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pt. y,Liposomalny uklad hybrydowy do celowane] terapii
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Tworzenie no$nikéw substancji leczniczych, zwlaszeza pod katem
celowanego dostarczania do okreSlonego miejsca w organizmie tj. narzadow,
tkanek, komodrek to jeden z =zasadniczych kierunkéw badan wspélczesne]
nanotechnologii farmaceutycznej. Sposréd nanostrukturalnych noénikéw, liposomy
sq definiowane jako uklady do terapii celowanej. Ze wzgledu na rozmiary,
podawane sa droga pozajelitowa. Warunkiem skutecznosci terapeutycznej jest
dtuzszy czas przebywania we krwi, co uzyskiwane jest m.in. poprzez tworzenie
liposoméw z otoczkg hydrofilows. Efektem 60 lat badan nad sporzadzaniem
stabilnych liposoméw jest opracowanie kilkunastu preparatéw. Z uwagi na
mozliwos¢ uwalniania substancji lecznicze] bezposrednio w tkance docelowej,
liposomy sa wcigz przedmiotem szczegdlnego zainteresowania badawczego,

zwlaszcza w zakresie terapii przeciwnowotworowej.

Realizacja zadan badawczych okre§lonych w rozprawie doktorskiej
powiodla sig, dzieki mozliwosciom warsztatowym, jakie miala Doktorantka
pracujac w zespolach interdyscyplinarnych. Nie czesto zdarza sig, by zakres prac
badawczych obejmowal tak rdéznorodna metodycznie tematyke. Podjecie

rozwigzania tego zlozonego zagadnienia znalazio uzasadnienie w sprawowaniu

opicki naukowej nad przebiegiem prac i ich ukierunkowaniem przez dwoch
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W ocenianej pracy mozna wyrdéznié dwa watki badawcze 1.

* opracowanie hybrydowego ukfadu no$nikowego zawierajacego 2 substancje czynne: 5-
fluorouracyl o dziataniu cytotoksycznym oraz itrakonazol o dziataniu przeciwgrzybiczym, z
uwzglednieniem petnej jego charakterystyki;

* ocena whasciwosci opracowanego ukladu nosnikowego w oparciu o badania biologiczne in

Vitro 1 in vivo,

Poszczegolne ich etapy Doktorantka rozwijata w ramach Interdyscyplinarnych Studiéw
Doktoranckich ,,Nauki molekularne dla medycyny” MOL-MED. (projekt nr POKL.04.01.01-
000056/10), projektu Doctus (projekt nr ZS.4112-198/12), projektu Opus IV NCN
(2012/07/B/ST5/00913) pod kierownictwem dr hab. Mariusza Kepezyfskiego.

Przytoczone powyzej ogélne argumenty potwierdzaja stusznoéé wielokierunkowego
podejscia do jasno okreslonego celu pracy, by rozwigzanie probleméw badawczych na
poszczegdlnych etapach przyshuzylo sig optymalizacji formy liposomalnej leku i dato podstawe

do realizacji dalszych badan, a w konsekwencji uruchomienia sciezki wdrozeniowe;j.
* Ogolna charakterystyka edytorska rozprawy doktorskiej.

Rozprawa doktorska mgr Moniki Dzieciuch-Rojek zredagowana w formie 168 stron ma
ogolnie przyjety uklad tj. wprowadzenie i cel pracy, cze$é teoretyczna, czes$é doswiadczalna
uwzgledniajacg oméwienie metodyki badan w oparciu o nowoczesne zaplecze aparaturowe oraz
omowienie wynikéw badan w ramach poszczegélnych faz eksperymentéw. Uzyskane rezultaty
znajdujg syntetyczne odbicie w czgéci podsumowanie i wnioski. Rozdziat ,,Bibliografia® jest
bardzo obszernym dokumentem z 292 pozycjami pi§miennictwa, ktdre znajduja uzasadnienie w
tresci rozprawy doktorskiej. Zaréwno cze$¢ teoretyczna jak i doswiadczalna dokumentowana jest
takze odpowiednio 3 i 15 tabelami oraz 14 i 49 rysunkami. Do}qczony“ wykaz dorobku
naukowego dokumentuje udziat Doktorantki jako wspdlautorki 3 prac opublikowanych w
czasopismach o - zasiggu miedzynarodowym oraz 14 prezentacji posterowych podczas

konferencji krajowych i zagranicznych.



+ Tematyka rozprawy doktorskie;j.

Tematyka rozprawy doktorskiej dotyczy opracowania liposomalnego nosnika z
cytotoksyczng substancja c¢zynng tj. S-flurouracylem przeznaczonego do terapii celowanej w
formie preparatu aplikowanego drogg pozajelitows. Jasno sformutowany cel pracy umozliwia
$ledzenie si:osobu jego realizacji w czgéei do§wiadezalne;).

W obejmujacej 57 stron czesci wstepnej rozprawy Doktorantka przedstawila aktualny stan
wiedzy dotyczacy charakterystyki biologii i1 epidemiologii nowotworéw zlosliwych oraz
wspélczesnych metod terapeutycznych. W sposéb  przejrzysty zostaly omoéwione
wielokompartmentowe systemy nosnikowe. Zebrany material informacyjny na temat wynikéw
prac do$wiadczalnych dotyczacych uktadéw liposomalnych z S-fluorouracylem uzyskanych w
innych osrodkach badawczych jest niezwykle istotny ze wzgledu na ukierunkowanie przez
Doktorantke prac eksperymentalnych.

Spos6b opracowania tej czesei pracy, a zwlaszcza selekcja informacji w oparciu o 292
pozycje pismiennictwa zasluguje na duze uznanie. Przeglad wiedzy w omawianym zakresie,
logiczny i usystematyzowany spos()b naswietlania zagadnien w kontekécie wiasnego celu
badawczego, Swiadczy o dobrym przygotowaniu teoretycznym Doktorantki do podjgcia tak

szerokiej problematyki naukowej.

Czgs¢ doswiadcezalna obejmuje kilka obszaréw badawczych:

¢ formulacyjny w zakresie syntezy organicznej oraz tworzenia modyfikowanych struktur
liposomalnych,

e analityczny w zakresie charakterystyki i oceny poszczegdinych ukiadéw, w oparciu o
nowoczesne fizykochemiczne techniki badawcze, '

¢ biologiczny z uwzglednieniem aspektéw biofarmaceutycznych.

Spory wklad Doktorantki upatruj¢ w rozwigzaniu problemow istotnych z punktu
widzenia formulacyjnego. Niezwykle interesujacy jest szlak dogwiadczalny, poczawszy od proby
trojetapowe] syntezy folianowego liganda otrzymanego w wyniku pfzy%qczenia do
zmodyfikowanej kwasem foliowym aminy poliglikolu etylenowego z DSPE. Ze wzgledu na brak
pozytywnych wynikéw oczyszczania zwigzku, podstawa dalszego projektowania byt
komercyjnie dostepny ligand FA-PEG-DSPE.



Do tworzenia liposoméw uzyto trzy rodzaje lipidéw: EYPC, POPC, DPPC. Metoda
sporzadzania polegala na tworzeniu filmu lipidowego, jego hydratacie buforem fosforanowym i
sonikacj¢. W wyniku tego procesu uzyskano male liposomy jednowarstwowe (SUV).
Podkreslenia wymaga idea tworzenia filmu lipidowego wzbogaconego o itrakonazol jako
substancje czynng o wlasciwosciach modulatora biatka opornosci wielolekowej komorek
nowotworowych. Zakres tych badan, prowadzony przez Doktorantke z niezwyklg starannoscia,
wyjasnit szereg aspektéw istotnych dla tworzenia liposoméw w sposéb powtarzalny. Z punktu
widzenia technologii farmaceutycznej za szczegéinie istotne uznaje badanie rozmiaru i
stabilnos¢ liposoméw modyfikowanych itrakonazolem oraz podziatu itrakonazolu miedzy faze
wodng i lipidows dla liposoméw konwencjonalnych i modyfikowanych glikolem
polioksyetylenowym.

Wizualizacja w transmisyjnym mikroskopie elektronowym wykazata réznice w dyspersji
liposoméw na korzysé pegylowanych. Nalezy podkreslié, ze wprowadzenie itrakonazolu do
blony lipidowej w ilo$ci nie przekraczajacej 15 mol% nie zakléca tworzenia sie form
liposomalnych. W badaniach topografii filméw lipidowych nie wykazano destabilizacji blon
lipidowych, a niska warto$¢ parametru szorstkosci $wiadezy o gladkiej ich powierzehni. Dane
dotyczace zmian polozenia i konformacji czasteczek itrakonazolu w blonie uzyskano poprzez
symulacje metodé dynamiki molekularnej. W ten sposéb stwierdzono mozliwoéé lokalizacji
czgsteczek itrakonazolu w regionie grup polarﬂych i glicerolu oraz pomig¢dzy lancuchami
polimeréw warstwy zewngtrznej.

Substancj¢ czynng tj. 5-fluorouracyl wprowadzono do 4 rodzajéw liposomdw:
konwencjonalnych (PL), modyfikowanych itrakonazolem (PLA), ukierunkowanych kwasem
foliowym (FPL) oraz zawierajacych oprécz kwasu foliowego réwniez itrakonazol (15 mol%)
(FPL1). Najwigkszg efektywnoscig zamykania substancji czynnej w ilosei 55,93+8,85%
charakteryzowal sig czwarty z wymienionych rodzajéw liposoméw, a wiec ukierunkowany FA. i
zmodyfikowany dodatkiem itrakonazolu. Uzyskano w niewielkim stopniu zréznicowany profil
uwalniania substancji czynnej dla trzech rodzajéow liposoméw. Wigksze zahamowanie
uwalniania dotyczy ukladu FPL. W poréwnaniu z krzywa szybkosci rozpuszezania 5-
fluorouracylu, uwalnianie substancji czynnej z liposoméw jest zmniejszone do wartosci od ok.
57% do ok. 70 % po 25 godzinach. Przebieg krzywych ma charakter dwufazowy, gdyz ilosé
uwolnionej substancji leczniczej po 4 godzinach miescita sie w granicach od ok. 55% do 65%.
Po tym czasic substancja lecznicza uwalnia sie w niewielkim stopniu lub pozostaje na

niczmienionym poziomie. Tego rodzaju profil uwalniania substancji czynnej nie jest jeszcze
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optymalnym. Znaczna ilo§¢ uwolnionej substancji praktycznie po 1-2 godzinach, a potem
zahamowanie dalszego procesu uwalniania moze skutkowa¢ m.in. brakiem trwalosci preparatu

liposomalnego.

Badania oddziatywania sporzadzonych ukladéw z linia komérkowsa raka jelita grubego
potwierdziiy trafnos¢ zalozen opracowania liposomow ukierunkowanych kwasem foliowym i
zmodyfikowanych itrakonazolem.

Na przykladzie liposoméw niemodyfikowanych, pegylowanych modyfikowanych
itrakonazolem i/lub ukierunkowanych wykazano w badaniach cytotoksycznosci najwiekszy efekt
toksyczny S-fluorouracylu w wyniku zamknigcia w liposomach ukierunkowanych kwasem
foliowym (FPL, FPLI), za$ poprzez modyfikacje itrakonazolem sumaryczne korzystne
oddzialywanie na skutecznosé przeciwnowotworowq. Liposomy te sg wychwytywane przez
komorki Caco-2 przy udziale receptora dla kwasu foliowego. Wydajnosé wigzania liposoméw
ukierunkowanych z FRa jest wicksza niz wolnego kwasu foliowego.

Do badan in vivo na myszach wybrano liposomy pegylowane (7 mol% PEG-DSPE)
ukierunkowane kwasem foliowym (0,5 mol% FA-PEG-DSPE) i modyfikowane itrakonazolem
(15 mol%) zawierajace S-fluorouracyl. Analizie poddano prébki surowicy, moczu, wyizolowane
guzy oraz narzady. Maksymalna intensywnos¢ fluorescencji w podskomych guzach
identyfikowano po 10 min. od podania preparatu. Uklad liposomalny utrzymywal sie w guzie
przez 6 godzin. Rejestracja prowadzona do 24 godz. wykazata stopniowe oslabienie sygnatu
fluorescencyjnego do granicy jego wykrywalnosci. Te samg zalezno$¢ identyfikowano w
wyizolowanych narzadach tj. w nerkach i watrobie. Podkre$lenia wymaga prawidlowe
zaplé,nowanie i przeprowadzenie eksperymentéw w ramach etapu biologicznego badan, ktérych
pozytywne wyniki niewatpliwie stymulujg do rozwijania dalszego etapu prac o charakterze
badawczo-rozwojowych.

Pragne podkresli€, ze przeprowadzona przez Doktorantke kompleksowa ocena
utworzonego uvkladu hybrydowego, ktéry moze postuzy¢ jako model nosnikowy do dalszych

etapOw badan biologicznych i formulacyjnych budzi moje duze uznanie.

e Oryginalno$¢ dorobku naukowego w ramach rozprawy doktorskie;
Szeroka tematyka badawcza, doskonaly warsztat badawczy, logiczne planowanie
dalszych etapéw badan w oparciu o uzyskane wyniki, bardzo dobre opracowaniec metodyczne
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skutkuje niezwykle cennym zbiorem danych i wnioskéw, cechujgcych sie oryginalnoscia

naukowa.

Jako szczegblnie wazne osiggniecia uznaje:

e opracowanie ukierunkowanego kwasem foliowym liposomalnego nognika 5-
fluorouracylu, ktérego blona lipidowa zostata zmodyfikowana druga substancja czynng —
itrakonazolem o wiasciwosciach przeciwgrzybiczych,

. okreélénie czynnikéw warunkujacych tworzenie zmodyfikowanych liposoméw,

* udowodnienie dotarcia S5-fluorouracylu w formie ukierunkowanego systemu
nosnikowego droga naczyn krwionosnych do guza nowotworowego oraz jego
metabolizowanie w watrobie i nerkach, co kwalifikuje testowany uklad do tzw.
celowanej terapii.

Prezentowane w rozprawie doktorskiej wyniki badaf sq Zrédltem niezwykle istotnych
informacji z punktu widzenia technologii farmaceutycznej. Szczegétowa dokumentacja wynikéw
badan stanowi nie tylko uzasadnienie wielokierunkowych prac do$wiadczalnych, ale réwniez
podstawe dalszych dzialan w aspekcie formulacyjnym o charakterze aplikacyjnym. Juz na tym
etapie wyniki badan Doktorantki stanowia o sukcesie naukowym. Uzyskanie w dalszych
badaniach stabilnosci liposomalnego nosnika jako wielokompartmentowej postaci leku
$wiadezyloby o oryginalnosci zaprojektowanego uktadu hybrydowego i niezwyklej wartosci
terapeutyczne;.

W tekscie rozprawy doktorskiej znajduje jedynie drobne bledy literowe, co w kontekscie
jej obszernosci nie umniejsza mojej bardzo dobrej oceny redakcyjnej. Stownik skr6téw
uwzglednia kilka form opisowych dla poszezegélnych symboli. Zamienne ich stosowanie jest
prawidtowe, jednakze precyzowanie do kolejnych badan jednej formy byloby bardziej czytelne.

Badania uwalniania substancji leczniczej z liposoméw prowadzono metods dializacyjng.
Przebieg profili uwalniania substancji czynnej z liposoméw konwencjonalnych i
modyfikowanych itrakonazolem jest bardzo zblizony, nieco szybciej proces ten zachodzi z
docelowej formulacji tj. liposoméw ukierunkowanych FA i zmodyfikowanych itrakonazolem,
jakkolwiek réznice w wartosciach odezytywanych z wykresu s niewielkie. Szkoda, ze skala w
przedziale czasowym 0-2 h nie zostala rozszerzona. Wéwezas interpretacja wynikéw bylaby
znacznie uwlatwiona. Préby dopasowania kinetyki uwalniania substancji czynnej do rézaych
modeli matematycznych wskazuja najlepszg korelacje dla modelu Higuchiego, a wiec

mechanizm dyfuzji czasteczek substancji czynnej z opracowanej formulacji. Jednakze
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zoptymalizowania wymagataby szybko$¢ uwalniania w poczatkowej fazie oraz zwigkszenie
ilosci uwolnionej substancji w fazie drugiej. Uwagi te dotycza dalszej optymalizacji formulacji,
lecz w zaden sposdb nie wplywaja na pozytywng ocene uzyskanych wynikow badan.

Uznaje, za przejezyczenie sformulowanie na str. 115 1. 8 ,,Po 4 h obserwacji 69% 5-FU
wycieklo z nosnika”, gdyz jak sadzg-jest to obliczana ilos¢ uwolnionej substancji czynnej.
Termin ,,Wyciek substancji” jest okresleniem pozwalajacym oceni¢ stabilnosé lub jej brak w
odniesieniu do uktadu liposomalnego. Réwniez nieprecyzyjne jest okreslenie ,,wyplyw leku z
nos$nika” (str. 60) lub ,,uwalnianie terapeutyku” (str. 115).

Poczynione nieliczne jak widaé uwagi w zaden sposéb nie umniejszaja wartosci
rozprawy doktorskiej. Ten niezwykle obszerny materiat eksperymentalny wymagat ze strony
Doktorantki dobrego wszechstronnego przygotowania. Godnym wig¢c podkreslenia jest wklad
pracy zwiazany z duzg iloscia badan zardwno in vitro jak i in vivo. Dokonanie wiasciwej selekcji
wynikéw z uwzglednieniem przekrojowej prezentacji niektérych danych $wiadezy o

umiejetnosci Doktorantki whasciwej oceny zagadnien w catym zakresie prac do§wiadczalnych.

W podsumowaniu przedstawionej recenzji pragne pokresli¢ mojg bardzo wysoka oceng
rozprawy doktorskiej mgr Moniki Dzieciuch-Rojek, ze wzgledu na kompleksowe rozwigzanie
problemu naukowego. Realizacja zalozefi badawczych powiodla si¢ dzigki dobremu
przygotowaniu teoretycznemu Doktorantki, jej umiejetnosciom praktycznym i dojrzalosci w
prowadzeniu pracldoéwiadcza}nych.

W mojej opinii rozprawa doktorska mgr chem. lek. med. Moniki Dzieciuch-Rojek spetnia
wymogi Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. z 2003 r., nr 65 poz. 595 z poZniejszymi zmianami) i na tej podstawie zwracam sie
do Wysokiej Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Jagielloniskiego z wnioskiem o przyjgcie i
dopuszczenie mgr chem. lek. med. Moniki Dzieciuch-Rojek do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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