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W przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskiej pana mgr Dominika Lipki
celem badan byto opracowanie metody otrzymywania innowacyjnych liposomowych
formulacji przeciwnowotworowego antybiotyku — epirubicyny.

Tematyka badan podjetych przez Doktoranta jest niezwykle aktualna i dotyczy dwéch
istotnych i obiecujgcych form terapii onkologicznej: zastosowania nanonos$nikow

lekow przeciwnowotworowych oraz terapii celowanej molekularnie.

W dziedzinie chorob nowotworowych nanotechnologia stwarza mozliwosci
rozwoju metod terapii pod wzgledem redukcji toksycznosci i poprawy skutecznosci
leczenia. PiSmiennictwo donosi o badaniach, w ktérych czasteczki lekow
stosowanych w chemioterapii (paklitakselu, epirubicyny, docetakselu, metotreksatu)
byly taczone z nanonos$nikami - liposomami lub nanoczastkami polimerowymi.
Niektore z tych preparatow zostaty zatwierdzone przez Agencje Zywnosci i Lekow w
Stanach Zjednoczonych (FDA). Najbardziej znane z nich to DOXIL i Abraxane.
Wyjatkowe wtasciwosci fizyczne nanoczgstek (wielkos¢, tadunek, biokompatybilnosé,
rozpuszczalnos¢) mogg by¢ wykorzystane do wydtuzania okresu cyrkulacji leku, co z
kolei moze doprowadzi¢ do zwigkszonej akumulacji w obszarze nowotworowym.

Uktad naczyniowy obszaru nowotworowego rozwija sie szybko i jest bardziej




porowaty od uktadu naczyniowego zdrowej tkanki, co pozwala makromolekutom i
nanoczgstkom selektywnie wnikng¢ do przestrzeni srédmigzszowej nowotworu.
Cytowane we wstepie dysertacji dane dotyczace wspomnianej powyzej
tematyki stanowity dla Doktoranta przestanke do podjecia badan nad liposomowymi
formulacjami epirubicymy, przeciwnowotworowego antybiotyku z grupy antracyklin.
Zgodnie z zatozeniem Doktoranta zamknigcie tego zwigzku w liposomach powinno
obnizy¢ jego toksycznos¢, poprawi¢ parametry farmakokinetyczne (zmniejszy¢
objetos¢ dystrybuciji) oraz zwiekszy¢ efektywnos¢ terapeutyczna. Warto podkreslic,
ze osiggniecie zatozonego celu utrudniat charakter chemiczny i wlasnosci
fizykochemiczne epirubicyny, niemniej zastosowana przez Autora strategia badan

data pozytywne efekty, potwierdzone w dalszym wynikami testéw biologicznych.

Recenzowana dysertacja ma postac¢ 140 stronicowej rozprawy o klasycznym
uktadzie, zawierajgcej streszczenie, czes¢ teoretyczng, cel pracy, opis badan
wlasnych, wyniki eksperymentéw i ich analize, dyskusje oraz podsumowanie.
Zaprezentowany przeglad pismiennictwa jest szeroki i obejmuje ponad 180 pozyciji, w
wysokim procencie opublikowanych w okresie ostatnich 5-10 lat. Stanowi on czytelng,
podstawe dla postawionej przez doktoranta hipotezy badawcze;.

We wstepie, stanowigcym czes$¢ teoretyczng rozprawy, Autor przedstawit
przeglad nanonosnikow lekow przeciwnowotworowych, przyblizajgc rownoczesnie
zjawisko lezgce u podstaw ich wykorzystania — efekt EPR. Odrebny podrozdziat
poswiecit liposomom, metodom zamykania czastek (lekéw) w liposomach oraz
aktywnemu ukierunkowaniu liposoméw — co stanowito przedmiot jego badan
wiasnych. Duzg uwage Doktorant poswiecit antybiotykom antracyklinowyﬁw, w tym
epirubicynie, analizujgc jej aktywnosé, toksycznos¢, charakter chemiczny i wtasnosci
fizykochemiczne majgce wpltyw na proces zamykania w liposomach. Reasumujac,
czeSC teoretyczna pracy uzasadnia celowo$é podjecia badan nad otrzymaniem

liposomowych formulacji epirubicyny.

Badania wtasne przedstawione w rozprawie doktorskiej mgr Dominika Lipki sg
niezwykle rozlegte i trudne do podsumowania w krétkiej formie recenzji. Mozna je
podzieli¢ na dwa etapy, biorgc pod uwage cel i stosowang metodyke. Celem ich byto
odpowiednio:




- otrzymanie, optymalizacja i analiza wlasnosci nowej liposomowej formulacji
epirubicyny

- otrzymanie, optymalizacja i analiza wasnosci ukierunkowanej liposomowej
formulacji epirubicyny.

Pierwszy etap pracy polegat na opracowaniu i charakterystyce nowej metody
aktywnego zamykania w liposomach zwigzkbw o lekko zaznaczonych
wiasciwosciach lipofilowych i stabym charakterze zasadowym. Opracowana przez
Doktoranta metoda oparta byta na gradiencie kwasu askorbinowego oraz
askorbinianu amonu. Uzyskana zostata bardzo dobrg wydajno$¢ zamykania, przy
korzystnym stosunku lek : lipid. Scharakteryzowana zostata réwniez kinetyka
zamykania epirubicyny w liposomach. Opracowane liposomowe formulacje zostaty
przebadane pod wzgledem stabilnosci, zgodnie z wytycznymi ICH i wykazaty wysokg
stabilnos¢. Stan fizyczny leku wewnatrz liposoméw Doktorant okreslit metodg
dichroizmu kotowego oraz mikroskopig Cryo-TEM. Badania tego typu dla epirubicyny
nie byly dotad opisane. Stan fizyczny antybiotyku w liposomach zamknietych za
pomocg gradientu kwasu askorbinowego i askorbinianu amonu Doktorant poréwnat z
lekiem zamknigtym gradientem siarczanu amonu oraz wersenianu amonu. Uzyskane
wyniki pozwolity stwierdzi¢ istotne roznice stanu fizycznego epirubicyny zamknigtej w
liposomach metodg opracowang przez Doktoranta oraz z wykorzystaniem innych
gradientow.

Niezwykle interesujgce sg wyniki badan aktywnosci cytotoksycznej in vitro
otrzymanych liposomowych formulacji epirubicyny, oraz poréwnanie jej z
aktywnoscig innych formulacji liposomowych tego leku. Badania yvykazaiy
zdecydowanie wyzszg aktywnos¢ opracowanej przez Doktoranta formulacii.
Pozwolity rowniez skorelowa¢ aktywnos¢ formulacji ze stanem fizycznym
zamknietego w liposomach leku. Réwniez przeprowadzone na mysim modelu
nowotworu piersi badania poréwnawcze aktywnosci leku zamknietego w liposomach
z aktywnoscig wolnej epirubicyny wykazaly znacznie zwigkszong aktywnosé
przeciwnowotworowg formulacji liposomowej. Pierwszy etap niezwykle obszernych
badan zakonczony zostat wyznaczeniem profilu farmakokinetycznego liposomowe;j
formulacji epirubicyny i porownaniem z profilem wolnej antracykliny. Reasumujac,
pierwszy etap badan zakonczyt sie petnym sukcesem: wyniki badan
eksperymentalnych potwierdzity stusznos¢ postawionej przez Doktoranta hipotezy
badawcze;.




Drugi etap pracy obejmowat opracowanie ukierunkowanej liposomowej
formulacji epirubicyny. Aktywne ukierunkowanie nosnika, majgce na celu m. innymi
zwiekszenie biodostepnosci, zostato przeprowadzone przez wigzanie do powierzchni
liposoméw wigzaniem amidowym kwasu foliowego. O wyborze tego typu linkera
zadecydowata m. in. jego stabilnoS¢ oraz mata masa czgsteczkowa. Doktorant
przprowadzit optymalizacje liposomowej frakcji epirubicyny ukierunkowanej za
pomocg kwasu foliowego. Badania optymalizowanych formulacji wykazaty istniejgce
zaleznosci pomiedzy iloscig kwasu foliowego zwigzanego na powierzchni liposomow
a stabilnoscig oraz aktywnoscig cytostatyczng in vitro. Interesujgce okazaty sie wyniki
badan poréwnawczych lokalizacji leku w komérkach przy zastosowaniu formulacii
ukierunkowanej i nieukierunkowanej. Ukierunkowanie liposoméw powodowato
akumulacje leku w jadrach komérkowych, co zdaniem Autora odpowiadato za
zwiekszenie dziatania przeciwnowotworowego ukierunkowanej formulacji i docelowo
by¢ moze pozwoli na unikniecie efektu opornosci wielolekowej komorek
nowotworowych. Podobnie jak w przypadku formulacji nieukierunkowanej, dla
ukierunkowanej kwasem foliowym formulacji liposomowej epirubicyny Doktorant
wyznaczyt profil farmakokinetyczny preparatu.

Badania nad ukierunkowang formulacjg liposomowg wykonane przez Doktoranta w
drugim etapie pracy majg nieco wezszy zakres od badan pierwszego etapu i

zapewne bedg w przysztosci kontynuowane.

Reasumujgc, warte podkreslenia sg zalety, zarébwno poznawcze jak i
aplikacyjne recenzowanej pracy:

1. Opracowano nowg efektywng metode zamykania leku przeciwnowotworowego w
liposomach.

2. Otrzymano stabilng, wysoce aktywng liposomowg postac leku

przeciwnowotworowego — epirubicyny, o znaczgcym potencjale komercjalizacyjnym.

3. Opracowano ukierunkowang formulacje liposomowg tego samego leku o

podwyzszonej aktywnosci.

4. Aplikacyjno$¢ podjetej tematyki i potencjat kliniczny otrzymanych formulaciji

potwierdzono badaniami analitycznymi i czesciowymi badaniami przedklinicznymi.
Uwagi krytyczne i zagadnienia wymagajgce dodatkowego wyjasnienia przez

Doktoranta w mojej opinii sg nieliczne. Dyskusyjne jest zawarte w podsumowaniu




stwierdzenie, ze ,dokonano badan nowej formulacji do etapu badan
przedklinicznych”, sugerujgce, ze takie badania zostaty w peini przeprowadzone.
Pojecie ,badania przedkliniczne” jest bardzo pojemne, zakres tych badan jest
szerszy od przeprowadzonego przez Doktoranta. Obejmuje np. rowniez wstepne
prace nad formag leku.

Praca zawiera btedy edycyjne, przyktadowo numery strony podane w spisie
tresci nie sg tozsame z numerami w tekscie, nie wszystkie uzyte w tekscie skroty sg
rozwiniete w liscie skrétéw, obecne sa w tekscie btedy literowe, np. ,encasulation
effeciency” zamiast ,encapsulation efficiency’. Sa to jednak drobne btedy, w zaden

sposob nie pomniejszajgce wartosci przedstawionej do recenzji pracy.

Podsumowujac pragne stwierdzi¢, ze mgr Dominik Lipka przediozyt
wartosciowg prace, wnoszgacg powazny wkitad do wiedzy na temat nanonos$nikow
lekéw przeciwnowotworowych oraz terapii celowanej molekularnie. Doktorant
wykazat sie umiejetnoscig tworzenia hipotezy badawczej, zaprojektowania i
przeprowadzenia ztozonych eksperymentow, analizy otrzymanych wynikéw oraz
formutowania wnioskéw. W mojej ocenie recenzowana rozprawa w petni odpowiada
wymaganiom stawianym pracom doktorskim i przedkladam Wysokiej Radzie
Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego wniosek o dopuszczenie pana
mgr Dominika Lipki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwage obszernos¢ i wysoki poziom recenzowanej pracy sktadam

rowniez wniosek o wyrdznienie recenzowanej pracy.
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