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Wstep

Praca bedgca przedmiotem recenzji podejmuje problem bardzo trudnych terapeutycznie
choréb nowotworowych proponujac kolejny element nowego podejscia do tego zagadnienia poprzez
zastosowanie nowych, selektywnych nosnikéw lekéw. Atrakcyjnos¢ wprowadzenia do chemoterapii
dodatkowego elementu w postaci $rodka transportujgcego, ktéry w sposéb kontrolowany bedzie
uwalniat lek, a nastepnie poprawiat proces jego wchfaniania wynika z mozliwosci ograniczenia w ten
sposob efektéw ubocznych i podwyzszenia efektywnosci terapeutyku, przy tych samych stosowanych
dawkach. Systemy kontrolowanego dostarczania leku, DDS, do miejsca jego dziatania umozliwiajg
proces projektowania tego procesu w kilku etapach: synteza i zatadowanie nosnika, podanie do
kwioobiegu kompleksu lek-nosnik oraz kluczowy, modelujgcy uwalnianie substancji terapeutyczne;.
Ostatnio, jako atrakcyjny system takiego kontrolowanego uwalniania leku znalazto zastosowanie
nano- i mikroczastek i praca doktorska Pani Eweliny Wateka-Bargiel wpisuje sie w ten kierunek.
Doktorantka poza analizg proceséw zachodzacych z udziatem nano- i mikrozeli, zaproponowata dla
selektywnego transportu lekdw do miejsca dziatania zastosowanie mikrokapsutek, a takze nie

omineta procesu uwalniania lekdw przez zaprojektowany mikrosystem.

Uwzgledniajgc powyzsze fakty, jako cel pracy Autorka przedstawifa synteze i charakterystyke nano- i
mikrozeli otrzymanych na bazie poli(N-izopropyloakryloamidu (pNIPA) i poliwinylopirolidonu (pVP)
oraz synteze i opis wtasciwosci mikrokapsutek opartych na NIPA i pVP. W zakresie pracy ujeto tez
proces kontrolowanego uwalniania badanych lekéw Doksorubicyny i Epirubicyny w aspekcie
cytotoksycznosci w stosunku do komérek nowotworowych przy dobrej ochronie komérek zdrowych.
W koricowych etapach realizacji kazdego z przedstawionych celdw przeprowadzono analize
skutecznosci wnikania do komédrek nowotworowych i zmian cytotoksycznosci tych zwigzkéw w

zaleznosci od sposobu podania czyli transportu do komdrki nowotworowe;j.

Praca zrealizowana zostata w Politechnice Warszawskiej pod kierunkiem wspétpromotoréw Pana
Profesora dr hab. inz. Artura Dybko z Politechniki Warszawskiej oraz Pana Doktora hab. Marcina
Karbarza z Uniwersytetu Warszawskiego. Zesp6t Promotoréw od szeregu lat zajmuje sie

zastosowaniem mikro- i nanostruktur w biotechnologii medycznej, chociaz w réznych aspektach.
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Prof. Artur Dybko kieruje na Wydziale Chemicznym PW zespotem, ktéry m.in. projektuje i konstruuje
miniaturowe sensory i uktady diagnostyczne, co jest elementem badari Doktorantki. Doktor hab.
Marcin Karbarz jako kierownik Centrum Badawczego Biologii i Chemii Wydziatu Chemii UW, jest
zaangazowany miedzy innymi w projektowanie, synteze oraz charakterystyke Srodowiskowo czutych

Linteligentnych” materiatéw polimerowych.

Charakterystyka pracy

Przedstawiona do recenzji rozprawa zawiera 205 stron, w tym 19 z nich to odnosniki
literaturowe zawierajgce 243 pozycje. Tekst pracy podzielony jest na 16 rozdziatdw, przy czym
pierwszy z nich to wstep z celem pracy, a pozostate stanowia dwie czesci: ,Czesc literaturowqg” od
rozdziatu 2 do 5 oraz ,Czes¢ eksperymentalng” od rozdziatu 6. Przy czym opis wynikéw wraz z
Podsumowaniem konczy sie na rozdziale 12, a pozostate to: 13. Wykaz skrétéw, 14. Bibliografia, 15.
Dorobek naukowy i 16. Podziekowania.

Czes¢ teoretyczna, stanowigca przeglad aktualnej literatury zwigzanej z tematyka rozprawy jest dosc
obszerna, obejmuje ponad 60 stron. Zawiera z jednej strony krotki opis wtasciwosci, badanych jako
modelowe, lekdw przeciwnowotworowych, Doksorubicyny i Epirubicyny, z drugiej strony wprowadza
czytelnika w $wiat inteligentnych nano- i mikrozeli, bedacych potencjalnymi systemami
kontrolowanego uwalniania lekéw. W tym zakresie Autorka bardziej szczegéfowo przybliza
wiasciwosci  poli(N-izopropyloakryloamidu), pNIPA, i poliwinylopirolidonu, pVp, nie unikajac
doniesien o pewnych ograniczeniach potencjalnych mozliwosci ich stosowania. W czesci
literaturowej znalazly sie tez zagadnienia zwigzane z mozliwoscig i technologiami wytwarzania
uktadéw mikroprzeptywowych, ktére mozna zastosowac¢ do rejestracji profili uwalniania lekéw z
nanoczastek. Cata Czes¢ teoretyczna, oparta na okoto 200 odnosnikach do prac oryginalnych,
ilustrowana dziewiecioma Rysunkami, z danymi podsumowanymi w czterech Tabelach napisana jest
wyczerpujgco, wprowadzajac czytelnika w swiat inteligentnych nosnikéw lekow. Szczegdinie wysoko
oceniam rozdziat 3, gdzie zostaly scharakteryzowane wtasciwosci pNIPA, a szczegdlnie atrakcyjne
cechy pVP. Z jednej strony pVP moze rdéznie dostarczac leki, jako sktadnik kopolimeru czy powtoka lub
materiat bazowy, z drugiej strony moze wywotywac aktywnos¢ typu redukcji toksycznosci lekow,
poprawe ich biodostepnosci czy lepsze tworzenie biofilmu. Zaktadam, Zze brak odnosnikow
literaturowych w podpisach pod Rysunkami 1-5 oraz 7 i 9 wskazuje, ze sg oryginalnymi prezentacjami
Doktorantki.

Druga cze$¢ pracy nazwana Czesciq eksperymentalng ma uktad nietypowy, przyporzadkowano jej 11
rozdziatéw od 6 do 16, przy czym brakuje tam wydzielonego rozdziatu poswigeconego DYSKUSII
wnioskéw. Rozdziat 6 Spis odczynnikéw i aparatury i Protokoty dotyczqce hodowli komérkowej,
rozdziat 7, znalazty sie jako réwnorzedne z kilkuetapowym opisem zastosowanych metod i
otrzymanych na ich bazie wynikéw, w rozdziatach 8, 9, 10 i 11. Poza tym elementy dyskusji wynikow
zostaty zebrane w podrozdziale 12 pt. Podsumowanie pracy i wnioski, chociaz jest tam (zgodnie z
tytutem) gtéwnie podsumowanie wynikow wiasnych. Musze jednak przyzna¢, ze pomimo
nietypowego uktadu, sposob przedstawienia wynikéw w rozdziatach 8-11 czyni je dobrze czytelnymi,
a przedstawiony uktad pracy zostat prawdopodobnie dostosowany do jej charakteru, gdzie kazde z

czterech ,,podej$¢” i otrzymane wyniki stanowity integralng jej czes¢.



Otrzymane wyniki

Rozdziat 8, pt. Nanozel poli(NIPA 82% BISS 2% AANA 10%) oraz rozdziat 10, pt. ,Mikrozel P(vP
82%- AA 16%- BAC 2%’ to gldwne czesci pracy prezentujace jej wyniki z zakresu nano- i mikrozeli.
Synteze nanozeli pNIPA przeprowadzono metodg straceniowa semi-batch, co dobrze ilustruje
Rysunek 10 wraz z przedstawieniem chemicznych struktur reagentow, jak i syntetyzowanego
nanozelu. Dla oczyszczonych dializatéw okreslono stezenie otrzymanego produktu oraz
scharakteryzowano go za pomocg widm NMR i FT-IR. Po wstgpnej charakterystyce strukturalnej
opisano dalsze wifaéciwosci otrzymanych nanozeli, takie jak masa czasteczkowa i Srednica
hydrodynamiczna oraz stabilno$¢ i podatno$¢ na degradacje z udziatem glutationu. Metoda
statystycznego rozpraszania $wiatta (SLS) zastosowana dla oceny masy czgsteczkowej nanozelu, data
wynik ok. 2000 kDa przed degradacja i ok. 100 kDa po degradacji, natomiast miareczkowanie probek
dato iloé¢ grup karboksylowych 0.44 pmol/mg. Poznana charakterystyka wtasciwosci pozwolita dalej
zbada¢ przydatnoéé nanozeli jako nosnikow lekéw, w tym przypadku Dox. Tak zwana tadownos¢ leku,
DLC, wydaje sie by¢ wysoka w poréwnaniu z podang w literaturze. W tym miejscu pytanie do
Doktorantki, czy ,pokazana w literaturze” warto$¢ DLC dotyczyta takich samych nosénikdw? Profile
uwalniania zostaty szeroko zbadane w réznych warunkach pH i w obecnosci GSH. Ostatni etap badan
pNIPA to obserwacja ich losow w komdrkach nowotworowych w poréwnaniu ze zdrowymi. Jest to
bardzo wazny etap badar Doktorantki, poniewaz daje mozliwos¢ poréwnania zatozen pracy do
warunkéw w zywym organizmie. Szczegdlnie, ze uwzgledniony zostat fakt potencjalnej mozliwosci
selektywnego transportu nosnika leku pomiedzy komérkami nowotworowymi i prawidtowymi.
Wyniki wskazaty bowiem, ze w komoérkach nowotworowych lek gromadzit sig gtéwnie w jadrach, a w
prawidtowych wyzsze stezenie DOX byto w cytoplazmie. Profil cytotoksycznosci DOX w zaleznosci od
jej obecnosci w nanozelu pNIPA tez wskazywat na selektywnos¢. W komoérkach prawidtowych, MCF-
10A, Dox w nanozelu byla mniej cytotoksyczna od wolnej DOX, chociaz w komorkach
nowotworowych, MCF-7, cytotoksycznosci te byly poréwnywalne. Nie trzeba dodawac¢, ze ostatnie
przytoczone wyniki stawiajg zsyntetyzowany w ramach pracy nosnik poli(NIPA 82% BISS 2% AANA

10%) jako atrakcyjny transporter leku w terapii przeciwnowotworowe;j.

Synteze drugiego z badanych przez Doktorantke nosnikéw, mikrozelu pVP, przeprowadzono po
pierwszych nieudanych prébach, m.in. po zmianie jednego z substratéw BISS na BAC i inicjatora z APS
na AIBN. Ze wzgledu na zastosowany rozpuszczalnik (acetonitryl) produkt oczyszczano poprzez
tréjkrotne wirowanie. Dalej, podobnie jak w przypadku nanozelu pNIPA, okreslono stezenie produktu
agregacji: 1.00 mg/ml i rozmiar mikrozelu (Srednica hydrodynamiczna 220 nm) oraz potwierdzono
jego sktad widmami IH NMR oraz FT-IR. Analiza SEM TEM wskazata, ze otrzymano materiaf o bardzo
niskiej polidyspersji. Okreélono tez w zaleznosci od pH zmiany Srednicy hydrodynamicznej oraz .
potencjatu Zeta, jak i ilos¢ grup karboksylowych w sieci polimerowej mikrozeli: 3.5 umol/mg. Dalsze
badania wiasciwoéci byly analogiczne jak dla nanozelu pNIPA, chociaz szersze: degradacja w
obecnoéci GSH oraz profile uwalniania DOX i EPI z mikrozeli w nieobecnosci i obecnosci GSH, a dalej
badania w kierunku zmiany zywotnoéci komérek zdrowych i nowotworowych pod wptywem wolnych
lekéw DOX i EPI oraz zatadowanych do mikrozelu pVP. Podobnie jak w przypadku nanozelu pNIPA, w
komérkach zdrowych mikrozel pVP zatadowany lekiem wykazywat bardzo stabg cytotoksycznos¢ w

poréwnaniu z wolng DOX i EPI. Natomiast parametry zywotnosci komérek wobec DOX i EPI w stanie
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wolnym i w formie zatadowanej do nanozelu roznity sie tylko nieznacznie. Wyjatek stanowito
dziatanie DOX wobec komoérek nowotworowych A2740, gdzie zywotno$¢ komdrek byta istotnie
wyzsza po traktowaniu wolng DOX niz zatadowang do mikrozelu. Obserwacje komorek pod
mikroskopem konfokalnym ponownie wskazaty na koncentracje lekéw w jadrach komdrek
nowotworowych, ale w cytoplazmie komdrek zdrowych. W przypadku mikrozeli pVP zaobserwowano
réwniez ich skuteczne i selektywne wnikanie do komérek nowotworowych stosujac technike
cytometrii przeptywowej. Byta to skuteczno$¢ ponad 80% dla linii komérek nowotworowych, a tylko

okoto 10% dla komdrek zdrowych.

W ramach szerokiego profilu badan, jaki prezentuje niniejsza praca, Doktorantka podeszta do
problemu selektywnego wprowadzania lekdw przeciwnowotworowych réwniez od strony
zastosowania innej formy transportera: mikrokapsutek, tworzacych polimerowg otoczke zawierajacy
w $rodku rdzen wodny. Zsyntetyzowane zostaty krzemionkowe rdzenie oraz dwa typy kapsutek
opartych na pNIPA i pVP. Dalej mikrokapsutki scharakteryzowano w sposéb podobny do opisanych
wczeéniej procedur analizujgcych wiasciwosci nanozelu pNIPA i mikrozelu pVP uwzgledniajgc analizy
wtasciwosci fizykochemicznych jak i aktywno$¢ zatadowanych do mikrokapsutek DOX i EPI wobec
komorek zdrowych i nowotworowych. Uzyskano wedtug tej procedury wysoki procent zatadowania
chemoterapeutykdéw oraz najwyzszy procent uwolnienia lekéw w pH 5,2 + GSH, czyli w warunkach
komdrek nowotworowych. Najlepszy profil terapeutyczny wykazaty mikrokapsutki p(VP-82%-AA-16%-
BAC-2%). Wykazatly one najwieksza zdolno$¢ do akumulacji lekéw przy selektywnosci wobec komorek

nowotworowych

Powyzsze trzy czesci pracy, cz. 8, 10 i 11 to najwazniejszy jej element, nasuwa sie¢ w tym miejscu
pytanie, dlaczego dwie czesci, 8 i 10, przedzielone zostaly rozdziatem poswieconym projektowi
nowego mikrosystemu dla uwalniania lekéw w warunkach pozakomorkowych. Fakt, ze zastosowano
ten mikrouktad do uwalniania leku z mikrozelu pVP nie ttumaczy takiego ,przedzielenia” dwoch
czeéci pracy. Opisatabym ten nowy mikrouktad na poczatku, przed opisem wynikéw badar dla trzech
badanych sposobdw transportu lekéw: nanozeli pNIPA, mikrozeli pVP oraz mikrokapsutek. Jednak nie
mozna pomingc, ze zaprojektowane w pracy mikrostruktury, rozdziat 9, to nowy oryginalny uktad dla
rejestracji uwalniania lekdw z nano- i mikroczgstek w réznych punktach czasowych. Eksperyment
przebiega z zastosowaniem standardowej ptytki 96-dotkowej i pozwala na rejestracje profili
uwalniania w czasie rzeczywistym. Mikrosystem ten zostat opatentowany, gdzie pierwszym autorem
jest Pani Wateka-Bargiel. NrP.438905/09.09.2022 oraz nagrodzony zlotym medalem na
Miedzynarodowe]j Warszawskiej Wystawie Wynalazkow IWIS 2022.

Podsumowanie pracy i wnioski.

Jak wspomniatam powyzej bardzo dobrze przedstawione badania konsekwentnie zmierzajgce
do realizacji Celu pracy nie zostaty dostatecznie przedyskutowane. Brak rozdziatu Dyskusja wynikow
jest w pracy prawdopodobnie konsekwencjg wczesniej analizowanych i krotko dyskutowanych
wynikéw czgstkowych w kolejnych rozdziatach opisanych powyzej jako Wyniki. Natomiast w ostatnim
rozdziale pracy pt. ,Podsumowanie pracy i wnioski”, ktérego tytut jest adekwatny do zawartosci,
Autorka prezentuje zestaw wynikéw i wnioskéw, ktére przedstawita wczesniej, jako podsumowanie

kolejnych etapow badan. Otrzymane wyniki bardzo dobrze zebraty dwie Tabele 8 i 9 poréwnujace
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otrzymane materialy ze wzgledu na charakterystyczne dla nich parametry fizykochemiczne, jak i
wyniki badan cytotoksycznosci i specyficznosci wnikania do komérek nowotworowych i zdrowych.
Element dyskusji w tej czesci pracy, str.179, dotyczyt przyczyn, dla ktdrych procent zatadowania DOX i
EPI byt wyzszy w przypadku mikrokapsutek w poréwnaniu do nano-/mikrozeli, chociaz te ostatnie
zawieraty wiecej grup karboksylowych. Charakter dyskusji majg tez przedstawione przez Autorke
przyczyny, dla ktérych podjeta sie opracowania mikrosystemu przeptywowego dla rejestrowania
profili uwalniania lekéw w wielu préobkach jednoczesnie. Zakoriczenie Podsumowania jest bardzo

klarownie napisane, obejmuje tez ewentualne plany przysztych badan.

Edycja pracy

W niniejszej pracy w sposéb bardzo staranny opisane zostaly wyniki, a edycja pracy nie budzi
watpliwosci. Tytut pracy jest krotki i zostat trafnie sformutowany, chociaz zamienitabym wyraz
 wykorzystanie” na ,zastosowanie” lub na inny. Tekst pracy jest dobrze wspomagany starannie

przygotowanymi rysunkami i tabelami.

Chciatabym tez podkresli¢, ze Autorka popetnita bardzo mato pomytek edytorskich typu braku liter
czy pomytki w tekscie. Z obowigzku recenzenta zaproponowatabym jednak zamiang czesto
spotykanych w pracy wyrazow (réwniez w tytule pracy) ,wykorzystanie, uzycie” na ,stosowanie,
zastosowanie”, natomiast ,dobieranie” (str. 105) na ,wybdr”. Z pomytek zamienitabym na str. 98
podrozdziat 8.2.6 na 8.1.7.

Whioski koncowe

Podsumowujgc, recenzowana praca doktorska prezentuje bardzo wysoki poziom przeprowadzonych

badan i szeroki ich zakres oraz bardzo staranny i czytelny opis otrzymanych wynikéw.

Stwierdzam, ze rozprawa Pani Eweliny Wateki-Bargiel pt. "Wykorzystanie mikro-/nanozeli czutych na
warunki $rodowiskowe jako nosniki lekow.” spetnia wszystkie wymagania stawiane pracom
doktorskim przez Ustawe o Stopniach i Tytule Naukowym i przedstawiam Wysokiej Radzie Naukowej
Dyscypliny Nauki Chemiczne wniosek o dopuszczenie Pani mgr Eweliny Wateki-Bargiel do dalszych

etapdéw przewodu doktorskiego. { !

Whiosek o wyrdznienie

Jednocze$nie rekomenduje wyrdznienie pracy doktorskiej Pani Eweliny Wateki-Bargiel pt.
”Wykorzystanie mikro-/nanozeli czutych na warunki Srodowiskowe jako nosniki lekow”. W mojej

opinii, praca zastuguje na wyrdznienie, poniewaz:

1. Podjeta nowa, aktualng i preznie sie rozwijajgcg tematyke nowych form lekéw podwyzszajgcych

istotnie ich selektywnos$¢ wnikania do komérek nowotworowych.

2. Po raz pierwszy scharakteryzowata szeroko nowe polimery z trzech grup strukturalnych: nanozeli,
mikrozeli i mikrokapsutek w aspekcie ich zdolnosci selektywnego podwyzszenia aktywnosci
przeciwnowotworowej znanych lekéw DOX i EPI przy niskiej toksycznosci wobec komorek

prawidtowych.



3. Jeden z elementéw pracy zostat opatentowany, Nr P.438905/09.09.2022 oraz nagrodzony ztotym
medalem na Miedzynarodowej Warszawskiej Wystawie Wynalazkéw IWIS 2022.

4. Praca jest bardzo dobrze napisana. Z jednej strony czytelnik znajduje w danym elemencie tekstu
wszystkie wazne informacje, z drugiej strony sa one przedstawione w sposéb fatwy do odbioru i

zapamietania.

5. Tekst pracy wsparty jest duzym zestawem odnos$nikoéw literaturowych, 243, zdecydowana
wiekszo$¢ z nich, 178, ukazato sie po roku 2010, a 64 sg z lat 2020-2022.




