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RECENZJA

ROZPRAWY DOKTORSKIE) MGR INZ. KAMILI SZOSTAK-PALUCH
ZATYTULOWANE! ,,KOMORKOWY MODEL FARMAKOKINETYCZNY PRZEZNACZONY DO TESTOWANIA KIEROWANYCH
NOSNIKOW LEKOW” WYKONANEJ W KATEDRZE INZYNIERII BIOMEDYCZNEJ, POLITECHNIKI WROCtAWSKIE]
POD KIERUNKIEM PROMOTORA PROF. DR HAB. INZ. MARKA LANGNERA

ORAZ PROMOTORA POMOCNICZEGO DR HAB. INZ. MAGDALENY PRZYBYLO

1. Podstawa formalno-prawna opracowania recenzji

Przedmiotem recenzji jest dysertacja doktorska pani mgr inz. Kamili Szostak-Paluch zatytutowana
,Komoérkowy model farmakokinetyczny przeznaczony do testowania kierowanych nosnikow lekow”
wykonana pod kierunkiem promotora prof. dr hab. Inz. Marka Langnera, oraz promotora
pomocniczego, pani dr hab. inz. Magdaleny Przybyto. Podstawa formalng opracowania recenzji jest
pismo z dnia 9 grudnia 2020 {nr K65W11D04/372/2020) od Przewodniczacej Komisji ds. Stopni
Naukowych w Dyscyplinie Inzynieria Biomedyczna, pani prof. dr hab. inz. lek. Haliny Podbielskiej, w
sprawie powierzenia mi oceny rozprawy doktorskiej mgr inz. Kamili Szostak-Paluch. Recenzja ma na
celu ustalenie, czy rozprawa spetnia wymogi okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003
roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z dnia

27 wrzesnia 2017 poz. 1789).

2. Formalna ocena pracy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma uktad typowy dla rozpraw doktorskich o charakterze
eksperymentalnym. Zostata napisana klarownym i poprawnym jezykiem. Btedy literowe, gramatyczne i
sktadniowe nie s3 liczne, wiec nie bede ich wymieniac. Rozprawa liczy 181 stron i skfada sie z
nastepujacych rozdziatéw: streszczenie, wstep, cele i zatozenia pracy, materialy, metody, wyniki i
dyskusja, podsumowanie oraz spis literatury. W pracy odnotowano, ze byta finansowana z Narodowego
Centrum Nauki w ramach programu PRELUDIUM 13 na realizacje projektu ,Model transportu
nanoagregatow lipidowych przez komorki nabtonkowe z uwzglednieniem dalszych etapdéw

farmakokinetycznych”, nr identyfikacyjny: UMO-2017/25/N/NZ7/02165.



3. Ocena merytoryczna zawartosci poczatkowych czesci rozprawy

Wstep jest najlepiej napisang czescig pracy. Obejmuje 44 strony, na ktérych podjeto szeroki zakres
tematéw. Opisano w nim nano-farmaceutyki, gtéwnie liposomy, normy obowigzujace w badaniach
farmaceutykdw, pewne aspekty badarn z zakresu biologii molekularnej, mechanizmy endocytozy
liposomoéw, srodki przeciwbakteryjne, leki przeciwnowotworowe oraz zwigzki zelaza w postaciach
liposomowych, a takie modele komdrkowe do badan in vitro. Mimo tak szerokiego zakresu
tematycznego, wstep jest napisany z duzym zrozumieniem poruszanych zagadnien i dobrze sig go czyta.
Nastepnie autorka przedstawita cele i zatozenia pracy. Autorka napisata, ze ,gtéwnym celem
prezentowanych badarn jest rozwinigcie metodologii pozwalajacej na powigzanie parametréw nano-
farmaceutykéw z ich efektywnoscia”. Moim zdaniem tak sformutowany cel nie jest zgodny z tytutem
rozprawy. Ten wiaénie cel byt realizowany, a tytut rozprawy jest niefortunnie sformutowany i mylgcy.
Odniose sie do tego w dalszej czesci recenzji.

Rozdziat materiaty liczy okoto 4 stron i wydaje mi sie kompletny.

Reasumujac, powyiej opisane rozdzialy sg wiasciwie napisane i nie mam do nich zadnych zastrzezer.

4. Ocena merytoryczna zawartosci dalszych rozdziatéw rozprawy

Rozdziat metody liczy 23 strony. Opisano w nim szereg metod z zakresu przygotowania liposomowych
form lekéw, hodowle komorek bakteryjnych, hodowle linii komorek nowotworowych, metody badania
aktywnosci przeciwbakteryjnej, metody badania cytotoksycznosci, metody badania wnikania
liposoméw do komérek, metode badania ekspresji genow w komarkach, metode badania poziomu
biatek w komdrkach, metode oznaczania reaktywnych form tlenu w komdrkach oraz symulacje
prowadzone metodg dynamiki molekularnej. Nie czuje sie kompetentna do oceny poprawnosci metod z
zakresu przygotowania liposomowych form lekéw, ani symulacji bton lipidowych prowadzonych
metoda dynamiki molekularnej, mam nadzieje ze drugi recenzent jest w stanie oceni¢ ten fragment
rozprawy.

Pozostate metody znam dobrze i dlatego musze przyznaé, ze uwazam za btedny jeden element metody
opisanej na stronach 79 i 80 (przygotowanie hodowli komdrek do testu MTT). Komoérki te dwukrotnie
wysiewano na ptytki 96-cio dotkowe. Po raz pierwszy po 10 tysiecy komorek wysiano do dotkdw, a po
24 godzinach ponownie wysiano je do dotkéw na takiej samej ptytce. Wydaje sig, ze to btedne
postepowanie, poniewaz zebranie komérek z dotka w 96-dotkowej ptytce jest trudne i na pewno nie
wszystkie komorki zostajg przeniesione. Ponadto, w rozdziale metody nie znalaztam informaciji o liczbie

powtorzen wykonywanych eksperymentéw.



Kolejny rozdziat to opis wynikéw i ich dyskusja. Pierwszym opisanym i scharakteryzowanym
preparatem jest liposomowa formulacja oktenidyny, ktérej aktywnos$¢ okreslono badajgc zahamowanie
wzrostu bakterii E.coli, w zaleinosci od czasu kontaktu bakterii z preparatem. Aktywnos¢ badanej
formulacji poréwnano do aktywnosci dostepnego komercyjnie Octaniseptu®, a wyniki zbiorcze
przedstawiono na rysunu 16. W opisie wynikow autorka stwierdzita, ze ,formulacja komercyjna wydaje
sie by¢ bardziej efektywna”. Gdyby autorka wykonata analize statystyczng otrzymanych wynikow,
mogtaby uzyé bardziej naukowo brzmigcego sformutowania.

W nastepnej czesci rozdziatu opisano kilka formulacji liposomowych oktenidyny i kilka formulacji
liposomowych chlorheksydyny, scharakteryzowano ich rozmiary, stabilno$é, wbudowanie sond
fluorescencyjnych, a nastepnie modelowano sposéb wbudowania oktenidyny do btony liposomow za
metodg dynamiki molekularnej. Niestety aktywno$¢ tych preparatow nie byta juz sprawdzana na
bakteriach.

W kolejnej czeéci rozdziatu opisano i scharakteryzowano szereg liposomowych formulagji
doksorubicyny. Jedng z badanych cech byt poziom zamkniecia doksorubicyny obliczony wg wzoru ze
strony 114. Na ile rozumiem symbole podane we wzorze, to wzor ten pozwala wyliczy¢ poziom
niezamknietej w liposomach doksorubicyny (jesli tak jak podano DOXs to doksorubicyna zmierzona w
roztworze poza liposomami).

Dalej opisano dwanascie liposomowych formulacji zwigzkéw zelaza. Jednym z badanych zwigzkow byt
Ferrum Lek, ktdry na stronie 115 nazwano kompleksem tlenku zelaza Ill z dekstranem, a na stronie 116
kompleksem zelaza lll z izomaltoza. Co najmniej jeden z tych dwdch opisow preparatu Ferrum Lek musi
byé btedny. Rowniez w tym akapicie mam watpliwos¢ co do prawidiowosci wzoru na wydajnosc
zamykania zwigzkow zelaza (str. 120).

Kolejny podrozdziat w zatozeniu miat by¢ opisem endocytozy stworzonych wcze$niej liposomowych
form lekéw. Endocytoze badano w dwéch modelach komdérkowych z wykorzystaniem mikroskopii
konfokalnej. Linie komdérkowe wykorzystane w badaniach to mysie makrofagi J774A.1 oraz ludzki
nowotwodr piersi SK-BR-3. Badano inkorporacje wolnej postaci doksorubicyny, liposomowej
doksorubicyny dostepnej komercyjnie (Caelyx®) oraz znakowanych rodaming, niezawierajacych
doksorubicyny lecz dekstran lippsomow przygotowanych przez autorke. O ile rozumiem dobdr dwdch
lekéw kontrolnych, to nie potrafie zrozumie¢ dlaczego autorka nie wykorzystata przygotowanej przez
siebie liposomowej formulacji doksorubicyny do tych eksperymentéw. Réwniei nie rozumiem doboru
metodyki i prezentacji uzyskanych wynikow. Jesli chce sie badaé proces endocytozy, a nastgpnie
transportu do jadra komorkowego z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej, nalezy uiy¢
fluorescencyjnych znacznikéw pozwalajgcych na ocene lokalizacji w endosomach oraz w jadrze

komdérkowym. Wowczas badajac tzw. kolokalizacje, moina z duig doza pewnosci stwierdzic miejsce



docelowe endocytowanej substancji. Niestety autorka nie uzyta zadnego znacznika, wiec lokalizacji
preparatéw mozina sie jedynie domysla¢. Ponadto na rysunku 28 zdjecia D-F s3 wykonane w innym
powiekszeniu, niz wszystkie pozostate. Z przykroscig musze stwierdzic, ze jako$¢ prezentowanych zdjec
nie przekracza mozliwosci zwyktego mikroskopu fluorescencyjnego.

Paragraf 6.4.2 zatytutowany jest ,Endocytoza formulacji liposomowej doksorubicyny”. Na stronie 132
autorka napisata, ze ,zaproponowano kompleksowg analize z wykorzystaniem techniki real-time PCR.
Metoda ta umoiliwia ocene stopnia zaangazowania poszczegolnych szlakow w procesie internalizacji
liposoméw z réznorodna struktura cze$ci wewnetrznej na poziomie genetycznym”. Niestety nie moge
zgodzi¢ sie z tym stwierdzeniem. Metoda real-time PCR stuzy do badania ekspresji genéw w sposdb
poréwnawczy (w odniesieniu do ekspresji innego genu) lub ilosciowy (w odniesieniu do krzywej
standardowej dla badanego transkryptu). Z kolei poziom ekspresji badanego genu zalezy od bardzo
wielu czynnikéw, w tym od aktualnego zapotrzebowania komorki na kodowane przezen biatko, od
stabilnosci biatka, od obecnosci mikroRNA itp. Nie ma mocnych przestanek, aby sgdzi¢ ze ekspresja
genéw kodujgcych biatka budujgce pecherzyki endocytarne zaleiy od aktualnie uzywanej przez
komérke $ciezki endocytarnej. Sg natomiast dostepne modele komérkowe pozbawione wybranych
biatek zaangazowanych w rdézne $ciezki endocytozy. Przez poréwnanie wydajnosci endocytozy w takim
modelu z endocytoza w tzw. modelu dzikim mozna wnioskowaé¢ o zaangazowaniu danego biatka w
proces endocytozy badanego cargo.

Na koncu podrozdziatu 6.4.2 autorka napisata, ze ,kolejnym naturalnym krokiem byto sprawdzenie czy
wzrost ekspresji na poziomie mRNA bedzie korelowat z ekspresjg na poziomie biatka”, po czym pokazata
wynik eksperymentu Western blot, w ktérym badano catkowity poziom tancucha cigzkiego klatryny w
komérkach HEP-G2 oraz SK-HEP-1 (wywodzgcych sie z nowotwordw watroby) po ekspozycji na dwa
rodzaje liposomow. O ile w komérkach HEP-G2 biatko zostato uwidocznione, to w komérkach SK-HEP-1
juz nie. Niestety nie wiadomo, czy te poziomy korelujg z wynikami otrzymanymi w real-time PCR,
poniewaz wyniki uzyskane w tej drugiej metodzie nie byty ilosciowe. Poza tym, aby potwierdzi¢ lub
zaprzeczyC istnieniu korelacji, konieczna jest analiza statystyczna, a tej brakuje.

W dalszej czeéci rozdziatu opisano wyniki badania cytotoksycznosci formulacji liposomowych
doksorubicyny. Wykorzystano w tych badaniach test MTT, najbardziej rutynowy test stosowany w
badaniach cytotoksycznosci, ktérego duzg zaleta jest wysoka przepustowos¢. Badano dwie formulacje
liposomowe doksorubicyny wytworzone przez autorke, komercyjnie dostepny Caelyx®, puste liposomy i
liposomy zawierajagce heparyne (kontrola do jednego z preparatéw wytworzonych przez autorke).
Badania zostaty prawidlowo wykonane, niestety w analizie uzyskanych wynikow ponownie brakuje

statystyki.



Dalej przedstawiono wyniki badania aktywnosci formulacji liposomowych Zelaza. W pierwszej
kolejnoéci badano cytotoksycznoéé preparatéw testem MTT. Dobdr tego testu jest dla mnie
niezrozumialy, poniewaz aktywnos¢ preparatéw zelaza nie powinna polega¢ na zabijaniu komorek. Sa
dostepne fluorescencyjne sondy, ktére przenikajg do wnetrza komaérek (np. calcein-AM), ktérych mozna
uzy¢ aby badaé efektywnosé¢ dostarczania jonow zelaza do wnetrza komorki. W dalszej kolejnosci
zbadano wptyw stosowanych liposomowych formulacji zelaza na powstawanie reaktywnych form tlenu.
Tutaj nie mam zastrzezenn do doboru testu, natomiast znowu w przedstawionych wynikach brakuje
analizy statystycznej.

Kolejny rozdziat rozprawy to podsumowanie. Na poczatku tego rozdzialu autorka napisata, ie
,Eksperymenty przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej pozwolity na okreslenie
wptywu struktury nanonosnika lipidowego na efektywno$¢ dostarczania substancji aktywnej do
wytypowanych linii komérkowych”. Mogtabym sie zgodzi¢ z tym stwierdzeniem, gdyby przedstawione
wyniki byty poddane analizie statystyczne;j.

Ostatni rozdziat to spis literatury, obejmujacy 439 pozycji. Pozycje bibliografii sa wtasciwie dobrane i

starannie edytowane.

5. Dodatkowe uwagi krytyczne

Czesd zastrzezeri dotyczacych doboru metod czy braku analizy statystycznej wynikéw eksperymentow
opisatam w poprzednich czesciach recenzji. Teraz chce wyjasni¢c moje najwainiejsze zastrzezenie
dotyczace przedstawionej do oceny rozprawy. Tytut rozprawy brzmi: ,Komdrkowy model
farmakokinetyczny przeznaczony do testowania kierowanych nosnikéw lekow”. Tytut sugeruje, ze w
ramach pracy doktorskiej stworzono jaki$ uniwersalny uktad badawczy, do ktérego mozna dostarczac
badane formulacje liposomowe lekdw i uzyskiwac¢ z niego dane dotyczace farmakokinetyki tych lekow.
Farmakokinetyka, to badanie loséw podanego leku w organizmie opisanych wedfug schematu LADME:

L — liberation (uwolnienie)

A — absorption (wchfanianie)

D —distribution (rozmieszczenie)

M — metabolism (metabolizm)

E —elimination (usuwanie).

Model badawczy, zastepujacy zwierzeta eksperymentalne w badaniach farmakokinetyki bytby bardzo
przydatny, niestety oceniana praca go nie dostarczyta.

Podsumowujgc, mam pewng trudnos¢ w uznaniu tej rozprawy za spefniajagcg wymogi ustawowe. Moim
zdaniem, rozprawa ma braki, ktére wymienitam w mojej recenzji, ale przede wszystkim nosi tytut, ktory

nie odpowiada tresci rozprawy. Dlatego chciatabym skorzysta¢ z mozliwosci opisanej w Rozporzadzeniu



MNiSW z dnia 26 wrzeénia 2016 r. ,w sprawie szczeg6towego trybu i warunkow przeprowadzania
czynnosci w przewodzie. doktorskim, w postgpowaniu habilitacyjnym oraz w postgpowaniu o nadanie
tytutu profesora”. § 6 p. 6 tego Rozporzadzenia stwierdza, ze ,recenzja moze zawierac whnioski
dotyczace uzupetnienia lub poprawy rozprawy doktorskiej, ktore rada jednostki organizacyjnej
przeprowadzajacej przewod doktorski przekazuje kandydatowi i promotorom, o ktorych mowa w §2
ust. 1 i ust. 2 pkt 1 i 2. Uzupetniong lub poprawiong rozprawe doktorskg kandydat przedktada radzie
jednostki organizacyjnej przeprowadzajacej przewdd doktorski, ktora kieruje ja do ponownej oceny
przez tych samych recenzentéw. Recenzenci przedstawiajg recenzje uzupetnionej lub poprawionej
rozprawy doktorskiej w terminie miesigca od dnia zlecenia sporzadzenia tej recenzji.”

Niestety, wydaje mi sie ze oczekiwanie aby tre$¢ pracy zostata dopasowana do bardzo obiecujaco
brzmigcego tytutu jest nierealne. Dlatego, aby nie zmarnowac pracy wykonanej przez Doktorantke, oraz
dobrze napisanych poczatkowych czesci rozprawy, wnosze o poprawe i uzupetnienie rozprawy o
nastepujgce elementy:

1. zmiane tytutu,

2. podanie liczby powtérzen eksperymentéw i dodanie brakujgcych analiz statystycznych,

3. korekte innych wymienionych przeze mnie btedéw.
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