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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Wal¢ka-Bargiel
pt.: ,Wykorzystanie mikro-/nanozeli czulych na warunki srodowiskowe jako nosniki

lekow”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Eweliny Waleka-Bargiet zostala
wykonana w Katedrze Biotechnologii Medycznej Wydziatlu Chemicznego, Politechniki
Warszawskiej, pod kierunkiem i opieka merytoryczng prof. dr hab. inz. Artura Dybko oraz dr
hab. Marcina Karbarza.

Tematyka rozprawy doktorskiej skupia si¢ na opracowaniu nowych materiatow
hydrozelowych, oraz ich walidacji pod katem dostarczania lekéw przeciwnowotworowych
i potegowania ich cytotoksycznego efektu. Doktorantka podjela sie realizacji waznych
i niezwykle aktualnych zagadnien, ktére moga przyczynié sie do lepszej biodystrybucji lekow,
nie tylko w chorobach nowotworowych. Zastosowanie nosnikéw mikro- i nanozelowych do
kontrolowanego transportu i lokalnego uwalniania czasteczek leku wydaje si¢ niezwykle
ciekawym rozwigzaniem, ktére nie wymaga modyfikacji substancji leczniczej i moze pozwoli¢
na zmniejszenie aktywnej dawki leku. Obecnie ciagle poszukuje si¢ nowych, skutecznych
i bezpiecznych metod dostarczania lekéw do docelowego miejsca dziatania, co jest jednym
z wyzwan nowoczesnej farmacji i medycyny. Dysertacja Pani mgr Eweliny Waleka-Bargiet
doskonale wpisuje si¢ w nurt tych badan.

Rozprawg pani mgr Eweliny Waleka-Bargiel rozpoczyna streszczenie w jezyku polskim
i angielskim, w zwigzly spos6b podsumowujace zagadnienia podejmowane w dysertacji. Praca

ma dos¢ klasyczny ukiad obejmujacy cel pracy, czes¢ literaturows, eksperymentalng oraz
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podsumowanie i wnioski. Autorka rozpoczyna cel pracy od doé¢ ogdlnego i odwaznego
stwierdzenia wskazujacego, Ze ograniczenie palenia papieroséw przyczynito sig do
zmniejszenia wskaznikoéw zgonow powodowanych przez choroby nowotworowe. Niestety nie
moge sie z tym zgodzié, takie stwierdzenie nie jest dod¢ precyzyjne. Poza tym trzeba mie¢ na
uwadze rosngca popularnosé papieroséw elektronicznych, ktére poza nikotyng zawieraja
o wiele wiecej toksyn niz tzw. ,tradycyjne” papierosy, w tym nitrozaminy, aldehydy oraz lotne
zwiazki organiczne. Poczgtkowe cztery paragrafy tego rozdziatu, nie do konca sg zwigzane
z tematyka rozprawy, mozna je przeredagowaé i znaczaco skrocié. Praca ma na celu
rozwiazanie stabej biodystrybucji lekow i nie podejmuje analizy biologicznej
i mikroérodowiska nowotwordw piersi i jajnika.

Majac na uwadze szeroki zakres przeprowadzonych badan i mnogosc uzyskanych
wynikéw, w rozprawie powinien znalez¢ sig rowniez rozdziat ,.Dyskusja”, ktory odnositby
otrzymane rezultaty do aktualnego stanu wiedzy. Uzupelniajagcym i waznym dodatkiem,
wskazujacym na aktywno$é naukowg Doktorantki jest wykaz publikacji, nagrod, patentow oraz
aktywnosci konferencyjne, zaréwno w reprezentowanej tematyce jak i poza tematyka
podejmowang w ramach badan wiasnych.

Tematyka rozprawy jest wielowatkowa, obejmuje nie tylko kontrolowane systemy do
dostarczania lekow, ale rowniez systemy mikroprzeptywowe. W zwigzku z tym Doktorantka
w..Czesci literaturowej” zapoznaje czytelnika czym sg hydrozele, jaka jest metodyka ich
otrzymywania a takze jaka jest rola i ograniczenia poli(winylopirolidonu) i poli(N-
izopropyloakryloamidu) — materiatéw uzywanych w badaniach wlasnych. Ta czg¢$¢ jest bardzo
obszerna i czesciowo mogta by zosta¢ umieszczona w brakujgcej czgsci ,,Dyskusja”. Autorka
w formie tabeli wskazuje tez jakie leki zawieraja pVP, jednak nie podaje Zrédia pochodzenia
tych danych. Podobna uwaga dotyczy Rycin 1-5, tu rowniez nie pojawilo si¢ zrodio
literaturowe. Natomiast w przypadku Rys. 6 pokazano schemat struktury core-shell
nanoczastek zaczerpniety z prac naukowych, z odpowiednim cytowaniem. Czy Doktorantka
otrzymata zgode autoréw na potrzeby umieszczenia schematu w swojej rozprawie?

W dalszych fragmentach, Autorka opisuje wybrane do badai modelowe leki
przeciwnowotworowe: doksorubicyne i epirubicyng, wskazujac ich zastosowanie i skutki
uboczne. W pracy wskazano, ze sa to leki wprowadzone do leczenia w latach 70-tych, zatem
ich mechanizm dziatania jest do$¢ dobrze poznany, podobnie jak i indukowane efekty uboczne.
W kontekécie samej rozprawy warto wspomnie¢ o mechanizmach opornosci lekowej jakie te
leki wywotluja, dlatego tematyka podejmowana w dysertacji w celu poprawy efektywnego

transportu lekéw jest niezwykle istotna.
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Kolejno Doktorantka opisuje systemy mikroprzeptywowe, materialy z jakich s3
wykonywane oraz jakie technologie wykorzystuje sig to produkcji tej technologii. Ciekawym
aspektem wydaje si¢ zastosowanie takich mikroukfadow do analizy uwalniania lekow
z nanoczasteczek co Autorka rozprawy sprawdzita w swoich badaniach.

W dalszych etapach praca zawiera spis odczynnikéw i aparatury, otwierajgcy czg$¢
eksperymentalng. Doktorantka przedstawita tg czgs¢ raczej niestandardowo, polaczyta opis
metod z wynikami, dokonujac podziatu w zaleznosci od rodzaju nosnika. Respektuje taki
podziat, zaktadam ze ma on na celu utatwienie analizy prowadzonych badan i otrzymanych
wynikow. W celu analizy efektywnosci leku dostarczanego w zelu i w nosnikach wykorzystano
test zywotnosci MTT, cytometrig przeptywowg oraz mikroskopig fluorescencyjng w celu oceny
wychwytu leku. Badania prowadzono na hodowlach komérkowych linii A2780, MCF-7, MCF-
10A oraz HOF, stad Doktorantka podaje sklad medium hodowlanego. W tym miejscu zabraklo
podania skfadu medium dla komérek HOF. Warto tez w odniesieniu do wykorzystywanych
materiatéw laboratoryjnych uzywaé stownictwa ,niekolokwialnego™ , np. zamiast ,,falkony”
i .eppedorfy”, raczej probéwki wiréwkowe o okreslonej objgtodei i tu podac objetosé
uzywanych probowek.

Autorka w dalszej czeéci podaje protok6t pasazowania komoérek z zastosowaniem
roztworu trypsyny lub TrypleExpress. Tu pojawilo si¢ dos¢ nieprecyzyjne okrelenie, ze sg to
,.substancje”, raczej powinno si¢ napisaé, ze jest to roztwér enzymu pochodzenia zwierzgcego,
w przypadku Tryple rekombinowanego, stosowanym do dysocjacji adherentnych
(przylegajacych) komorek ssaczych.

W dalszej czesci rozdzialu opisano synteze i analiz¢ nanozeli. W opisie metodyki
Autorka czasem pisze petna nazwe substancji chemicznych np. chlorek sodu, a czasem wzor
sumaryczny HCI, NaOH, warto to ujednolici¢. W rozdziale 8.1.3. podano dos¢ ogdlng
procedure okredlania stabilnosci nanozeli, a mianowicie, cytuje:

Roztwory przygotowano przez zmieszanie roztworu nanozelu z odpowiedniq iloscig
roztworu HCI (0.3M), NaOH (0.3M) lub chlorku sodu (0.3M)”, co w tej procedurze oznacza
»odpowiednia ilo$¢?

W rozdziale 8.1.8 Autorka opisuje metodyke analizy przy pomocy mikroskopii
konfokalnej. W metodzie wykorzystano szalki 4-komorowe, na ktére wysiewano komérki. Nie
do konca wiadomo jakie szalki wykorzystano oraz jaka ilo§¢ komorek wysiewano, co jest
istotne w przypadku zachowania powtarzalnosci badan. Zabraklo tez szczegbtéw obrazowania
tj. dlugosci fali wzbudzenia i emisji dla poszczeg6lnych znacznikéw komdrkowych.

Rozdzial 8.1.9 dotyczy oceny cytotoksycznosei testem MTT. W poczatkowym opisie

wskazano, ze badania prowadzono na komérkach MCF-7, MCF-10A oraz dodatkowo na
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komoérkach raka jajnika A2780, aby potwierdzié wptyw nanoczastki z lekiem. Co oznacza
w tym badaniu dodatkowe zastosowanie tej linii komérkowej w odniesieniu do komérek MCF?
W rozdziale tym zabraklo podania procedury pomiaru. Po rozpuszczeniu krysztatoéw
formazanu, Autorka przechodzi od razu do wynikow.

W rozdziale 9, Doktorantka opisuje technologi¢ wytworzenia mikroukladu, ktérego
celem jest walidacja uwalniania lekow w warunkach pozakomérkowych. Badania wskazuja, ze
wykonany mikrouktad jest dosé stabilny i moze by¢ wykorzystywany do analizy uwalniania
substancji wykazujacych wiasciwosci fluorescencyjne. Na uwage zastuguje fakt, ze
opracowana przez Doktorantke konstrukcja jest przedmiotem zgtoszenia patentowego. Nasuwa
sie pytanie czy opracowany mikrouklad nadawatby si¢ réwniez do analiz lekéw
enkapsutowanych w nosnikach innego typu? Czy mozna stwierdzi¢ ze jest to rozwiazanie
uniwersalne?

Autorka podjeta si¢ ambitnej préby rozwigzania problemu stabej biodystrybucji
doksorubicyny i epirubicyny. W tym celu siggneta po kilka rozwigzan poprzez syntezg nano-
i mikrozeli oraz konstrukcje tzw. ukladu Lab-on-Chip. Uzyskane w ramach realizacji rozprawy
wyniki ukazujg, ze zastosowane nosniki poprawiajg cytotoksycznos¢ DOX i EPI, o czym
$wiadczy wyznaczony indeks cytotoksycznoscei. Doktorantka jednoczesnie wykazala, nizsza
toksycznos¢ badanych ukladéw wobec komorek prawidfowych, co réwniez potwierdza
selektywnosé syntezowanych no$nikéw. Najlepszym i wysoce selektywnym uktadem okazat
sie mikrozel i kapsutki przygotowane w oparciu o pVP.

Z pozycji recenzenta oceniatam, czy Kandydatka do stopnia doktora wykazuje wiedzg
w zakresie reprezentowanej dyscypliny oraz czy posiada umiej¢tnosci samodzielnego
projektowania i prowadzenia pracy naukowej, oraz analizy otrzymanych wynikéw. Rozprawa
doktorska, jest napisana jezykiem naukowym i zaopatrzona w schematy ulatwiajgce
czytajacemu analize podjetej tematyki. Doktorantka umiejetnie analizuje otrzymane wyniki
i potrafi je odnies¢ do aktualnego stanu wiedzy. Z obowiazku recenzenta, zwracam rowniez
uwage na pewne niejasnosci, ktore znalaztam w tekscie pracy:

- opis metodologii wymaga drobnych uzupenien co zaznaczono w recenzji;

- w tekscie napotyka sie brak odnosnikow literaturowych (przyktadowo str. 37, 47);

- niektére ryciny réwniez nie posiadajg odnosnikéw literaturowych, na bazie ktorych
przygotowano ryciny do rozprawy (Rys.1-5);

- w przypadku cytowania innych prac, warto uzy¢ skrétu i wsp.” zamiast
..l wspdipracownicy™;

- zamiast zwrotu ,tadowanie leku”, lepiej uzy¢ eknapsulowanie lub inkorporowanie

leku;




- Autorka przeprowadzila analize statystyczng co wida¢ na prezentowanych wynikach,
jednak brakuje opisu przeprowadzonych analiz;
- zauwazono zwigkszony nacisk na ,Czes¢ literaturowsg” w odniesieniu do

..Podsumowania”, warto przeredagowaé te fragmenty na korzys¢ ,,.Dyskusji”.

Doktorantka wykorzystata szeroki zakres badan do realizacji zamierzonych celéw,
a otrzymane wyniki moga stanowi¢ kompleksowe rozwigzanie do badania enkapsutowanych
lekéw. Stwierdzam, ze przedmiotem rozprawy doktorskiej jest oryginalne rozwigzanie
podjetego problemu naukowego. Warto zauwazy¢, ze mikrouktad prezentowany w rozprawie
zostal nagrodzony przez Polski Zwiazek Pracodawcéw Przemystu Farmaceutycznego, oraz
zlotym medalem na Migdzynarodowej Warszawskiej Wystawie Wynalazkow. Otrzymane
wyniki posiadaja elementy nowosci naukowej i stanowig doskonatg podstawg do publikacii
w dobrze punktowanych czasopismach z reprezentowanej dyscypliny, a moga tez znalez¢
odbiorcow w przemys§le farmaceutycznym.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa Pani mgr Eweliny
Waleka-Bargiel pt.: ”Wykorzystanie mikro-/nanozeli czulych na warunki Srodowiskowe jako
nosniki lekéw”, spenia warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku, Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz.U. z 2022 poz. 574 ze zm.). W zwiazku z powyzszym,
zwracam sie do Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki
Warszawskiej o przyjecie rozprawy oraz dopuszczenie Pani Eweliny Wal¢ka-Bargiel do
dalszych etapéw postgpowania dotyczacego nadania stopnia doktorskiego. Jednoczesnie,
biorac pod uwage uzyskane wyniki, oraz aplikacyjnos¢ uzyskanych rozwigzan
technologicznych, wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne o przyznanie wyréznienia

Autorce dysertacji, Pani mgr Ewelinie Waleka-Bargiet.

dr hab. inz. Julita Kulbacka, prof. UMW
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