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Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr Aleksandry Rekorajskiej:

~Projektowanie, synteza i charakterystyka magnetycznych nanoczastek tlenkéw zelaza i
tlenkéw zelaza domieszkowanych kationami lantanoweéw oraz ich wykorzystanie w
konstrukcji liposomalnych nesnikéw lekéw”.

Praca doktorska Pani mgr Aleksandry Rekorajskiej zostala wykonana w Wydziale Chemii
Uniwersytetu Warszawskiego pod kierunkiem Prof. dr hab. Pawla Krysifiskiego. Zespét
badawczy Pana profesora od wielu lat, miedzy innymi, prowadzi badania monowarstw i
dwuwarstw lipidéw i fosfolipidéw oraz badania wykorzystania magnetycznych nanoczastek w
aspekcie celowanego dostarczania lekéw przy pomocy zewnetrznego pola magnetycznego,
szczeg6lnie w chorobach nowotworowych.

Wyb6r tematyki

Badania w pracy doktorskiej ukierunkowane byly na mozliwo$é wykorzystania
liposoméw z umieszczonym wewnatrz nich lekiem i wbudowanymi nanoczastkami tlenkéw
zelaza o wlasciwosciach magnetycznych. Obecnoéé takich nanoczastek powinna umozliwié
skierowanie leku w odpowiednie miejsce w terapii nowotworowej. Jak powszechnie wiadomo,
choroby nowotworowe sa druga przyczyng zgonéw po chorobach uktadu krazenia. Pomimo
rozwijanej profilaktyki i do$é¢ skutecznych metod diagnostycznych, liczba zachorowah na
nowotwory rosnie i wedtug raportu GLOBOCAN (Global Cancer Observatory) z 2018 liczba ta w
ciggu 5 lat niestety wzroénie z 14,1 min do 19,3 mln. W Polsce wedtug Krajowego Rejestru
Nowotworéw rocznie rejestruje sie okolo 165 tysigcy zachorowan i umiera okoto 100 tysiecy
os6b w wyniku nowotworéw ziogliwych. Wazng sprawa jest wiec ulepszanie obecnie
stosowanych terapii w leczeniu nowotwordw. Miedzy innymi, istotne jest ograniczenie skutkéw
ubocznych w stosowanych terapiach farmakologicznych, takich jak réwnoczesne niszczenie
komérek zdrowych. Opracowanie wiec terapii pozwalajgcej na selektywne niszczenie komérek
chorych poprzez dostarczenie do nich leku jest podstawowym problemem, ktéry obecnie jest
szeroko badany. W tym celu w badaniach wykorzystuje sie migdzy innymi magnetyczne czastki
tlenkéw zelaza.

W 2017 roku Wu i Huang opublikowali w Molecular and Clinical Oncology (7, 738-46)
przegladowa prace wartg zacytowania: “Magnetic nanoparticles in cancer diagnosis, drug delivery
and treatment”. W podsumowaniu stwierdzili, ze magnetyczne nanoczastki (MNPs) mogg
zapewni¢ wysoce efektywne uklady celowanego dostarczania leku. Réwnoczeénie, jednakze
stwierdzili, ze pomimo wielu pomy$lnych wynikéw badan, wcigz pozostajg pewne wyzwania w
teranostycznym (Sciste polaczenie diagnostyki i terapii) zastosowaniu tych materialéw. ,By
Jfocusing on improving their drug loading capacity, and increasing their specificity and affinity to
target cancer cells, MNPs may_become_suitable for clinical use with integrated imaging and
multimodal therapy in the near future and dramatically impact the treatment of cancer”.

Chociaz Autorka w temacie rozprawy nie wymienila, ze przeprowadzone badania byly
ukierunkowane na nosniki lekéw w terapii przeciwnowotworowej, to juz we ‘Wstep i Cel
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Pracy’ stwierdzila, niezbyt poprawnie stylistycznie, ze ,celem niniejszef prac byta synteza i
potencjalnym wykorzystaniu w nowoczesnych terapiach przeciwnowotworowych nanoczgstek
tlenku zelaza(ll) i (I)". W $wietle powyzszych danych odnosnie do choréb nowotworowych w
Polsce i na $wiecie i zacytowanej pracy z 2017 roku, tematyka rozprawy doktorskiej Mgr
Aleksandry Rekorajskiej jest bezdyskusyjnie bardzo aktualna i nowatorska. Wihasciwosci
magnetyczne takich czastek osadzonych na liposomach lub w liposomach, z lekiem
przeciwnowotwerowym, umozliwiajg celowane ich skierowanie do komérek nowotworowych i
dopiero wéwczas uwolnienie leku przy pomocy zewnetrznego pola magnetycznego. Same
czastki magnetyczne nie wykazujg duzej toksycznoéci dia organizmu a ich otrzymywanie jest
proste, co powoduje atrakcyjnosé ich wykorzystania w medycynie.

Formalna ocena pracy doktorskiej i merytoryczna czesci literaturowej

Praca doktorska zawiera 157 stron i napisana jest w typowej formie, tj. sklada sie z czeSci
literaturowej (71 stron) i cze$ci do$wiadczalnej (70 stron) oraz wnioskéw Zawartych na 2
stronach. Ponadto zalaczona do pracy bibliografia liczy 145 pozycji, z ktérych tylko 27
opublikowane bylo przed rokiem 2010 i tylko 14 z nich jest starszych niz 20 lat. W czesci
literaturowej zacytowano 126 pozycji. Duza liczba cytowani prac z ostatnich 10-ciu lat takze
$wiadczy o aktualnoéci badanych zagadnien. W cze$ci literaturowej Autorka dokonata krétszego
badz dtuzszego przegladu bardzo réznorodnych zagadnieti zwigzanych z czg$cig doswiadczalng
Jej pracy ilustrujgc je 19 rysunkami. Niektdre zagadnienia mozna bytoby poming¢, jak na
przyktad ,Struktury lipidowe” (str. 19-21} lub cze$ciowo rozdziat 1.6 dotyczacy tlenkéw zelaza
(str.33-42). Z drugiej strony, ta cze$¢ literaturowa moze byé bardzo uzyteczng lekturg dla
poczatkujgcych czlonkéw zespolu badawczego i studentéw. W tej czeSci Mgr Rekorajska
dokonata réwniez zwiezlego i udanego przegladu terapii nowotworowych, po czym opisala
lapidarnie trzy etapy rozwoju farmakologii, poczynajac od lat piecdziesiatych i nastepnie skupita
sie na antybiotyku doksorubicynie (DOX) powszechnie stosowanym w terapii
antynowotworowej, ki6ry stosowala w swoich badaniach. W dalszej czeSci literaturowej
Autorka opisata struktury lipidéw i metody otrzymywania liposoméw i zamykania w nich
substancji, tzw. metodg bierng i aktywna, konczac opisem leku Doxil®, ktory jest liposomem
fosfatydylocholin i cholesterolu z zewneirzng warstewka glikolu metoksypolietylenowego i
zamknigtg wewnatrz doksorubicyna. Taka struktura bardzo wydtuza czas obecnosci leku we
krwi. Nastepny rozdziat czesci literaturowej dotyczy nanoczastek magnetycznych i zawiera opis
metod ich otrzymywania i modyfikacji powierzchni réznymi substancjami. Wspomniala takze o
hipertermii, czyli termoterapii przy pomocy réznych technik. Po$wiecita tez Rozdziat 1.6.7
domieszkowaniu nanoczastek tlenkéw zelaza kationami metali dwuwartosciowych {Cu, Mn, Zn,
Ni) ktére zastepujg Fe2+, lub kationy Fe**podstawiane lantanowcami. Omoéwita réwniez kinetyke
uwalniania lekéw z noénikéw, opisujac trzy modele. Czes¢ literaturowq koficzy doéé obszerny
(17 stron) opis stosowanych przez Autorke metod badawczych i technik pomiarowych, ktérych
byto duzo: filmy Langmuira-Blodgett, czarne blony, metody elektroanalityczne, mikroskopia
elektronowa, AFM, XRD, dynamiczne rozpraszanie $wiatla (DLS), potencjat zeta, magnetometria,
termograwimetria. Cze$¢ literaturowa pracy oceniam bardzo pozytywnie, pomimo, ze kilka
rozdzialdw mozna byloby pominaé, niemniej jednak mogg one by¢ uzyteczne.

W cze$ci doswiadczalnej pracy Mgr Rekorajska po zestawieniu stosowanych odczynnikéw
i materiatéw oraz opisie metodyki pomiaréw, w spos6b systematyczny omawia kolejne etapy
badar, przeprowadzone eksperymenty i uzyskane wyniki, koficzac prace wnioskami i spisem
cytowanych prac. W tej cze$ci zamiescita 38 rysunkéw i 9 tabel ilustrujgcych wyniki badas.

Ocena merytoryczna czesci doswiadczalnej pracy

Czes¢ literaturowa pracy $wiadczy, ze Pani mgr Rekorajska byta dobrze przygotowana
teoretycznie i eksperymentalnie do przeprowadzenia kompleksowych badan rozpoczynajac od
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otrzymania nanoczgstek o wlaéciwosciach magnetycznych tlenkéw zelaza i okreéleniu ich
wiasciwosci. Nastepnie tlenki te domieszkowata kationami gadolinu lub terbu, co wynikalo z
zastosowan izotopéw promieniotwérczych tych pierwiastkéw w radioterapii. Po czym wykonala
badania wplywu iloci nanoczastek na wiaéciwosci elastyczne dwuwarstw fosolipidowych.
Pozwolilo to Autorce na wbudowanie w strukture liposoméw odpowiedniej ilosci tych
Superparamagnetycznych nanoczastek tlenkéw zelaza (z ang. SPION) o wczesniej
zmodyfikowanej ich powierzchni (hydrofobowa lub hydrofilowa). W ten sposéb otrzymata tzw.
magnetoliposomy, w ktérych czastki magnetyczne, w zalezno$ci od ich wladciwosci
hydrofobowych lub hydrofilowych, znajdowaly sie odpowiednio na powierzchni liposoméw lub
w ich wnetrzu. W nastepnym etapie Mgr Rekorajska przeprowadzila badania wprowadzenia
antybiotyku (doksorubicyny) do pecherzykéw liposoméw i uwalniania go z pecherzykéw przy
pomocy zewnetrznego zmiennego pola magnetycznego, pokazujac réznice w ilosci uwolnionego
leku w zaleznoéci od umiejscowienia nanoczastek magnetycznych w liposomie. Wreszcie w
kofcowym etapie, we wspolpracy z inng doktorantka, przeprowadzita badania in vitro
skutecznosci wytworzonych noénikéw antybiotyku w odzialywaniu na komérki tkanek piersi.
Autorka catosciowo przeprowadzita bardzo dobrze zaplanowane badania uzyskujac w kolejnych
etapach ich przeprowadzania interesujace wyniki, ktére w wiekszosci zostaly juz opublikowane
(prace 4-8 w spisie literatury, Impact Factor 2,72 - 8,76). Nalezy podkredlié, ze praca doktorska
jest interdyscyplinarna z dziedziny chemii koloidéw (otrzymywanie nanoczastek
magnetycznych, filmy Langmuira, micele, liposomy), krystalografii (struktura otrzymanych
tlenkéw), chemii analitycznej i analizy instrumentalnej (badania spektroskopowe, mikroskopii
elektronowej, AFM, woltamperometryczne, X-ray, termograwimetria), farmakologii i medycyny
(badania in vitro uwalniania leku i oddziatywania na zywe komérki).

Oczywidcie nie jest mozliwe w recenzji dokladne zrelacjonowanie tak duzej iloéci
przeprowadzonych przez Doktorantke badar. Jak wspomniatem powyzej, pierwszym i
zasadniczym etapem badah bylo otrzymanie nanoczastek tlenkéw Zelaza i zbadanie ich
wielkoSci oraz struktury (magnetyt i maghemit). Autorka w rozdziale 3.3 szczegbtowo opisuje
dwa sposoby otrzymywania tych nanoczgstek, tzw. ,metodq diuzszg”, i ~metodq krétszqg”,
Rozdziat ten zatytutowata ,Synteza nanoczgstek tlenkéw zelaza” (str.86), réwniez w tytule pracy
jest uzyte stowo ,synteza”, Jednakze w chemii reakcje syntezy okreéla sie jako rodzaj reakcji, w
ktérej z prostszych substratéw (pierwiastkéw lub zwigzkéw chemicznych) powstaje zwigzek
bardziej skomplikowany (produkt syntezy). Natomiast w tej pracy zastosowano reakcje
wytracania. W ,metodzie dtuzszej” nanoczastki otrzymano poprzez wspdlstracanie z roztworu
jonéw Fe?+ i Fe3+ roztworem amoniaku. Czastki te po wytraceniu pokrywano czasteczkami
kwasu oleinowego w celu hydrofobizacji ich powierzchni. Przy pomocy transmisyjnego
mikroskopu elektronowego stwierdzita, ze otrzymane czastki sg sferyczne w ksztalcie a $rednia
ich wielko$¢ wynosita 7 nm. Badania dyfrakeji promieni X (PXRD) wykazaly, ze jest to magnetyt i
maghemit ale obliczona ich wielko$¢ byla znacznie wigksza, ok. 22 nm. Autorka thumaczy to
niejednorodnym rozkladem czastek i obecnoscig innych czastek niz sferyczne w badanej prébce.
Nastepnie metoda termograwimetrii wyznaczyla, ze iloéé kwasu oleinowego na powierzchni
nanoczastki wynosita okoto 30% masy probki. Przyjmujac sferyczny ksztalt komorki
elementarnej nanoczastek ($rednica 7,3 nm) oszacowala mase jednej czastki i znajac
powierzchnie zajmowana przez czasteczke kwasu oleinowego obliczyla, ze powierzchnia
zajmowana przez ten kwas wynosi 30%, co zgadzato si¢ z wynikiem otrzymanym z termowagi.
Jednakze Autorka stwierdzila, ze jest to wynik zanizony, poniewaz po wyprazeniu prébki (do
temp. 500°C) ,w prébce zostajq pochodzqce z rozktadu czqsteczek organicznych wegiel i tlenek
wegla(ll)". Trudno sie zgodzié¢ z tym stwierdzeniem. Na stronie 89 Autorka stusznie stwierdza,
ze ,podgrzanie prébki zawierajqcej zwiqzki organiczne do tak wysokiej temperatury sprawia, ze
Jjej organiczna czesé ulega rozktadowi”. Czy rzeczywicie w tej temperaturze pozostawatby
niespalony atomowy wegiel? Badanie whasciwosci magnetycznych otrzymanych nanoczastek

3



wykazaty, ze magnetyzacja nasycenia w temp. 100 i 300 K jest nizsza niz dla fazy objetosciowej
magnetytu. Autorka ttumaczy to mala masg prébki, obecnoscig fazy olejowej i nanometrowymi
wymiarami czastek. Niemniej jednak przytacza podobne wartosci literaturowe dla takich
nanoczastek (ref.129). Z kolei badania koercji magnetycznej (wielko$é zewnetrznego pola
magnetycznego jaka trzeba przylozyé aby zmniejszy¢ do zera pozostalo$¢ magnetyczna)
pozwolily oszacowa¢, ze w temperaturze 300 K czastki te s superparamagnetyczne, natomiast
W nizszej temperaturze 100K s3 one ferromagnetyczne. Niestety Autorce nie udalo sie
wyznaczy¢ temperatury przejscia, co uzasadnia polidyspersyjno$cig prébki. Mimo tego, na tym
etapie badan stwierdzita, Ze otrzymane nanoczgstki s3 odpowiednie dla utworzenia
magnetoliposoméw i umieszczenia ich w btonie lipidowej. Jednakze problemem stosowania tej
prostej metody jest czasochtonnoié¢ (okolo 7 godzin pracy). Dlatego Mgr Rekorajska
zmodyfikowala jg, opisujac jako ,krétsza synteza”. Konieczno$é uzyskania nanoczastek w
krétszym czasie wynika z mozliwosci stosowania w terapii izotopéw o krétkim czasie zycia.
Krétsza metoda wytracania nanoczastek réznita si¢ tym, ze uzyto w duzym nadmiarze jon6w
Fe(1I) w stosunku do Fe(lll) przez co mozna byto zrezygnowa¢ z czasochtonnego, jak to okreéla
Autorka, ,odtleniania” roztworu, prawdopodobnie przez przepuszczanie banieczek argonu
(wzmianka w dalszej czeéci, na str. 101). Réwniez stracanie przeprowadzono w nizszej
temperaturze 25°C zamiast 45°C zmieniajac procedure dodawania amoniaku kroplami. Efektem
tej metody byly nanoczastki o ksztakcie ‘oblym’ (okreslenie Autorki) o wiekszym $rednim
wymiarze (12.6 nm), niz poprzednie (ok. 7 nm) i wigkszej polidyspersyjnosci. Natomiast na
podstawie dyfraktograméw okreslono, ze sa to czgstki magnetytu i maghemitu, ktérych $rednica
wynosi 33 nm. Pozostate parametry tez réznily sie¢ od wartosci probki otrzymanej diuzsza
metoda. Mimo tego Autorka stwierdza, ze mozna si¢ spodziewa¢, Ze czastki te mogg by¢
transportowane z krwig. Nanoczastki tlenkéw Zelaza zmodyfikowano takze kwasem
cytrynowym w wyniku czego ich powierzchnia stata sie hydrofilowa. Obecnoéé kwasu na ich
powierzchni potwierdzono spekiroskopia w podczerwieni a wyznaczony potencjal
elektrokinetyczny zeta byt ujemny (-30,8 mV), $wiadczacy o obecno$ci na powierzchni grup -
COO0- pochodzacych od kwasu cytrynowego. W ten spos6b otrzymano stabilng koloidalng ich
zawiesing. Badania otrzymywania nanoczastek oméwitem bardziej szezeg6towo, poniewaz maja
one Kluczowe znaczenie dla realizacji kolejnych etap6w przeprowadzonych badan. Oceniajac ten
etap badai moge stwierdzi¢, ze Mgr Rekorajska przeprowadzila go w sposéb bardzo
przemyslany w sensie wykorzystania otrzymanego materiatu do dalszych badan i w sposéb
rzetelny i krytyczny oméwila otrzymane wyniki.

W nastepnym etapie Doktorantka przeprowadzita obszerne badania nad
domieszkowaniem nanoczastek tlenku zelaza jonami terbu lub gadolinu, opisane na str. 99-118.
Zastosowata zaréwno diuzsza jak i zmodyfikowang krotsza metode stracania czastek oraz
czasochtonng metode odwréconej miceli woda/olej (W/0), ktéra zakonczyta sie czeéciowym
sukcesem ale wystapit szereg probleméw, jak agregacja czastek i czeSciowo precikowaty ich
ksztalt, problem usuniecia surfaktantu, brak wytracania nanoczastek przy 12,8% molowych
zawartoSci terbu, nieodpowiednie whasciwosci magnetyczne i inne. Sukcesem zakonczylo sie
zastosowanie metody krotszej stracania nanokrysztatkéw o zawartoéci 2,5% lantanowcéw
(mniej niz 4 godziny, powtarzalne wyniki), ktére byly superparamagnetyczne, o malej
polidyspersyjnosci, wystarczajgcej wartoéci magnetyzacji nasycenia i pola koercji. Pozwalalo to
whnioskowa¢ Autorce o potencjalnej ich uzytecznoéci w radioterapii celowanej. Srednice czastek,
ich parametry sieciowe i wlasciwosci magnetyczne dia roznych zawartosci terbu i gadolinu
zestawiono w tabelach 3.3, 3.4 i 3.5. Nalezy wyrazi¢ uznanie Mgr Rekorajskiej za tak obszerne i
dociekliwe przeprowadzenie tych badan oraz analityczng dyskusje otrzymanych wynikéw.

Waznym zagadnieniem bylo okreslenic wplywu obecnoéci hydrofobowych czastek
tlenk6w zelaza na elastyczno$é dwuwarstwowej btony lipidowej. W badaniach sktadata sie ona z
dwu fosfolipidéw DPPC (nasycony) i DOPC (nienasycony). Wptyw hydrofobowych czastek byt
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dotychczas mniej badany niz czastek hydrofilowych. Metoda elektrostrykcji (zmiana pojemnosci
elekirycznej blonki osadzonej w matym otworku) i AFM (dwuwarstwa osadzona na powierzchni
miki) wyznaczyla moduly Younga tych dwu réznych dwuwarstw, ktérych wartoéci roznity sie
zasadniczo, ale ich zmiany wskazywaly, ze w obu przypadkach nastepowato usztywnienie blony
i zmiana jej struktury. Zmiany te utatwiajg pekanie blony pod dzialaniem naprezen
mechanicznych, co jest istotne w terapii celowane;j.

Dalsza cze$¢ pracy doktorskiej dotyczy otrzymywania (,syntezy” wedlug Autorki)
liposoméw mieszaniny fosfolipidu nasyconego DPPC i nienasyconego DOPC (molowo 3:1) i
umieszczania w nich doksorubicyny. Doktorantka zastosowala znang metode rozpuszczenia
lipidéw w chloroformie i jego odparowanie z dodatkiem antybiotyku, tzw. ,fadowanie bierne”,
lub bez dodatku - ,fadowanie aktywne” w wyniku wytworzenia gradientu pomiedzy wnetrzem
liposomu pH=4 i otaczajacym roztworem doksorubicyny w buforze fosforanowym o pH =7
(Rys.3.25). Obie metody dawaly podobne rezultaty jednowarstwowych liposoméw. Z replik TEM
ich wielko$¢ wynosita az 420 nm, mimo, ze pecherzyki byly przeciskane 11 razy przez
membrang poliweglanowsa o $rednicy poréw 100 nm. Tak duza ich érednica ~moze dziwi¢” jak
pisze Autorka i wysuwa hipoteze, Ze pecherzyki liposoméw moga wysycha¢ i sptaszczaé sie na
siatce mikroskopu przed pomiarem. Niestety nie miala dostepu do mikroskopu CRYO-TEM.
Potwierdzeniem tej hipotezy s3 wielkoéci otrzymane metodg dynamicznego rozpraszania
$wiatla (DLS), 108 + 5 nm bez DOX i 112 + 8 nm jesli zawieraly lek. Wyniki te wskazujg, ze
doksorubicyna praktycznic nie zwieksza $rednicy liposoméw i s3 one homogenicznie
rozmieszczone w prébce.

Nastepnie Mgr Rekorajska wykonala bardzo wazne eksperymenty umiejscowienia w
liposomach, zaréwno bez jak i z doksorubicyna, czastek magnetycznych majacych powierzchnie
hydrofobowg (z kwasem oleinowym) lub hydrofilow3 (z jonami kwasu cytrynowego). Procedura
byla analogiczna do metodyki otrzymywania czystych liposoméw i z zamknietg doksorubicyna.
Stosujac TEM i DLS wykazata, ze hydrofobowe nanoczastki mimo matej dodanej ich ilosci (5%
wagowo) wbudowujac sie w dwuwarstwe liposomu agregowaly (Rys.3.28, str.132). Ich rozktad
byt niejednorodny a $rednia wielko$¢ wyznaczona metodg DLS wynosita 105+11 nm i 118 +14
nm, odpowiednio bez i z doksorubicyna. Doktorantka wykazala przy pomocy stalego magnesu,
ze mimo tak malej ilo$ci nanoczastek magnetycznych liposomy zdyspergowane w cieczy
gromadzg si¢ w poblizu magnesu (brunatny kolor) a po usunigciu pola magnetycznego uklad
tatwo dawat sie zhomogenizowaé. W liposomach zawierajgcych hydrofilowe nanoczastki byly
one roztozone réwnomiernie i nie byly zagregowane a wielko$é pecherzykdéw wyznaczona DLS
byta 97 + 7 nm, i co wiecej, $rednica wyznaczona z TEM wynosita tylko 130 nm. Potwierdzito to
teze Doktorantki o ‘wysychaniu liposoméw’ i splaszczaniu na siatce mikroskopu przez co ich
Srednica drastycznie wzrasta. W tym przypadku nie tracg one swego ksztattu ze wzgledu na
obecno$¢ wewnatrz nanoczastek tlenku zelaza. Wyniki ilosci doksorubicyny umieszczonej w
badanych trzech typach liposoméw metoda bierng i aktywng zestawione sg Tabeli 3.8 (str.138).
Wynika z niej, ze metoda aktywng (gradient pH) mozna w liposomach bez nanoczastek lub jesli
sa one hydrofobowe umiesci¢ wiecej DOX, co nie potwierdzito si¢ w obecnos$ci nanoczastek
hydrofilowych, poniewaz przy pH = 4, koniecznym wewnatrz liposomu, nastepuje reakcja
nanoczastek co objawia si¢ pojawieniem koloru pomarafnczowego.

Dalszym logicznym etapem bylo zbadanie kinetyki uwalniania si¢ doksorubicyny z
liposoméw. W tym celu Mgr Rekorajska stosowata metode elektrochemiczna i fluorescencyjna.
Bez zewnetrznych czynnikéw z liposoméw z hydrofobowymi nanoczastkami (MLP@OA) po
uptywie godziny uwalniala sie praktycznic maksymalna ilo¢ leku i tylko 4,3 - 5,3 % (Rys.3.33,
str.140). Natomiast dziatanie zmiennego pola magnetycznego juz po 0,5 h powodowato
uwolnienie 40-50% doksorubicyny. Wskazywalo to, Ze zmienne pole magnetyczne niszczy
magnetoliposomy, co potwierdzily takze obrazy z TEM (Rys. 3.35), na ktérych widaé, ze po 1,5 h
jego dziatania wszystkie magnetoliposomy zostaly zniszczone. Autorka stusznie wyprowadza



wazny wniosek, Ze zmieniajac natezenie i czas dzialania pola magnetycznego mozna bedzie
kontrolowaé kinetyke uwalniania leku. Ponadto, po usunieciu pola doksorubicyna nadal
wyplywala ze zniszczonych liposoméw, w przeciwienistwie do cytowanych przez Autorke
doniesier literaturowych, gdzie rozpatrywano inny mechanizm uwalniania leku. W przypadku
magnetoliposoméw z hydrofilowymi nanoczgstkami tlenkéw zelaza (MLP@CA) w ich wnetrzu
proces naturalnego uwalniania leku byt znacznie wolniejszy niZ poprzednio, prawdopodobnie w
wyniku oddzialywan elektrostatycznych ujemnie natadowanych nanoczastek i jondéw
doksorubicyny. Dopiero po uplywie 2,5 godziny osigga plateau 4%, przy czym powtarzalno$é
pomiaréw byla mniejsza. Natomiast w obecnoéci pola magnetycznego Autorka obserwowata
natychmiastowe uwalnianie leku, ale jego iloéé po ok. 2 h wynosita tylko 9%. W tym ukladzie
obraz TEM pokazal, ze znajduja sie struktury (0,3 ~ 1 um) mieszaniny lipidu i nanoczastek, przy
€zym pozostaje czgsS¢ pecherzykéw liposoméw o zmienionych wiekszych strukturach. Autorka
sugeruje, ze doksorubicyna uwalniana jest tylko w czasie reorganizacji magnetoliposoméw i
przez to obserwowana szybko$¢ jej uwalniania jest tak powolna. Jej konkluzja jest taka, ze tego
typu magnetoliposomy sa gorszym noénikiem leku niz zawierajgce hydrofobowe czastki
magnetyczne.

Finalny etap badan polegal na przebadaniu  uwalniania doksorubicyny z
magnetoliposoméw z hydrofobowymi nanoczgstkami MLP@OA (5%) na zdrowych i
nowotworowych nabtonkowych komérkach piersi, ktére Autorka przeprowadzita wspdlnie z
doktorantkg z Politechniki Warszawskiej. Stwierdzono, ze po godzinie zmienne pole
magnetyczne nie mialo wplywu na komérki zdrowe podczas gdy znaczaco wzrosla
cytotoksyczno$é komérek rakowych. Wyniki te s znaczgcy wartoscig podsumowujgca catosé
przeprowadzonych badani w ramach dysertacji doktorskiej.

Mgr Rekorajska koiiczy rozprawe wnioskami, gdzie najpierw w punktach podsumowuje
najwazniejsze wyniki i osiagniecia i wyprowadza kilka istotnych wnioskéw. Najwazniejsze jest
to, ze zewnetrzne zmienne pole magnetyczne niszczy strukture magnetoliposoméw powaodujac
uwalnianie leku a nie tylko dziala jako efekt hipertermii magnetycznej, mozna je wprowadzaé w
okolice guza nowotworowego (terapia celowana stalym polem magnetycznym) zamiast do
krwioobiegu i wtedy uwalniaé przy pomocy zewngtrznego zmiennego pola magnetycznego.

Ocena edycji pracy

Praca napisana jest w dobrym stylu naukowym, ktorg dobrze sie czyta. Jest podzielona na
odpowiednie paragrafy, ktére latwo znalezé¢ w spisie tredci. Oczywiécie, Ze zadaniem recenzenta
jest wykazanie uchybiei w ocenianej pracy, nie tylko merytorycznych, ale i edycyjnych. Autorka
uzywa w pracy duzo akroniméw pochodzgcych od anglojezycznych terminéw i niestety obecnie
jest to powszechnie przyjete w publikacjach. Zostaly one zestawione na poczatku pracy jako
~Wykaz skrétéw..”, ale nie sg to skréty, tylko wiaénie akronimy lub tez inaczej nazywane
»skrétowce”. W tym wykazie nie s3 one ulozone alfabetycznie tylko prawdopodobnie w
kolejno$ci ukazywania si¢ w tekscie pracy, co troche utrudnia znalezienie ich znaczenia w
Wykazie. Druga uwaga dotyczy tytutu pracy, gdzie uzyto terminu JSynteza”, jak réwniez wszedzie
w tekscie pracy, co juz dyskutowalem wczeéniej, Ze to nie jest synteza. OsobiScie nie podoba mi
sie takze termin ... w konstukgji liposomalnych nosnikéw...” Konstruuje si¢ dom, droge, maszyne i
mimo, ze w gramatyce uzywa sie terminu ‘konstrukcja zdania’, to w tym przypadku wolatbym
uzycie ‘w otrzymywaniu’. Na rysunkach pokazujacych odwzorowania powierzchni z mikroskopu
elektronowego badz z mikroskopu atomowego oraz w tekscie, Autorka okreéla je jako zdjecia, co
nie jest poprawne, poniewaz zdjecia uzyskuje si¢ z aparatu fotograficznego lub mikroskopu
optycznego. Z wymienionych aparatéw otrzymujemy ‘obraz’, ‘odwzorowanie’ badZ ‘replike’
powierzchni. W pracy, prawie wszedzie, Doktorantka uzywa spojnika ,czy”, lepiej byloby w
niektérych zdaniach uzy¢ ‘fub, albo’. Str. 41, 81, 88 - podawanie wielko$ci w nanometrach, a tym



bardziej w A, z doktadnoscig do dziesieciotysiecznych lub nawet milionowych czeéci A nie ma
uzasadnienia fizycznego.

Jest tez kilka zdar, ki6re wymagaja korekty stylistycznej, gramatycznej lub drukarskiej.
Jedno juz wymienitem, dotyczace celu pracy (str.5). Na str.18 zdanie zaczynajace sie od ,Ze
wzgledu na wygasniecie patentu......powszechnie dostepne sq informacje dotyczqce sposobu w
rozdziale 1.5.3 przygotowania tego typu pecherzykéw”. Strd45 - ..mozliwe jest otrzymanie
réwniez nanoczqstek o kwadratowym ksztatcie”, moze raczej o ksztalcie sze$ciennym lub
prostopadto$ciennym? Str.49 - ,i ma na celu poprawe ich skuteczno$c¢”. Str.65 - ,...przenies¢
monowarstwe rozprezonq na powierzchni wody...” - o to znaczy monowarstwa rozprezona? Str.
67 ~ ,...niewielki otwdr., ktdry przed eksperymentami powinien zosta¢ nasmarowany roztworem
lipidéw...", czy otwér mozna nasmarowaé? Str.87 - ,Ze wzgledu na niewielki rozmiar badanych
ziaren....otrzymany wzér dyfrakcyjny jest dosy¢ zaszumiony,...”. Str. 111 - , W literaturze natomiast
podobna zawartos$¢ domieszki terbu ulega wbudowaniu...". Str.119 - ,Ich synteze (czgstki IONP)
opisano w paragrafie 12a” - gdzie jest ten paragraf? Str.120 - Autorka opisujac badania
elektrostrykcii (zmiana wymiaréw pod wplywem pola elektrycznego), stwierdza, ze
~wielokrotnie (minimum 5-krotnie) wytwarzano membrany o danym skladzie.... (DPPC + DOPC +
IONP)...powtarzanie tego rodzaju eksperymentéw Jjest konieczne....proces tworzenia membran
zalezy od bardzo wielu czynnikéw, z ktdrych nie wszystkie mozna tatwe kontrolowaé, a w ten
sposéb mozna ograniczy¢ ich wplyw”, Ot6z w ten sposob nie ograniczymy ich wptywu a jedynie
usrednimy wystepujace zmienne parametry.

Podsumowanie i wniosek koncowy

Podsumowujac powyzszg ocene rozprawy doktorskiej Mgr Aleksandry Rekorajskiej
moge stwierdzic, Ze jest to niewatpliwie praca wyrdzniajaca sie, zaréwno aktualnoécia tematyki
badawczej, jej zakresem jak i duzym potencjatem poznawczo-aplikacyjnym. Wymienione wyzej
usterki sg natury techniczno-jezykowej lub Zargonu naukowego i nie wptywajg one na wartoé¢
merytoryczng uzyskanych wynikéw i pracy doktorskiej jako catoéci. Interdyscyplinarny
charakter pracy doktorskicj Mgr Aleksandry Rekorajskiej tym bardziej podnosi jej walory
naukowe i poznawcze. Wyniki opisane w rozprawie s3 opublikowane w 4 pracach w
czasopismach naukowych o liczacym sie poziomie i dotychczas byly cytowane 61 razy, a w tym
roku juz 12 razy (Web of Science). Doktorantka zrealizowala wszystkie zadania badawcze
zawarte w tytule pracy i co wiecej sprawdzita in vitro ich uzytecznoéé na zywych komérkach.
Wyniki te otwierajg droge do dalszych badan w celu mozliwoéci ich wykorzystania in vivo. W
Swietle powyzszego jednoznacznie stwierdzam, ze zgodnie z Ustawa z dn. 14 marca 2003 roku,
art. 13, o stopniach i tytule naukowym, praca doktorska Mgr Aleksandry Rekorajskiej spetnia z
nadmiarem wszystkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Dlatego wnioskuje do
Wydzialu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego o jej przyjecie i przeprowadzenie dalszych
etapéw przewodu doktorskiego. Réwnoczeénie biorac pod uwage poziom naukowy rozprawy,
uzyskane wyniki i ich potencjalne zastosowanie, oraz interdyscyplinarno$¢ badawczg Mgr
Aleksandry Rekorajskiej, proponuje wyréznienie pracy doktorskiej nagroda.

Z gga%ﬂ%ﬂé |
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Whiesek o wyréznienie nagroda pracy doktorskiej Pani mgr Aleksandry Rekorajskiej:

~Projektowanie, synteza i charakterystyka magnetycznych naneoczastek tlenkéw zelaza i
tlenkéw Zelaza domieszkowanych kationami lantanowcéw oraz ich wykerzystanie w
konstrukcji liposomalnych noénikéw lekéw”

Po dokladnym zapoznaniu sie z praca doktorska Mgr Aleksandry Rekorajskiej z
przyjemnoS$cig wnioskuje o jej wyréznienie odpowiednia nagroda. Méj wniosek wynika z
nastepujacych powoddw:

1) Catkowicie zrealizowala tematyke pracy doktorskiej, ktéra byta interdyscyplinarna i
uzyskata pozytywne wyniki.

2) Tematyka pracy jest bardzo aktualna poniewaz dotyczy opracowania tzw. celowanych
nosnikéw lekéw przeciwnowotworowych, ktére przy pomocy zewnetrznego stalego pola
magnetycznego mozna skierowaé w odpowiednie miejsce, np. guza nowotworowego, a
nastegpnie uwolni¢ lek zmiennym polem magnetycznym. W ten spos6b mozna byloby
bardzo ograniczy¢ uboczne skutki podawania leku do krwioobiegu.

3) Doktorantka uzyskata pozytywne wyniki utworzenia takich noénikéw w postaci
magnetoliposoméw z zamknietym wewnatrz lekiem doksorubicyna.

4) Przeprowadzita badania in vitro na zywych nabtonkowych komérkach piersi, ktére
pokazaly mozliwo$é skutecznosci in vivo stosowania takiej terapii.

5) Uzyskane wyniki otwieraja obszary do dalszych badan nad doskonaleniem tego typu
nos$nikéw lek6w, nie tylko przeciwnowotworowych.

6) Wyniki opisane w rozprawie doktorskiej zostaly juz opublikowane w czterech pracach
naukowych w liczgcych sie czasopismach o cyrkulacji miedzynarodowej i mimo, ze byly
opublikowane w ostatnich dwu latach, to byly juz cytowane 61 razy, a w biezacym roku
12 razy.

7) Praca Mgr Aleksandry Rekorajskiej, zar6wno czg$¢ literaturowa jak i do$wiadczalna, opis
uzyskanych wynikéw i ich dyskusja, $wiadcza, ze jest Ona dojrzatym pracownikiem
naukowym. W dalszej dziatalno$ci naukowej z pewnoscig osiggnie znaczacy pozycje w
dziedzinie badan nowoczesnych terapii przeciwnowotworowych.

Dlatego z petnym przekonaniem uwazam, ze Jej praca doktorska zastuguje na wyrdznienie.
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