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Recenzja pracy doktorskiej mgr Marleny Pazdzior-Heiske

» Wybrane nosniki do sporzgdzania formulacji terapeutycznej

chemioterapeutyku przydatnego w onkologit”

HOROBY nowotworowe stanowia nadal jedno z najpowazniejszych wyzwan wspolczesnej
medycyny, a prognozy wskazujg na znaczny wzrost zachorowan w najblizszych latach. Nic
nie wskazuje na to, aby trend ten mial si¢ zmieni¢. Oproécz wprowadzania do terapii nowych
substancji przeciwnowotworowych, bardzo istotnym watkiem badan jest opracowywanie efektywnych
systeméw dostarczania lekéw, ktére pozwola na dotarcie substancji czynnej bezposrednio do ogniska

nowotworowego, jednoczeénie ograniczajac efekt toksyczny wobec calej reszty zywego organizmu.

Specjalne, targetowane dostarczanie do tkanki nowotworowej ogranicza niepozadane efekty tera-
pii konwencjonalnym dawkowaniem, takie jak szybka eliminacja leku z organizmu, koniecznosé
wielokrotnego dawkowania, jak réwniez potrzeba zwiekszania stezen do osiagniecia efektu tera-
peutycznego. Optymalizacja nosnikow nie jest tatwym zadaniem, a idealny nosnik leku w terapii
celowanej powinien spelniaé calta liste warunkow, takich jak stabilnos¢ biochemiczna obojetnosé,
biokompatybilnosé, biodegradowalnoéé, zdolnosé do transportu odpowiedniej dawki terapeutycznej

oraz kontrolowana i przewidywalna szybko$é uwalniania.

Wybér tak odwaznego tematu w przedlozonej do recenzji pracy, wykonanej pod promotorstwem
dr hab. VIOLETTY Ko0zIK w Instytucie Chemii Uniwersytetu Slaskiego, nalezy ocenié¢ wysoko. Ma
ona forme typowej dysertacji o objetoéci 204 strony, ktéra zostala zdeponowana w elektronicznym
Archiwum Prac Dyplomowych Uniwersytetu Slaskiego. Do recenzji przekazano oprécz pliku z su-
mami kontrolnymi oprawiony wydruk pracy, ktéry zawiera dodatkowo odbitki dwéch obrzernych
dotychczas opublikowanych prac: pierwszej w International Journal of Molecular Sciences, a drugiej

w Pharmaceutics.

Rozprawa skupia sie na poszukiwaniu i wyselekcjonowaniu optymalnych nosnikéw dla chemiote-
rapeutykow w terapii onkologicznej w kontekScie poprawy skutecznoéci leczenia i minimalizacji

dzialan niepozadanych takiej terapii. Badania Doktorantki obejmowaly synteze i analize réznych



substancji bedacych potencjalnymi nosnikami, a ostatecznie do dalszych, bardziej szczegdltowych

badan Autorka wybralta liposomy.

Cze$¢ teoretyczna pracy zawiera wszelkie potrzebne informacje do wprowadzenia czytelnika w te-
matyke i udowadnia ogdlna wiedze Doktorantki w podjetej dziedzinie. Doktorantka przedstawia
pojecie leku, procesy ADME, indeks terapeutyczny, definicje dawek. Omawia zalety systemow
kontrolowanego uwalniania lekéw, ktére zapewniaja state stezenie leku w osoczu przez diuzszy czas,
w przeciwienstwie do konwencjonalnych metod. Opisuje réwniez lipofilowosé jako ceche kluczows
dla rozpuszczalnosci, wchlaniania i rozkltadu leku w organizmie, lacznie z metodami jej oznacza-
nia. Autorka dokonuje rowniez przegladu nanonosnikéw: pochodnych tlenkéw grafenu, egzosoméw,

hydrozeli na bazie chitozanu oraz haloizytu, albumin i liposomoéw.

Jednostronicowy cel pracy jest sformutowany oszczednie, ale konkretnie i wlasciwie. Doktorantka
podjela sie wyselekcjonowania i zbadania no$nikéw do sporzadzania formulacji terapeutycznej.
Po wstepnych badaniach nad pochodnymi tlenkéw grafenu, egzosomami, hydrozelami na bazie
chitozanu i haloizytem, liposomy zostaly uznane za najbardziej obiecujace nosniki i staly sie
gltéwnym przedmiotem dalszych badan. Taka strategia badawcza udowadnia umiejetnosé Doktorantki
w zakresie projektowania badan wstepnych i decydowania o dalszej pracy na podstawie tych

wstepnych wynikéw.

Autorka przygotowata 18 nowych uktadéw liposomalnych, zawierajacych doksorubicyne, binimetynib
oraz nowy zwiazek 9-PBThACI, zaréwno pojedynczo, jak i w kombinacjach. Liposomy otrzymano
zmodyfikowang metoda odparowywania w odwréconej fazie. W celu zbadania wpltywu warunkow
fizjologicznych na uwalnianie lekéw, do formulacji liposomalnych dodano réwniez albumine surowicy
ludzkiej (HSA) oraz jej forme pozbawiona kwaséw ttuszczowych (dHSA). Badania prowadzono

w kilku temperaturach przy kilku wartosciach pH.

Rozktad wielkosci czastek Doktorantka analizowala za pomoca dynamicznego rozpraszania $wiatla
(DLS) i analizy $ledzenia nanoczastek (NTA), co pozwolilo potwierdzié, ze liposomy maja $rednice
ponizej 100 nm (ok. 70 nm) i sa dobrze zdyspergowane. Ich stabilno$é badano przez pieé¢ tygodni,
przechowujac probki w temperaturze 4°C i cotygodniowo mierzac szybko$é¢ uwalniania leku. Pomiary
spektrofotometryczne w zakresie UV i §wiatta widzialnego wykorzystano do rejestracji widm absorpcji

lekéw i ich komplekséw z liposomami i albuminami w réznych temperaturach i pH.

Proces uwalniania leku oceniano przez 5 godzin w réznych warunkach temperatury i pH, a uzy-
skane profile dopasowywano do sze$ciu modeli matematycznych w celu okreslenia kinetyki procesu.

Zastosowano mikroskop fluorescencyjny do wizualnej oceny struktur liposoméw i oceny zmian w ich



ksztalcie i wielkoSci w zaleznosci od zawartosci i warunkéw srodowiskowych, wykorzystujac barwienie
btekitem Nilu. Autorka okreslita rowniez wartosci teoretyczne i eksperymentalne lipofilowoéci dla

Binimetynibu, Doksorubicyny i 9-PBThACI w celu okreslenia powiazan z pozostalymi wynikami.

Do oceny statystycznej wykorzystano analize gtéwnych sktadowych (PCA), metode hierarchicznej
analizy skupiefi (HCA) oraz jednoczynnikowa analize wariancji. Wyniki potwierdzily, ze efektywnosé
kapsutkowania jest silnie uzalezniona od pH érodowiska. Obciazenie lekiem réwniez bylo zalezne
od pH. Najwigksze réznice w uwalnianiu zwiazkéw zaobserwowano przy pH 6,5, gdzie procent
kapsutkowania byt mniejszy. Wykazano, ze uwalnianie leku z liposoméw zalezy od otaczajacego pH

oraz umiejscowienia leku w nanonosniku.

Analiza spektrofotometryczna wykazala interakcje miedzy lekami w formulacjach zlozonych i pozwo-
lita zidentyfikowa¢ warto$¢ pH, przy ktérej profile wlasciwosci komplekséw liposomalnych ulegaty
zauwazalnym zmianom. Ocena uwalniania leku wykazala, ze zaréwno pH, jak i temperatura maja
bezpodéredni wpltyw na profile uwalniania lekéw z liposoméw. Profile uwalniania najczesciej najlepiej

dopasowywaly sie do funkcji wyktadniczych lub rozszerzonego model Freundlicha.

Wzrost temperatury do 41°C destabilizowal uklady liposomalne, co sugeruje, ze pH otoczenia moze
zmienia¢ wlasciwosci termiczne komplekséw. Stwierdzono, ze obecno$¢ albuminy (HSA i dHSA)
rowniez wpltywa na kinetyke uwalniania lekow, zmieniajac konfiguracje fosfolipidéw. Uzyskane przez
Autorke mikrofotografie potwierdzily kuliste ksztalty liposoméw i pozwolily na obserwacje zmian

wielkosci i rozmieszczenia.

Badania lipofilowosci pozwolity na stwierdzenie, ze teoretyczne wartosci clogP réznia sie w zaleznosci
od uzytego oprogramowania, co wskazuje na brak uniwersalnego programu do precyzyjnego wyzna-
czania tego parametru. Najwyzsze korelacje z danymi eksperymentalnymi uzyskano dla programéw

SybylX i Osiris.

Analiza wielowymiarowa pozwolila na pogrupowanie formulacji na podstawie ich profili uwalniania.
Wyraznie oddzielono liposomy zawierajace Doksorubicyne od tych z 9-PBThACI, a kompleksy
liposom-lek-albumina tworzyty odrebne skupienia, co potwierdza wplyw albuminy na wlasciwosci
uwalniania leku. Jednoczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) potwierdzila istotny statystycznie
wplyw pH $rodowiska oraz temperatury na stopien uwalniania enkapsulowanych lekéw z badanych
uktadéw liposomalnych. Szkoda jedynie, ze wyniki PCA, zaréwno w publikacji, jak i w dysertacji,
nie zawieraja wektorow obciazen oraz ich interpretacji. Taka mozliwosé jest kluczowa cecha PCA
i zwykle pozwala na znaczne poszerzenie uzyskanych wnioskéw. O tym, czy w tym przypadku taka

interpretacja wniostaby co$ nowego, mozna podyskutowaé¢ na obronie pracy.



Recenzowana rozprawa stanowi odpowiedzi na istotne z punktu widzenia nauki pytania, a do

najwazniejszych jej osiagnie¢ nalezy zaliczy¢:

o wyselekcjonowanie liposoméw jako najbardziej obiecujacych no$nikéw w badanej terapii

o potwierdzenie skutecznosci metodologia odparowywania w odwréconej fazie (mREV) do

przygotowania stabilnych liposomalnych formulacji

o stwierdzenie, ze obecnos¢ albuminy wyraznie modyfikuje termiczny profil komplekséw lekow

zamknietych w liposomach

e zaobserwowanie interakcji pomiedzy lekami w formulacjach ztozonych.

Podsumowujac, praca doktorska mgr Marleny PaZdzior-Heiske spelnia warunki okreslone w art.
13 ust. 1 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) oraz art. 179 ustawy z dnia 3 lipca 2018
r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 30 sierpnia
2018 r. poz. 1669). Wnioskuje zatem o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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