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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Edyty Maron p.t. :
»Magnetoliposomy jako kontrolowany magnetycznie system dostarczania

lekéw przeciwnowotworowych do komérek w hodowlach in vitro”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata przygotowana pod kierunkiem prof. dr
hab. Michata Chudego z Wydziatu Chemicznego Politechniki Warszawskiej i prof. dr hab. Pawla
Krysifiskiego z Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego, w ramach interdyscyplinarnych
studiéw doktoranckich ,,Od chemii do bioinnowacji” TRI-BIO-CHEM. Praca liczy 170 stron i
zawiera wszystkie przewidziane ustawa elementy, z podziatem na czes¢ literaturowa (57 stron) i
czg$¢ doswiadczalng (95 stron) obejmujaca metodyke badaf, opis uzyskanych wynikow
doswiadczen oraz ich dyskusje. W czesci zatytutowanej ,,Dorobek naukowy” przedstawiony zostat
spis publikacji Doktorantki, ktéry obejmuje 4 publikacje w czasopismach z listy JCR oraz 5
wystgpien na konferencjach krajowych i migdzynarodowych. Spis literatury obejmuje 196 pozycji
adekwatnych tematycznie, stanowigcych giéwnie odniesienia do artykutéw z czasopism z listy JCR

z ostatnich lat.

Pani mgr inz. Edyta Maron podjeta si¢ badania bardzo istotnej i ztozonej tematyki celowanej

terapii nowotworéw, ktéra stanowi odpowiedz na niekorzystne oddziatywanie lekow
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przeciwnowotworowych na zdrowe komorki organizmu. Cel pracy jest ambitny, dobrze
sformutowany i konsekwentnie zrealizowany. Mimo tego, ze klinicznie dostepnych jest juz wiele
lekéw przeciwnowotworowych, skutecznos¢ ich dawki terapeutycznej jest ograniczona, ze wzgledu
na silne dzialania niepozadane i brak specyficznosci tkankowej. Cytotoksycznosé lekow
przeciwnowotworowych dotyczy nie tylko komérek nowotworowych, ale takze szybko dzielacych
si¢ komérek prawidtowych, np. szpiku, przewodu pokarmowego czy mieszkéw whosowych.
Dobrym tego przyktadem jest bardzo popularny w badaniach oraz klinicznie chemioterapeutyk —
doksorubicyna - antybiotyk antracyklinowy wbudowujacy si¢ w DNA, prowadzac do jego rozpadu
i skutecznego zahamowania proliferacji komérek nowotworowych. Chociaz aktywnos¢
przeciwnowotworowa doksorubicyny jest wysoka, jej stosowanie prowadzi do licznych dziatan
niepozadanych, zwiazanych z oddziatywaniem leku takze na zdrowe komérki organizmu np.
kardiomiopatii, neutropenii, niedokrwistosci czy martwicy narzadéw. Rozwigzaniem tego problemu
sa nosniki lekow, ktére sg w stanie utrzymywac lek w swoich strukturach, dostarczyé go do tkanki
nowotworowej, a nastepnie uwolni¢ lek w kontrolowany spos6b, ograniczajac tym samym kontakt
wolnego leku ze zdrowymi komorkami organizmu i kierujac go bezposrednio do guza. W swojej
pracy Doktorantka wykorzystata magnetoliposomy jako nosniki zdolne do selektywnej akumulacji
w komoérkach nowotworowych za pomoca stalego pola magnetycznego i kontrolowanego
uwalniania leku na skutek mechanicznego rozerwania dwuwarstwy lipidowej liposomu za pomoca

zmiennego pola magnetycznego niskiej czestotliwosci.

Rozprawa rozpoczyna si¢ streszczeniem w jezyku polskim i angielskim, po ktérym pojawia
si¢ wprowadzenie, w ktérym Doktorantka uzasadnia podjecie tematyki doktoratu oraz przedstawia
cele badawcze. W czgsci literaturowej Autorka w przejrzysty sposéb przedstawila liposomy jako
narzedzie terapii antynowotworowej. Opisano budowe liposoméw, sposéb ich wytwarzania oraz
zasady projektowania liposoméw i sposoby dostarczania lekéw do tkanek nowotworowych za ich
pomoca. Nastgpnie, po wprowadzeniu w zagadnienie wlasnosci magnetycznych materiatow,
opisano nanoczastki magnetyczne — m.in. ich wlasciwosci, sposoby wytwarzania i modyfikacji oraz
scharakteryzowano  magnetoliposomy jako polaczenie liposoméw z  nanoczastkami
magnetycznymi. Cze$¢ literaturowa pracy konczy omowienie mikrosystemow przeptywowych
Jako narzedzi do badan in vitro pod katem opracowania terapii antynowotworowych. Przeglad

literaturowy oparty jest gléwnie na doniesieniach z ostatnich 5-10 lat, co $wiadczy o aktualnosci
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podjetej przez Panig magister tematyki badawczej. Ponadto, sposéb i szczegblowosé opisu

przedstawionych zagadnien wskazuje na doglebna analize i zrozumienie tematu przez Doktorantke.

Glownym celem rozprawy bylo opracowanie systemu dostarczania i uwalniania lekow
przeciwnowotworowych z wykorzystaniem magnetoliposoméw. Cze$¢ doswiadczalng rozpoczyna
przedstawienie szczegétowych tez i celow pracy. Hipotezy zakladaly (1) otrzymanie
magnetoliposoméw przez wbudowanie nanoczastek magnetycznych do dwuwarstwy lipidowej
liposoméw, (2) wykorzystanie magnetoliposoméw jako nosnikéw zamknigtych w ich wnetrzu
lekow przeciwnowotworowych, (3) wykorzystanie stalego pola magnetycznego do aktywnego
dostarczania lekéw oraz zmiennego pola magnetycznego niskiej czestotliwosci do uwalniania
lekow z magnetoliposoméw, a takze (4) zastosowanie mikrosysteméw przeptywowych jako
uktadéw do oceny skutecznosci dostarczania lekéw za pomocg magnetoliposoméw do komorek
hodowanych w postaci sferoidéw, bedacych trojwymiarowym modelem guza nowotworowego. W
czgsei ,Materiaty i metodyka badan™ przedstawiony zostal obszerny opis syntezy nanoczastek
magnetycznych i magnetoliposoméw, wykonania mikrouktadu przeptywowego oraz zastosowanej
metodyki badan. Na podkreslenie zastuguje wykorzystanie przez Doktorantke szerokiego wachlarza
metod badawczych: transmisyjnej mikroskopii elektronowej do analizy morfologii nanoczastek,
analizy termograwimetrycznej do okre$lenia stabilnosci termicznej nanoczastek magnetycznych,
analizy fizykochemicznej otrzymanych nanoczastek za pomoca dynamicznego rozpraszania
Swiatla, ~magnetometrii wibracyjnej do okreslenia wlasnosci magnetycznych  czy
spektrofluorymetrii do pomiaru stezenia uwalnianej z magnetoliposoméw doksorubicyny. Praca
obejmowata tez szereg badan na liniach komérkowych prawidtowej i nowotworowej, t.j. analize
aktywnosci metabolicznej komoérek w celu oznaczenia aktywnosci  cytotoksycznej
chemioterapeutykow — test MTT i test dehydrogenazy mleczanowej LDH, rézne rodzaje barwienia
roznicowego w skojarzeniu z mikroskopia konfokalng w celu okreslenia zywotnosci komorek i
przydatnosci magnetoliposoméw do efektywnego transportu leku, pomiaréw fluorescencyjnych czy
cytometrii przeptywowej np. do okreslenia typu $mierci komoérkowej i skutecznosci wnikania

magnetoliposomoéw z lekiem do komorek.

Badania w ramach niniejszej pracy Doktorantka rozpoczeta od charakterystyki
fizykochemicznej otrzymanych superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza. Wykazano, ze

srednica otrzymanych czastek magnetycznych miescita si¢ w przedziale 5-12 nm, przy sredniej
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wielkosci 8-9 nm, co umozliwia ich planowane zastosowanie w magnetoliposomach. Czastki
charakteryzowata takze niska koercja i szybkie nasycenie namagnesowania w obecnosci
zewngtrznego pola magnetycznego o niskim natgzeniu, co potwierdzito ich superparamagnetyczne
wiasciwosci. Nastepnie zbadano wielko$¢ otrzymanych liposoméw oraz magnetoliposoméw i
stwierdzono, ze rozktad wielkosci nosnikow byt waski oraz potwierdzono ich wiasciwy rozmiar,
odpowiedni do akumulacji w guzie nowotworowym. Stwierdzono, ze otrzymane pecherzyki byty
stabilne w badanym okresie czasu, a wprowadzenie doksorubicyny nie wplywa istotnie na ich
rozmiar i ksztatt. Wydajnos¢ enkapsulacji leku w liposomach i magnetoliposomach wyniosta okoto
40%, a potencjat zeta wyni6st od -1.4 do -2.1 mV, co wskazuje na dobrg stabilno$¢ koloidalng
otrzymanych nosnikéw. Wbudowanie hydrofobowych magnetycznych nanoczgstek w dwuwarstwe
lipidowg liposomu potwierdzono metodami obrazowania, a ich stosunek masowy do lipidow
tworzacych magnetoliposomy wyni6st 5%, co potwierdzono jako wystarczajacy do zapewnienia

ruchu magnetoliposoméw w polu magnetycznym.

Nastgpnych krokiem bylo zbadanie przez Autorke stabilnosci magnetoliposoméw
enkapsulowanych doksorubicyna - sprawdzono bierne uwalnianie leku w temperaturze
fizjologicznej i zmiennym pH oraz pod wptywem temperatury w zakresie 30 — 50°C. Stwierdzono,
ze otrzymane magnetoliposomy sa stabilne w warunkach fizjologicznych, a lek jest dobrze
utrzymywany w ich wnetrzu. Uwalnianie doksorubicyny z nosnikow nastgpowato dopiero w
temperaturze powyzej 43°C. Przeprowadzono réwniez badania kontrolowanego za pomoca bodzca
magnetycznego uwalniania leku z nosnika. Zastosowanie zmiennego pola magnetycznego o
czgstotliwosci 50 kHz spowodowalo uwalnianie leku z magnetoliposoméw na skutek ich
mechanicznego rozpadu zainicjowanego drganiami nanoczgstek zelaza w tym polu. Zastosowanie
przez Doktorantke¢ pétempirycznego modelu Korsmeyera-Peppasa potwierdzito, ze po degradacii
membrany magnetoliposoméw doksorubicyna jest uwalniana na drodze dyfuzji przez swobodny
wyptyw z wnetrza nosnika. Zaproponowany w ramach niniejszej pracy sposéb mechanicznej
degradacji magnetoliposoméw za pomoca pola magnetycznego niskiej czestotliwosci jest
korzystniejszy z punktu widzenia klinicznego niz mechanizm uwalniania z wykorzystaniem
hipertermii magnetycznej w polu o wysokiej czestotliwosci, zwykle stosowany. Pozwala to na
ztagodzenie niekontrolowanego wzrostu ciepta podczas uwalniania lekéw, co stanowi ograniczenie

zastosowania terapii magnetotermiczne;j.
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Kolejnym etapem bylo przeprowadzenie przez Autorke badan cytotoksycznosci
opracowanych nanoczastek na ludzkich liniach komérkowych prawidlowej oraz nowotworowej
piersi. Okreslono, ze zaréwno nanoczastki magnetyczne, magnetoliposomy jak i liposomy z
doksorubicyng oraz bez sa biokompatybilne i nie wptywaja na zywotnos$é badanych komorek. Efekt
cytotoksyczny w reakcji na bodziec magnetyczny obserwowany jest jedynie w przypadku
magnetoliposoméw z doksorubicyna, w przypadku ktérych zywotnos$é¢ komérek nowotworowych
spadfa do 20%, a zywotnos¢ komorek prawidlowych utrzymywata si¢ na wysokim poziomie
(powyzej 70%). Tym samym zaproponowane w pracy nosniki majg cechy potrzebne do celowanej
terapii antynowotworowej, umozliwiajacej dostarczanie leku i jego uwalnianie w sposob
kontrolowany, nie wywierajac negatywnego efektu na zdrowe komérki. Pani mgr inz. Edyta Maron
w ramach swojej pracy doktorskiej przeprowadzita takze badania optymalizacji parametréw pola
magnetycznego pod katem magnetoterapii w celu uzyskania maksymalnego efektu
cytotoksycznego. Badano wptyw wielkosci indukcji magnetycznej, czgstotliwosci zmiennego pola
magnetycznego i profilu napigcia zasilajacego na zywotno$¢ komorek, do ktérych wprowadzono
magnetoliposomy z doksorubicyng. Stwierdzono, ze roéznice w zywotnosci komorkowe;j
wystgpowaly jedynie w przypadku zmiennych warto$ci indukcji magnetycznej. Najwyzszy efekt
cytotoksyczny zaobserwowano dla najwyzszej badanej wartosci indukcji, t.j. 8.7 mT. Zmiana
pozostatych parametréw nie wplyneta na efektywnos¢ degradacji magnetoliposoméw i uwalniania

z nich leku.

Bardzo ciekawym aspektem badawczym podjetym przez Doktorantke w ramach pracy byto
okreslenie typu $mierci komérkowej (apoptotycznej lub nekrotycznej) na skutek magnetoterapii
przeprowadzonej z udziatem opracowanych magnetoliposoméw. Potwierdzono, ze dominujacym
typem Smierci komoérkowe;j jest apoptoza, ktora jest najbardziej pozagdanym mechanizmem. Podczas
nekrozy nastepuje niekontrolowane wydostanie si¢ zawartosci komérki do otaczajgcej przestrzeni
na skutek dezintegracji blony komoérkowej, co skutkuje indukcjg stanu zapalnego w organizmie.
Tymczasem apoptoza jest procesem uporzadkowanym, podczas ktérego tres¢ komorkowa
zamykana jest w ciatkach apoptotycznych trawionych nastgpnie przez makrofagi, co zapobiega
rozwojowi reakcji zapalnej. Zbadano rowniez, ze podczas magnetoterapii doksorubicyna przerywa
integralnos¢ bton komérkowych i wnika do jader znacznie skuteczniej w przypadku komérek

nowotworowych niz zdrowych, co moze stanowi¢ przyczyne zwigkszonej wrazliwosci tych
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komoérek na lek. Selektywnos¢ doksorubicyny uwalnianej z magnetoliposoméw wzgledem komérek
nowotworowych potwierdzono takze w badaniach cytotoksycznosci pod wptywem statego pola
magnetycznego przykladanego w celu nakierowania magnetoliposoméw, co wskazuje na
mozliwos¢ skoncentrowania terapii na tkance nowotworowej, z oszczedzeniem tkanek

prawidfowych.

Ostatnia cz¢s¢ badan przeprowadzonych w ramach doktoratu przez Pania mgr inz. Edyte
Maron wykorzystywata mikrosystemy przeptywowe typu Cell-on-a-Chip, bedace forma posrednia
migdzy warunkami in vitro a in vivo. Prowadzenie hodowli w warunkach przeptywowych
pozwolito na odwzorowanie naturalnego przeptywu w tkankach, stosunku powierzchni do objetosci
oraz interakcji migdzykomérkowych. Badania przeprowadzono na sferycznych agregatach
komérkowych — sferoidach, bedacych przyblizeniem guza nowotworowego, odwzorowujgcym
warstwowe utozenie komoérek i nieréwnomierne dostarczanie skladnikéw do poszczegblnych
warstw. Wyniki badafi w mikrouktadach przeptywowych wskazujg na nizsza skutecznos$é
Cytostatycznag magnetoliposoméw z doksorubicyna przy tej samej dawce zastosowanej na
sferoidach niz w hodowlach monowarstwowych. Uzyskanie porownywalnego efektu
terapeutycznego magnetoterapii dla sferoidéw jak dla hodowli w monowarstwie komorkowej
wymaga zastosowania ok. 10 razy wyzszego stezenia nosnikéw z lekiem lub znaczne wydtuzenie
czasu inkubacji. Efekt ten wynika z tréjwymiarowej struktury sferoidow, w ktorej silne
oddziatywania migdzykomoérkowe i macierz zewnatrzkomérkowa skutkuja wigksza odpornoscig w
stosunku do hodowli w monowarstwie. Badania przeprowadzone w ramach tego etapu pozwalajg
na uzyskanie warunkéw odwzorowujacych efekt terapeutyczny zaproponowanej przez Doktorantke

magnetoterapii na Srodowisko guza nowotworowego.

Badania wykonane przez mgr inz. Edyte Maron w ramach doktoratu oraz sposob ich opisu
oceniam wysoko. Praca zostata napisana dobrze pod wzgledem jezykowym, ma prawidtowy ukfad
i stanowi uporzadkowana, dobrze przemyslana catos¢. Podczas czytania napotyka si¢ nieliczne
biedy literowe oraz niescistosci stylistyczne czy jezykowe, ktére nie wplywaja na jako$¢ pracy.

Ponizej zamieszczam uwagi do niniejszej rozprawy:
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l. W rozdziale 3. Autorka omawia podzial materialbw pod wzgledem wiasnosci
magnetycznych ~ wyjasniajagc  na czym polega ferromagnetyzm, ferrimagnetyzm i
antyferromagnetyzm, a takze superparamagnetyzm. W tym kontekscie spodziewatam sie takze
wyjasnienia pojecia paramagnetyzmu i diamagnetyzmu, dla calkowitego przedstawienia tematu.
Wskazane byloby wyjasnienie réznicy migdzy paramagnetykiem a superparamagnetykiem,
poniewaz Doktorantka uzywa w pracy okreslenia superparamagnetyk, a w literaturze mozna spotka¢
si¢ z przyktadami modyfikacji liposomow takze materialami paramagnetycznymi np. kompleksami
lantanowcéw, stosowanymi jako $rodek kontrastowy do obrazowania komoérkowego metoda

rezonansu magnetycznego.

2. W pracy wymiennie stosowane sg oznaczenia H i B dla indukcji magnetycznej i nat¢zenia
pola magnetycznego. Na przyktfad na stronie 33 H opisano jako nat¢zenie pola magnetycznego,
podczas gdy na stronie 35, sadzac po jednostce, jako H oznaczono indukcje magnetyczng; nas. 101
—w podpisie tabeli jest natezenie, a w tabeli indukcja. W wykazie skr6téw na kofcu pracy brak jest
wyjasnienia symboli H i B. Dobrze byloby doprecyzowac¢ te wielkosci. W magnetyzmie zazwyczaj
symbolem H oznaczane jest nat¢zenie pola magnetycznego, a symbolem B — indukcja magnetyczna.
Cho¢ wielkosci te faktycznie sa do siebie wprost proporcjonalne i obie opisujg pole magnetyczne
ilosciowo, to z punktu widzenia fizycznego sa to odrgbne wielkosci, ktore majg rézne jednostki.
Jednostka indukcji jest T (w ukladzie SI: kg/As?) lub Gs=10* T, a jednostka H jest w uktadzie SI
A/m. Indukcja magnetyczna wewnatrz osrodka jest rowna nat¢zeniu pola magnetycznego poza tym
osrodkiem pomnozonemu przez przenikalnos¢ magnetyczna osrodka. H jest wigc parametrem
niezaleznym od wilasnosci materiatu czy o$rodka, w przeciwienstwie do indukcji magnetycznej,

ktéra juz zalezy od whasnosci magnetycznych danego materiatu.

3. strona 86 — Czy mozna byloby tu poda¢ dla poréwnania wartosci nasycenia

magnetycznego i koercji dla innych czastek superparamagnetycznych?

4. Wykres 39 przedstawia cytotoksycznos¢ magnetoliposoméw z doksorubicyng
zastosowanych w komérkach nowotworowych, po réznym czasie kierowania magnesem statym.
Obserwowany jest spadek zywotnosci komérek wzgledem kontroli do 20% w obecnosci stalego

pola magnetycznego i do 40% przy jego braku. Z czego wynika znaczny spadek zywotnosci
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komorek wobec braku nakierowania magnetycznego, t.j. dlaczego dochodzi do biernej akumulacji

magnetosomow z doksorubicyng?

Podsumowujgc, w ramach niniejszego doktoratu Pani mgr inz. Edyta Maron opracowata, w
hodowlach in vitro, oryginalny, nowy sposéb celowanej terapii antynowotworowej z
wykorzystaniem magnetoliposoméw reagujacych na zmienne pole magnetyczne niskiej
czgstotliwosci. Chociaz w ostatnich latach prowadzone sa badania nad wykorzystaniem
magnetoterapii antynowotworowej, zazwyczaj uwalnianie leku realizowane jest na skutek
hipertermii magnetycznej. Tej sytuacji towarzyszy jednak bezposrednie lub posrednie - poprzez
indukowane magnetyczne prady wirowe - wydzielanie ciepta, czego efektem sa uszkodzenia
otaczajacych guz zdrowych komoérek. Zaproponowany przez Doktorantke sposéb uwalniania leku
z magnetoliposoméw polega na mechanicznym rozerwaniu dwuwarstwy lipidowej liposomu pod
wplywem drgaf superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza w zmiennym polu
magnetycznym o niskiej czestotliwosci, co jest nowym podejsciem w stosunku do obecnych
rozwigzaf, pozwalajgcym na wyeliminowanie cytotoksycznego efektu termicznego
towarzyszgcego magnetoterapii. Potwierdzony zostat apoptotyczny mechanizm $mierci komérek
nowotworowych, a takze selektywnos¢ zaproponowanej metody terapeutycznej wzgledem komoérek
nowotworowych, przy oszczgdzeniu komérek prawidlowych. Na uznanie zastuguje fakt, ze praca
obejmowata bardzo szeroki zakres badawczy, poczawszy od syntezy nanoczastek magnetycznych,
magnetoliposoméw i enkapsulacji lekéw, charakterystyki fizykochemicznej otrzymanych czastek,
badanie ich stabilnosci, cytotoksycznosci, biokompatybilnosci, profilu uwalniania lekéw,
optymalizacji parametréw pola magnetycznego zmiennego (uwalnianie leku) oraz stafego
(dostarczanie leku) poprzez badanie typu $mierci komorkowej w rezultacie magnetoterapii, az do
wykonania mikrouktadu przeptywowego i przeprowadzenia w nim serii badan na sferoidach. Tak
bogaty repertuar eksperymentalny wymagat zastosowania catego wachlarza metod badawczych, co
pozwolito na konsekwentne i szczegbtowe zrealizowanie celu pracy. Efektem badan jest wniesienie
nowej wiedzy dotyczacej magnetoterapii, a zaproponowany w ramach pracy kontrolowany system
dostarczania lekow przeciwnowotworowych moze mie¢ takze potencjat aplikacyjny. Szczegdtowy
przeglad literaturowy, a takze szeroki, wielostronny i dogfebnie przemyslany zakres badawczy oraz
sposob opisu wynikéw badan i ich wnikliwa dyskusja $wiadcza zaréwno o dobrym przygotowaniu

teoretycznym Doktorantki, jak i umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.
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Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Edyty
Maron spetnia wszystkie warunki stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art. 187 ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce i wnosze do Rady Naukowej
Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Warszawskiej o dopuszczenie Doktorantki do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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