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RECENZJA
Rozprawy doktorskiej mgr inz. Edyty Maron
pt.: “Magnetoliposomy jako kontrolowany magnetycznie system
dostarczania lekow przeciwnowotworowych do komérek w hodowlach

in vitro”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Edyty
Maron obejmuje zagadnienia zwigzane z opracowaniem i badaniem
nowych liposomalnych  nosnikow lekdw  przeciwnowotworowych
zawierajgcych nanoczgstki magnetyczne umozliwiajgce uwalnianie lekéw z
tychze liposoméw pod wptywem zmiennego pola magnetycznego niskiej
czestotliwosci. Tematyka pracy jest bardzo aktualna w kontekscie
poszukiwania nos$nikéw lekéw wrazliwych na odpowiednie bodzce
zewnetrzne, w szczegolnosci pole magnetyczne, umozliwiajgc magnetyczne
sterowanie nosnikiem oraz kontrolowane uwalnianie leku, co miatoby
ogranicza¢ takze efekty niepozgdane i/lub uboczne stosowanych terapii
antynowotworowych. Mechanizm uwalniania w nosnikach magnetycznych
ograniczajacy efekt hipertermii magnetycznej byt takze istotnym celem
tego waznego naukowo i spotecznie zadania badawczego, ktérego realizacji

podjeta sie Doktorantka w przedstawionej do recenzji pracy.
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Promotorami w recenzowanej pracy doktorskiej byli Panowie prof. dr hab. inz. Michat
Chudy z Politechniki Warszawskiej oraz prof. dr hab. Pawet Krysinski z Uniwersytetu
Warszawskiego, co jest zrozumiate w konteksécie interdyscyplinarnego charakteru
przeprowadzonych badan.

Recenzowana rozprawa w klasycznym uktadzie sktada sie z czesci literaturowej
opisujgcej aktualny stan wiedzy w tematyce rozprawy oraz czesci prezentujgcej wyniki badan
Doktorantki i ich szczegétowg analize, ktéra poprzedzona jest przedstawieniem tez i celéow
pracy.

Poszczegdlne rozdziaty czesci literaturowej omawiajg zagadnienia bezposrednio
zwigzane z tematykag pracy. Pierwszy rozdziat obejmuje szczegdtowy opis liposomoéw, ich
typéw, metod otrzymywania i badania oraz zastosowan, ze szczegdélnym uwzglednieniem
no$nikdw do kontrolowanego dostarczania i uwalniania lekéw. Kolejny rozdziat gromadzi
syntetycznie informacje na temat nanoczastek magnetycznych, ich otrzymywania i
zastosowan, wprowadzajac takze podstawowe informacje o samym zjawisku magnetyzmu.
Nastepny rozdziat skupia sie na przegladzie dotychczasowej wiedzy w zakresie uktaddéw
bedacych gtéwnym zainteresowaniem badawczym Doktorantki, tj. magnetoliposomodw.
Poruszone s3 tez krétko zagadnienia zwigzane z hipertermia magnetyczng oraz
wykorzystaniem zmiennego pola magnetycznego o niskiej czestotliwosci do degradacji
mechanicznej magnetoliposomoéw, ktére ma by¢ efektywniejszym sposobem uwalniania
lekdw niz hipertermia, z uwagi m.in. na brak zaleznosci od przewodnosci cieplnej
Srodowiska. Ostatni rozdziat czesci literaturowej skupia sie na uktadach mikroprzeptywowych
(Doktorantka uzywa terminu: mikrosystemy przeptywowe), ich wytwarzaniu oraz
wykorzystaniu do badania komérkowych, zaréowno w modelach dwuwymiarowych, jak tez
sferoidach wielokomérkowych jako modelach wczesnych faz guzéw nowotworowych.

Wszystkie podjete zagadnienia zostaty opisane w wystarczajgcym zakresie (tacznie
ponad 160 cytowanych publikacji), poprawnie merytorycznie z wykorzystaniem przejrzystych
ilustracji. Czytelnikowi daje to dobre tto dla przedstawionych dalej wynikdw badawczych.
Pewien niedosyt pozostaje jedynie w zakresie liczby uzytych rysunkéw, ktérych jest jedynie
12 na catg cze$é¢ literaturowa. Odpowiedni dobdér dodatkowych ilustracji, nawet
zaczerpnietych z literatury, datby petniejszy obraz opisywanych zagadnien oraz wzbogacit

szate graficzng catej pracy.



Czes¢ eksperymentalna skfada sie z zasadniczych pieciu rozdziatdbw omawiajgcych
osiggniecia pracy Doktorantki oraz rozdziat zawierajacy tezy i cele pracy i kolejny obejmujacy
materiaty i metodyke badan. Klarownie zdefiniowane cele pracy doktorskiej obejmowaty: (1)
otrzymanie odpowiednich magnetoliposoméw zawierajgcych nanoczastki magnetyczne
wbudowane w dwuwarstwy lipidowe liposomoéw oraz zamkniete w ich wnetrzu hydrofilowe
leki antynowotworowe, (2) nawigacje magnetyczng magnetoliposomoéw za pomocga statego
pola magnetycznego oraz kontrolowane uwalnianie z ich wnetrza lekéw w wyniku dziatania
zmiennego pola magnetycznego o niskiej czestotliwosci, w celu minimalizacji efektu
hipertermicznego, a takze (3) przetestowanie uzyskanych uktadéw do kontrolowanego
dostarczania i uwalniania lekdow w warunkach hodowli komdrkowych z naciskiem na
hodowle sferoidéw wykorzystujgce uktady mikroprzeptywowe, w celu lepszego
modelowania rzeczywistych warunkdéw biologicznych.

Kolejny rozdziat w sposdb przejrzysty i wyczerpujacy opisuje szereg procedur stosowany
w pracy Doktorantki, w tym zmodyfikowane i skalibrowane zrédta pola magnetycznego, czy
tez wytworzone uktady mikroprzeptywowe, oprocz klasycznych metod charakterystyki
wytworzonych materiatéow (np. TEM, DLS, magnetometria, termograwimetria, itp.) oraz
licznych metod wykorzystujgcych hodowle komérkowe.

Pierwszy rozdziat obejmujacy wyniki badawcze rozpoczyna charakterystyka otrzymanych
nanoczgstek magnetycznych z podaniem m.in. rozktadu ich rozmiaréw oraz wtasciwosci
magnetycznych. Dalej Doktorantka przedstawia charakterystyke uzyskanych
magnetoliposomow, ktérych srednica nie rdzni sie istotnie od samych liposoméw bez
magnetycznych nanoczastek i wynosi ok. 110 nm, a po wprowadzeniu leku (chlorowodorek
doksorubicyny) jedynie nieznacznie wzrasta. Skutecznos¢ enkapsulacji leku do obu typdw
liposomow okreslono na 40%, co jest stosunkowo zadawalajgcq wartoscia. Wykazano
rowniez, ze dyspersja uzyskanych liposoméw jest stabilna przez minimum 24h, co jest
wartoscig wystarczajgcy dla prowadzenie testow komdrkowych, cho¢ trudno uznaé jg za
zadawalajacg przy dtugotrwatym przechowywaniu lekéw w nosnikach. Z uwagi na mozliwos¢
agregacji (magneto)liposoméw, kazdorazowo do badan przygotowywano zatem sSwiezg
prébke. Co najwazniejsze, w kontekscie potencjalnych zastosowan, wykazano wbudowanie
sie wystarczajacej ilosci nanoczgstek w liposomy, tak, aby staty sie one podatne na dziatanie
pola magnetycznego. W toku dalszych badan Doktorantka wykazata istotne uwalniania

doksorubicyny z magnetoliposoméw jedynie pod wptywem zmiennego pola magnetycznego

3



(bez pola jedynie niewielki wyptyw leku), ktére powoduje degradacje liposomoéw, co zostato
zobrazowane przy uzyciu TEM.

Kolejny rozdziat dotyczyt okreslenia cytotoksycznosci opracowanych nosnikéw z
wykorzystaniem wybranych linii komérkowych prawidtowych i nowotworowych. Zaréwno
nosniki liposomalne, jak tez same nanoczgstki magnetyczne okazaty sie byé nietoksyczne pod
nieobecnos¢ zmiennego pola magnetyczne, podczas gdy, zgodnie z oczekiwaniem,
toksycznos$¢ ta zostata istotnie zwiekszona w wyniku uwalniania doksorubicyny po inkubacji
komodrek z magnetoliposomami z lekiem oraz ekspozycji na zmienne pole magnetyczne. Co
istotne, wptyw uwalnianej magnetycznie doksorubicyny na cytotoksycznos$é byt wiekszy dla
linii komdrek nowotworowych (MCF-7) niz komodrek prawidtowych (MCF-104). Wskazuje to
na potencjat aplikacyjny wytworzonych magnetoliposoméw z doksorubicyng w terapii
antynowotworowej, takze z uwagi na wystepowanie pozgdanego efektu terapeutycznego dla
pol magnetycznych uznawanych za bezpieczne w terapii. W nastepnym kroku Doktorantka
optymalizowata parametry pola magnetycznego w celu maksymalizacji efektu
magnetocytotoksycznego. Uzyskane wyniki wskazujg na dominujgcy wptyw wielkosci indukcji
magnetycznej przy braku zaleznosci od czestotliwosci, czy tez przebiegu zmiennosci pola
(sinusoidalny, prostokatny, liniowy). Potwierdzita takze, ze dominujgcym typem s$mierci
komodrkowej, wywotanej magnetocytotoksycznoscia spowodowang obecnoscia badanych
magnetoliposomdw, jest apoptoza, co jest efektem pozgdanym.

Rozdziat 5 opisuje wyniki eksperymentéw zwigzanych z dostarczaniem zatadowanych
magnetoliposomdéw do komdrek nowotworowych przy uzyciu statego pola magnetycznego.
Doktorantka wykazata istotny wptyw naprowadzania przy uzycia pola magnetycznego na
finalng cytotoksycznos¢ (po uwolnienie doksorubicyny w wyniku dziatania zmiennego pola
magnetycznego). Wyniki eksperymentéw wskazuja na mozliwo$¢ zastosowania
wspomaganego magnetycznie naprowadzania nosnikdw do tkanki nowotworowe] i
przytrzymywania jej w miejscu dziatania ograniczajgc w ten sposdb oddziatywanie
cytotoksyczne na komérki prawidtowe.

Kolejny rozdziat opisuje wyniki eksperymentéw prowadzonych w uktadach
mikroprzeptywowych, ktére powinny lepiej nasladowac dynamiczne warunki w organizmach
zywych niz hodowle 2D. Takie w takich uktadach udato sie zaobserwowac zwiekszong
akumulacje nosnikdw magnetycznych z doksorubicyng w obszarach, w ktdrych znajdowat sie

magnes staty. Doktorantka przeprowadzita rowniez badania z wykorzystaniem sferoidow
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komorkowy, ktére wykazat takze megnetocytotoksycznosé zaproponowanych nosnikéw z
doksorubicyng, ale z uwagi na ich wiekszg odpornosé, konieczne byty wyzsze stezenia i/lub
dtuzszy czas inkubacji dla osiggniecia podobnych efektéw jak dla hodowli 2D.

W ostatnim rozdziale eksperymentalnym Doktorantka przedstawia skrétowo wyniki prac
na temat enkapsulacji innego leku w magnetoliposomach. Uzyskane wyniki potwierdzaja
uniwersalnos¢ otrzymanych liposoméw magnetycznych umozliwiajgc dostarczanie i
stymulowane magnetycznie uwalnianie réznych hydrofilowych lekdw antynowotworowych.

Przedstawiony przeglad jednoznacznie wskazuje, ze Doktorantka osiggneta zaplanowane
cele pracy doktorskiej weryfikujagc pozytywnie postawione hipotezy badawcze dotyczgce
efektywnej terapii antynowotworowe] z wykorzystaniem magentoliposoméw uwalniajgcych
hydrofilowy lek pod wptywem zmiennego pola magnetycznego niskiej czestosci. Istotnym
osiggnieciem niniejszej pracy doktorskiej jest wykazanie, ze uwalnianie leku z
magnetoliposomu nastepuje w wyniku degradacji mechanicznej, a nie wzrostu temperatury,
ktéry prowadzitby do uptynnienia btony liposomalnej, ale mégtby miec takze wptyw na sam
lek i/lub mechanizm $mierci komorkowe;.

Cata czes¢ eksperymentalna zostata klarownie napisana z uwzglednieniem takze dobrze
uzasadnionych wnioskdw z badan. Z racji roli recenzenta chciatbym sie jednak odnies¢ do
pracy takze w postaci kilku komentarzy i uwag polemicznych.

(1) W charakterystyce nanoczgstek magnetycznych brak jest nieco bardziej doktadnej
charakterystyki strukturalnej z wykorzystanie np. XRD lub spektroskopii Mésbauera. Pomimo
wykorzystania znanej procedury do otrzymania nanoczastek, ich rzeczywisty sktad bardzo
czesto odbiega od postulowanego magnetytu, co moze mieé takze wptyw na zmierzong
wielkos¢ namagnesowania poza wplywem obecnosci warstwy organicznej, ktory zostat
prawidtowo zaproponowany.

(2) Badania uwalniania doksorubicyny z nosnikow wykorzystywaty fluorescencje tej
substancji i jej wygaszanie przy duzym stezeniu obecnym we wnetrzu liposomoéw. Oprécz
obserwacji intensywnosci fluorescencji dla jednaj dtugosci fali emisji przydatoby sie jednak
zbieranie i prezentowanie catych widm fluorescencji (brak widm w pracy doktorskiej), bo
takze profil widma, dtugos$¢ fali w maksimum emisji moze sie zmieniaé wraz ze zmiang
otoczenia czgsteczek w trakcie indukowanej magnetycznie destrukcji magnetoliposomow.
Na podstawie tych informacji mozna bytoby takze wnioskowa¢ na temat mozliwych

mechanizmow destrukcji liposoméw oraz lokalizacji leku po tym procesie.
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(3) Str. 97. Niezrozumiate jest stwierdzenie ,, Zmniejszenie intensywnosci fluorescencji

DOX moze by¢ zwigzane z cze$ciowq utratg energii emisji podczas uwalniania doksorubicyny

z magnetoliposoméw pod wplywem AFM-LF”. Wydaje sie jednak, ze dochodzi do
czesciowego wygaszenia fluorescencji, a przedstawione dalej spekulacje na temat powoddéw
tego wygaszania sg prawdopodobne i racjonalne.

(4) Rozdziat 4.1. Niektdre opisy w tym rozdziale, a w szczegdlnosci opis rys. 30 wskazuje
na uzycie pola magnetycznego, cho¢, jak rozumiem, te testy miaty byé bez pola
magnetycznego, ktdrego wptyw jest szczegdétowo opisany w rozdziale 4.2. Prosze o
wyjasnienia.

(5) Czy w eksperymentach z wykorzystaniem statego pola magnetycznego do
przemieszczania magnetoliposoméw umieszczenie magnesu pod warstwg komorek jest
optymalng geometrig uktadu? Czy wptyw osadzania w polu grawitacyjnym moze by¢ istotny
w takim ukfadzie?

W podsumowaniu stwierdzam, ze uzyskane przez Doktorantke wyniki prac badawczych
przedstawionych w recenzowanej dysertacji niosg istotne wartosci poznawcze oraz
znaczenie w zakresie nos$nikow substancji aktywnych, ktére mogg by¢ celowo dostarczane i
uwalniane na zyczenie pod wptywem pola magnetycznego. Doktorantka wykazat sie
umiejetnoscig prowadzenia pracy badawczej na wysokim poziomie, krytycznego spojrzenia
na uzyskiwane wyniki oraz wyciggania rzetelnych wnioskéw na ich podstawie. Wyniki badan
objetych niniejszg dysertacjg, zgodnie z deklaracjg Doktorantki, zostaty opublikowane w
trzech publikacjach naukowych, a Pani mgr inz. Edyta Maron jest jeszcze wspodtautorka
jednej publikacji nie zwigzanej z tematem rozprawy.

Oceniajgc pozytywnie recenzowang prace stwierdzam, ze spetnia ona wymogi stawiane
rozprawom doktorskim zgodnie z ustawg z dnia 20 lipca 2018 r. ,Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce” - tekst jednolity: DzU z 2022 r. poz. 574 z pdzn. zm.). Wnosze, zatem do
Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Warszawskiej o przyjecie rozprawy i

dopuszczenie Pani mgr inz. Edyty Maron do obrony pracy doktorskiej.
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