przygotowana
na Wydziale Inzynierii Chemicznej i Procesorowej Politechniki Warszawskiej, gdzie z ogromnym
powodzeniem prowadzi si¢ badania nad konstrukcja i praktycznym wykorzystaniem nowatorskich
noénikdbw majacych za zadanie poprawienie dostarczania lekéw bezposrednio do komdrek
zmienionych chorobowo, zwtaszcza tych ,trudno dostepnych” dla klasycznych terapii. Poznanie
mechanizméw lezgcych u podfoza tych procesdw ma znaczenie nie tylko poznawcze, ale rowniez
ogromny potencjat praktyczny, gdyz efektywne dostarczanie leku jest kluczowe dla powodzenia

terapii wielu schorzeri, w tym nowotworowych i neurodegeneracyjnych.

Doktorantka postawita przed sobg ambitny cel wytworzenia stabilnych uktadéw emulsji lipidowych
ze ztozong hierarchiczna struktura wewnetrzng w réznych wariantach oraz umieszczenia w nich
klasycznego leku uzywanego do leczenia guzéw moézgu, jakim jest doksorubicyna (DOX). Nastepnie
przetestowania efektywnosci uwalniania DOX do komérek glejakow w hodowli in vitro oraz
zbadania cytotoksycznoéci. Swoja prace doswiadczalng Badaczka rozpoczeta od procedury
testowania wielu réznych materiatéw i parametréw — sktadnikéw faz emulsji. Szczeg6towo opisata
i udokumentowata procedury, ktére ostatecznie doprowadzity do wytworzenia, a nastgpnie
scharakteryzowania oraz wybrania dwéch rodzajow emulsji o najkorzystniejszych zatozonych
parametrach i zawierajacych wbudowang doksorubicyne. Bardzo ciekawym pomystem byto

zastosowanie materiatu reagujacego na zmiany pH, tj. soli sodowej karboksymetylocelulozy w
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fazie zewnetrznej emulsji. Oba nosniki emulsyjne okazaly si¢ stabilne w przedziale czasowym
siedmiu dni. Kolejnym podejsciem do$wiadczalnym byto przetestowanie otrzymanych emulsji jako
noénikéw substancji leczniczej w hodowlach komérek linii nowotworowych glejaka
wielopostaciowego in vitro. Wybrano trzy linie komdrkowe, U-87 MG, LN229 i T98G. Emulsje
wielokrotne bez enkapsulowanej DOX wykorzystane byty do weryfikacji cytotoksycznosci
wybranego nosnika substancji czynnej. Oznaczano zywotnos¢ komorek przy pomocy
standardowego testu metabolicznego, jakim jest AlamarBlue. Badania biologiczne Doktorantka
rozpoczeta od doswiadczeri kontrolnych polegajacych na sprawdzeniu, czy istnieje pozytywna
korelacja pomiedzy liczba wysianych komérek oraz czasem ich hodowli a intensywnoscia sygnatu
fluorescencyjnego, oznaczanego testem metabolicznym. Po uzyskaniu zadawalajacych wynikow
przystapita do ustalenia i wyboru do dalszych badar in vitro dawki DOX enkapsulowanego w
emulsjach. Przeprowadzone badania doprowadzity do wyznaczenia wartosci IC50, czyli
minimalnego stezenia DOX hamujacego w 50% zywotno$¢ komorek. Nastepnie Autorka
przeprowadzita badania toksycznosci w trzech punktach czasowych, stosujac wybrany zakres
stezen. Eksperymenty obejmowaty oznaczenie i poréwnanie zywotnosci komérek glejakow w
obecnosci dwéch typéw emulsji zawierajacych lub niezawierajacych doksorubicyny. Ponadto
zbadata i poréwnata cytotoksyczno$é chemoterapeutyku dostarczonego w postaci emulsyjnej i w
postaci roztworu. Wyniki pokazaly, ze emulsje niezawierajace leku nie obnizaty zywotnosci
komérek nowotworowych. Natomiast emulsje z zawartym lekiem wykazaly silne dziatanie
toksyczne, obnizajac zywotnosé glejakéw do poziomu 1-5% lub 16%, odpowiednio w przypadku
emulsji D1 lub D2. Dalsze eksperymenty pokazaty, ze DOX podana w roztworze, czyli w sposob
klasyczny (tak jak podaje sie jg pacjentom) wykazata stabsza cytotoksycznos¢ w poréwnaniu do
tych samych stezen i czasu traktowania DOX w emulsjach, obnizajagc zywotnos¢ komorek do
maksymalnie 24%. Kolejnym etapem pracy byfo oznaczenie szybkosci uwalniania leku z emulsji w
érodowisku o pH neutralnym, charakterystycznym dla zdrowej tkanki oraz kwasnym, ktore
przypomina warunki panujagce wewnatrz guza nowotworowego. Badania przeprowadzono
zarébwno w $rodowisku bez komérek, jak i w obecnosci glejakdw. Analiza profili uwalniania
chlorowodorku doksorubicyny wykazata, ze w $rodowisku kwasnym nastgpowato jego szybsze
uwalnianie w poréwnaniu ze $rodowiskiem o pH 7.4. To bardzo cenny wynik, ktéry pokazuje, ze
uwalnianie leku z uzyskanych emulsji moze zachodzi¢ znacznie efektywniej i w krotszym czasie w

guzie nowotworowym w poréwnaniu do tkanki zdrowej. Nastgpnie udato sie doswiadczalnie
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wyznaczy¢ stata eliminacji substancji czynnej w obecnosci komérek. Okazato sig, ze uwalnianie
DOX zachodzi szybciej z wielokrotnej emulsji o drobniejszych kroplach. Ostatnim ambitnym celem
pracy doktorskiej bylo matematyczne modelowanie proceséw nowotworowych i doswiadczalna
ocena wynikéw uzyskanych modeli. Umozliwito to stworzenie modelu opisujacego przebieg
procesu uwalniania, transportu i eliminacji leku. Poréwnanie modelowych krzywych uwalniania
substancji czynnej z emulsji z wynikami profili eksperymentalnych uwalniania DOX w srodowisku
komérek nowotworowych pokazato zgodnos¢ swiadczaca o prawidtowym wyznaczeniu
parametréw. Wyniki te umozliwiajg przewidywanie i zaplanowanie dawki chemoterapeutyku na

podstawie modelowania oraz danych eksperymentalnych.

Podsumowujac, uzyskane wyniki przynosza nowe, znaczace ustalenia w zakresie badan nad
mechanizmem wytwarzania i zastosowania wielokrotnych emulsji lipidowych w celu dostarczenia
chemoterapeutykéw do komérek nowotworowych. Nalezy podkresli¢, ze wyniki te zostaty juz
opublikowane w cenionych czasopismach. Doktorantka jest pierwsza autorka lub wspétautorka
trzynastu prac doswiadczalnych lub przegladowych o podobnej tematyce oraz dwudziestu
czterech doniesien na konferencjach zaréwno krajowych jak i miedzynarodowych. Czes¢ z tych
materiatéw réwniez zostata opublikowana. Ponadto pani mgr inz. Agata Metera jest laureatka
licznych nagréd i stypendidw, ktére otrzymata podczas studiéw doktoranckich, co pokazuje, ze jej

praca naukowo-badawcza zostata juz doceniona przez szerokie gremium recenzentow.

Rozprawa doktorska pod wzgledem edytorskim przygotowana jest wyjatkowo starannie. Nie
bytam w stanie dopatrzy¢ sig zadnych uchybien, z wyjatkiem czterech literowek. Doceniam tez
poprawno$¢ jezykowa. Zdania sa sformutowane jasno i logicznie, co bardzo ufatwia Sledzenie i
zrozumienie wynikéw skomplikowanych doswiadczen. Tekst opatrzony jest autorskim materiatem
ilustracyjnym oraz zdjeciami wykonanymi w mikroskopii elektronowej. Fotografie te stanowia
doskonate wyniki. Manuskrypt jest obszerny, sktada sie z ze 198 stron i ma uktad inny niz rozprawy
doktorskie, z ktérymi dane mi byto dotad sig zapoznac i recenzowac. Byly to prace z zakresu nauk
biologicznych lub biologiczno-medycznych. Klasyczny uktad takich rozpraw to oddzielne rozdziaty
typu: wstep, materialy i metody, wyniki oraz dyskusja. Jednakze bardzo podoba mi obecnie
recenzowana praca. Jest przejrzysta i utatwia $ledzenie skomplikowanych tresci. Nie potrafie
oceni¢, czy jest to typowe dla rozpraw doktorskich wykonywanych na uczelniach politechnicznych,

czy jest to wiasna inwencja twércza Doktorantki. W kazdym przypadku zastuguje na pochwate.
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Rozprawa podzielona zostata na osiem rozdziatéw, z ktérych kazdy stanowi mniejszg catosc.
Opatrzona jest tez streszczeniami w jezyku polskim i angielskim, podsumowaniem, spisem
literatury i symboli oraz materiatem dodatkowym w formie zatacznika. Szkoda tylko, ze nie zostata
dodana lista opublikowanych juz prac Doktorantki. Pierwsza cze$¢ rozprawy przedstawia i
uzasadnia cel podjetych badar. Nastepne trzy rozdziaty w obszerny sposéb opisuja aktualny stan
wiedzy, dotyczacy powstawania i progresji guzow nowotworowych ze szczegdlnym
uwzglednieniem guzéw mdzgu oraz istniejgcych podejs¢ terapeutycznych, takich jak klasyczne i
nowoczesne strategie chemoterapeutyczne. Szczegétowo zostata przedstawiona charakterystyka
nosnikéw substancji aktywnych, w tym emulsji lipidowych i ich ewentualnego zastosowania w celu
dostarczania i uwalniania substancji leczniczych do tkanki nowotworowej. Ciekawi mnie, czy
opisane terapie przeciwnowotworowe z uzyciem liposoméw sg stosowane w polskich szpitalach?
Nastepne rozdzialy zawierajg zarowno wstep, jak i opis wynikow wraz ze zwieztg dyskusja.
Zabrakto mi tu jednak gtebszej konfrontacji uzyskanych wynikéw z zastanym stanem wiedzy. Opisy
warunkéw eksperymentalnych s3 w wiekszosci przypadkéow doktadne, cho¢ skomplikowane i
wystarczajaco szczegotowe, by moc zosta¢ powtdrzonymi w niezaleznych eksperymentach przez
innych badaczy. Wartos¢ opisanych nowych metod w pracy jest duza i oceniam jg wysoko. Wyniki
prezentujg cykl bardzo starannie zaplanowanych doswiadczen, poczynajac od doswiadczen
kontrolnych, nastepnie szczegétowych analiz az do modelowania matematycznego na podstawie
uzyskanych wynikdéw biologicznych. Otrzymane dane pokazujg, ze Doktorantce udato sie
zrealizowaé wszystkie zatozone cele. Dwa ostatnie rozdziaty to obszerne podsumowanie cafosci
pracy wraz z wnioskami i zakresleniem sugestii postepowania terapeutycznego oraz spis literatury

liczacy 230 pozycji.

Uwagi szczegotowe:

1. Bardziej prawidtowe bytoby uzywanie terminu ‘zywotnos$¢’ zamiast ‘przezywalnosé’ w
badaniach cytotoksycznosci in vitro, jako ze stosowano test oznaczajacy aktywnosé
metaboliczng komdrek (test AlamarBlue), a nie proliferacje czy Smier¢ komorkowa.

2. Rycina 6.17-6.20, 6.21-6.26, 6.27-6.32, 7.4 i 7.5-7.7 i 7.9-7.12: brak analizy statystycznej.
Czy pokazane rdznice byly istotne statystycznie? Nie znalaztam istotnosci zaznaczonych na
wykresie w postaci gwiazdek ani podanych informacji na ten temat w opisie doswiadczenia.

3. Tabela 6.1: Uwazam, ze przydatby sie opis takze pod tabelg, a nie tylko w tekscie.




4. Strona 117: w jaki sposob sprawdzano, czy chlorowodorek doksorubicyny nie adsorbuje sie
na ptytkach? Zabrakto mi w opisie wyjasnienia. Jest tylko stwierdzenie, ze ,Badania
potwierdzity brak adsorpcji substancji oznaczonej na powierzchni wykorzystywanego
sprzetu.”

5. Rozdziat 8, strona 134-136: ponowny szczegétowy opis guzéw nowotworowych nie wydaje
mi sie potrzebny. Jest to jednak moja subiektywna ocena, z ktéra Autorka ma prawo si¢ nie

zgodzic.

Wymienione powyzej nieliczne, drobne uwagi krytyczne nie majg wptywu na wartosc
merytoryczng pracy, ktérg oceniam bardzo wysoko. Badania wykonane przez Doktorantke s3
oryginalne i metodycznie nowatorskie, przynosza znaczace ustalenia w zakresie wytwarzania i
badan nad mechanizmem dziatania nowych nosnikdw majacych za zadanie dostarczanie lekow do
komorek glejakéw. Z terapig przeciwnowotworowg guzéw modzgu oparta na nowych nosnikach
lekéw wigze sie obecnie wielkie nadzieje, poniewaz s one oporne na klasyczng chemioterapig.
Uzyskane wyniki mogg przyczynic sie do wyznaczenia nowych, potencjalnych celow
terapeutycznych oraz opracowania nowatorskich strategii leczniczych. Na tej podstawie
stwierdzam, ze rozprawa doktorska pt. ,Srodowiskowo czute emulsje wielokrotne do uwalniania
chemoterapeutykéw” spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017
r. poz. 1789). Przedktadam zatem wniosek do Rady Naukowej Dyscypliny Inzynieria Chemiczna
Wydziatu Inzynierii Chemicznej i Procesorowe]j Politechniki Warszawskiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Bioragc pod uwage wysokg warto$¢ naukowa rozprawy doktorskiej, ze wzgledu na istotnos¢
tematyki oraz osiggniete wyniki, a takze to, iz wieksza czes¢ rezultatow zostata juz opublikowana w

renomowanych czasopismach, wnioskuje o jej wyrdznienie.

dr hab. Elzbieta Speina



