
WARSZAWSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY 

MEDICAL UNIVERSITY OF WARSAW 

Katedra i Zaklad Technologii Lekow 
i Biotechnologii Farmaceutycznej 

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Dominika Lipki, 

p.t. „Nowe liposomowe formulacje antybiotyku przeciwnowotworowego z 

grupy antracyklin", 

wykonanej wZakfadzie Lipidow i Liposomow 

Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawsklego 

W przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskiej pana mgr Dominika Lipki 

celem badah bylo opracowanie metody otrzymywania innowacyjnych l iposomowych 

formulacji przeciwnowotworowego antybiotyku - epirubicyny. 

Tematyka badah podjQtych przez Doktoranta jest niezwykle aktualna i dotyczy dwoch 

istotnych i obiecuj^cych form terapii onkologicznej: zastosowania nanonosnikow 

lekow przeciwnowotworowych oraz terapii celowanej molekularnle. 

W dziedzlnie chorob nowotworowych nanotechnologia stwarza mbzliwosci 

rozwoju metod terapii pod wzglqdem redukcji toksycznosci i poprawy skutecznosci 

leczenia. Pismiennictwo donosi o badaniach, w ktorych cz^steczki lekow 

stosowanych w chemioterapii (paklitakselu, epirubicyny, docetakselu, metotreksatu) 

byiy l^czone z nanonosnikami - l iposomami lub nanocz^stkami pol imerowymi. 

Niektore z tych preparatow zostafy zatwierdzone przez Agenc j^ Zywnosci i Lekow w 

Stanach Zjednoczonych (FDA). Najbardziej znane z nich to DOXIL i Abraxane. 

Wyj^ tkowe wlasciwosci f izyczne nanocz^stek (wielkosc, tadunek, biokompatybi lnosc, 

rozpuszczalnosc) m o g ^ bye wykorzystane do wydluzania okresu cyrkulacji leku, co z 

kolei moze doprowadzic do zwi^kszonej akumulacji w obszarze nowotworowym. 

Uklad naczyniowy obszaru nowotworowego rozwija siQ szybko i jest bardziej 



porowaty od ukladu naczyniowego zdrowej tkanki , co pozwala makromolekulom i 

nanoczc[stkom selektywnie wnikn^c do przestrzeni sr6dmi£[zszowej nowotworu. 

Cytowane we wstQpie dysertacji dane dotycz^ce wspomnianej powyzej 

tematyki stanowity dIa Doktoranta przeslank^ do podjqcia badah nad l iposomowymi 

formulacjami epirubicymy, przeciwnowotworowego antybiotyku z grupy antracykl in. 

Zgodnie z zatozeniem Doktoranta zamkniQcie tego zwiqzku w l iposomach powinno 

obnizyc jego toksycznosc, poprawic parametry farmakokinetyczne (zmniejszyc 

obj^tosc dystrybucji) oraz zwi^kszyc efektywnosc terapeutyczn^. Warto podkreslic, 

ze o s i ^ n i ^ c l e zaiozonego celu utrudniaf charakter chemiczny i wlasnosci 

f izykochemiczne epirubicyny, niemniej zastosowana przez Autora strategia badah 

dafa pozytywne efekty, potwierdzone w dalszym wynikami testow biologicznych. 

Recenzowana dysertacja ma postac 140 stronicowej rozprawy o klasycznym 

uWadzie, zawieraj^cej streszczenie, C Z Q S C t eo re t yczn^ eel pracy, opis badah 

wlasnych, wyniki eksperymentow i ich analizQ, dyskusjQ oraz podsumowanie. 

Zaprezentowany przegl^d pismiennictwa jest szeroki i obejmuje ponad 180 pozycji, w 

wysokim procencie opubl ikowanych w o k r e s i e ostatnich 5-10 lat. Stanowi on czy te ln^ 

podstawQ dIa postawionej przez doktoranta hipotezy badawczej. 

W e wstQpie, s tanowi^cym C Z Q S C teore tyczn^ rozprawy, Autor przedstawif 

przegl^d nanonosnikow lekow przeciwnowotworowych, przybl izaj^c rownoczesnie 

zjawisko lez^ce u podstaw ich wykorzystania - efekt EPR. Odr^bny podrozdzial 

poswiQcif l iposomom, metodom zamykania cz^stek ( lekow) w l iposomach oraz 

aktywnemu ukierunkowaniu l lposomow - co stanowilo przedmiot jego badah 

wlasnych. D u z ^ uwagq Doktorant poswiQcil antybiotykom antracykl inowym, w tym 

epirubicynie, anal izuj^c jej aktywnosc, toksycznosc, charakter chemiczny i wlasnosci 

f izykochemiczne maj£[ce wplyw na proces zamykania w l iposomach. Reasumuj^c, 

czQsc teoretyczna pracy uzasadnia celowosc podjQcia badah nad otrzymaniem 

l iposomowych formulacji epirubicyny. 

Badania wlasne przedstawione w rozprawie doktorskiej mgr Dominika Lipki s ^ 

niezwykle rozlegle I t rudne do podsumowania w krotklej formie recenzji. Mozna je 

podzielic na dwa etapy, bior^c pod uwag^ eel i s t osowan^ metodyk^. Celem ich b y b 

odpowiednio: 



- otrzymanie, optymaiizacja i analiza wtasnosci nowej l iposomowej formulacji 

epirubicyny 

- otrzymanie, optymaiizacja i analiza wlasnosci ukierunkowanej l iposomowej 

formulacji epirubicyny. 

Pierwszy etap pracy polegal na opracowaniu i charakterystyce nowej metody 

aktywnego zamykania w l iposomach zwi^zkow o lekko zaznaczonych 

wlasciwosciach l lpofi lowych i stabym charakterze zasadowym. Opracowana przez 

Doktoranta metoda oparta byla na gradiencie kwasu askorbinowego oraz 

askorbinianu amonu. Uzyskana zostala bardzo dobr£[ wydajnosc zamykania, przy 

korzystnym stosunku lek : l ipid. Scharakteryzowana zostala rowniez kinetyka 

zamykania epirubicyny w l iposomach. Opracowane l iposomowe formulacje zostaly 

przebadane pod wzg l^dem stabilnosci, zgodnie z wytycznymi ICH i wykazaly w y s o k ^ 

stabilnosc. Stan f izyczny leku wewn£[trz l lposomow Doktorant okresl i l me tody 

dichroizmu kolowego oraz mlkroskopic[Cryo-TEM. Badania tego typu dIa epirubicyny 

nie byly dot^d opisane. Stan f izyczny antybiotyku w l iposomach zamkniqtych za 

pomoc^grad ien tu kwasu askorbinowego i askorbinianu amonu Doktorant porownal z 

lekiem zamknl^ tym gradientem siarczanu amonu oraz wersenianu amonu. Uzyskane 

wyniki pozwoli ly stwierdzic istotne roznice stanu f izycznego epirubicyny zamkni^ te j w 

l iposomach metody opracowanc[ przez Doktoranta oraz z wykorzystaniem innych 

gradientow. 

Niezwykle interesuj£[ce s ^ wyniki badah aktywnosci cytotoksycznej in vitro 

otrzymanych l iposomowych formulacji epirubicyny, oraz porownanie jej z 

ak tywnosc i^ innych formulacji l iposomowych tego leku. Badania wykazaly 

zdecydowanie w y z s z ^ aktywnosc opracowanej przez Doktoranta formulacj i . 

Pozwoli ly rowniez skorelowac aktywnosc formulacji ze stanem f izycznym 

zamkni^tego w l iposomach leku. Rowniez przeprowadzone na mysim modelu 

nowotworu plersi badania porownawcze aktywnosci leku zamkniqtego w l iposomach 

z ak tywnosc i^ wolnej epirubicyny wykazaly znacznie zw iqkszon^ aktywnosc 

przec iwnowotworow^ formulacji l iposomowej. Pierwszy etap niezwykle obszernych 

badah zakohczony zostal wyznaczeniem profilu farmakokinetycznego l iposomowej 

formulacji epirubicyny i porownaniem z profi lem wolnej antracykl iny. Reasumuj^c, 

pierwszy etap badah zakohczyl S I Q pelnym sukcesem: wyniki badah 

eksperymentalnych potwierdzily slusznosc postawionej przez Doktoranta hipotezy 

badawczej. 



Drugi etap pracy obejmowal opracowanie ukierunkowanej l iposomowej 

formulacji epirubicyny. Aktywne ukierunkowanie nosnika, maj^ce na celu m. innymi 

zwi^kszenie biodost^pnosci , zostalo przeprowadzone przez wi^zan ie do powierzchni 

l lposomow wi^zaniem amidowym kwasu fol iowego. O wyborze tego typu linkera 

zadecydowafa m. in. jego stabilnosc oraz mala masa cz^steczkowa. Doktorant 

przprowadzi l optymalizacjQ l iposomowej frakcji epirubicyny ukierunkowanej za 

pomoc^ kwasu fol iowego. Badania optymal izowanych formulacji wykazaty istnlej^ce 

zaieznosci pomiqdzy i losc i^ kwasu fol iowego zwiazanego na powierzchni l lposomow 

a stabi lnosci^ oraz ak tywnosc i^ cy tosta tyczn^/n vitro. Interesuj^ce okazaly S I Q wyniki 

badah porownawczych lokallzacji leku w komorkach przy zastosowaniu formulacji 

ukierunkowanej i nieukierunkowanej. Ukierunkowanie l lposomow powodowab 

akumulacJQ leku w j^drach komorkowych, co zdaniem Autora odpowiadato za 

zwi^kszenie dziaiania przeciwnowotworowego ukierunkowanej formulacji i docelowo 

bye moze pozwol i na unikni^cie efektu opornosci wielolekowej komorek 

nowotworowych. Podobnie jak w przypadku formulacji nieukierunkowanej, dIa 

ukierunkowanej kwasem fol iowym formulacji l iposomowej epirubicyny Doktorant 

wyznaczyl profil farmakokinetyczny preparatu. 

Badania nad uk ie runkowan^ formulacje l l posomow^ wykonane przez Doktoranta w 

drugim etapie pracy majc[ nieco w^zszy zakres od badah pierwszego etapu i 

zapewne b Q d ^ w przysztosci kontynuowane. 

Reasumuj^c, warte podkreslenia s ^ zaiety, zarowno poznawcze jak i 

aplikacyjne recenzowanej pracy: 

1. Opracowano n o w ^ e fek tywn^ metodQ zamykania leku przeciwnowotworowego w 

l iposomach. , 

2. Otrzymano s tab l ing wysoce ak t ywn^ l lposomow^ postac leku 

przeciwnowotworowego - epirubicyny, o znacz^cym potencjale komercjal lzacyjnym. 

3. Opracowano uk le runkowan^ formulacJQ l lposomow^ tego samego leku o 

podwyzszonej aktywnosci . 

4. Apl ikacyjnosc podj^tej tematyki i potencjaf kl iniczny otrzymanych formulacji 

potwierdzono badaniami analitycznymi i cz^sciowymi badaniami przedkl inicznymi. 

Uwagi krytyczne i zagadnienia wymagaj^ce dodatkowego wyjasnlenia przez 

Doktoranta w mojej opinii s ^ nieliczne. Dyskusyjne jest zawarte w podsumowaniu 



stwierdzenie, ze ..dokonano badah nowej formulacji do etapu badah 

przedklinicznych", sugeruj^ce, ze takie badania zostaty w petni przeprowadzone. 

PoJQcie „badania przedkliniczne" jest bardzo pojemne, zakres tych badah jest 

szerszy od przeprowadzonego przez Doktoranta. Obejmuje np. rowniez wstqpne 

prace nad fo rme leku. 

Praca zawiera biQdy edycyjne, przyktadowo numery strony podane w spisie 

tresci nie s ^ t o z s a m e z numerami w tekscie, nie wszystkie uzyte w tekscie skroty s e 

rozwinlQte w liscie skrotow, obecne sa w tekscie bt^dy l i terowe, np. „encasulation 

effeciency" zamiast ^encapsulation efficiency. S ^ t o jednak drobne biQdy, w zaden 

sposob nie pomniejszajece wartosci przedstawionej do recenzji pracy. 

Podsumowujec pragnQ stwierdzic, ze mgr Dominik Lipka przedtozyt 

war tosc iowe pracq. w n o s z ^ c ^ powazny wklad do wiedzy na temat nanonosnikow 

lekow przeciwnowotworowych oraz terapii celowanej molekularnle. Doktorant 

wykazat S I Q umie j^ tnoscie tworzenia hipotezy badawczej, zaprojektowania i 

przeprowadzenia zbzonych eksperymentow, analizy otrzymanych wynikow oraz 

fo rmubwan ia wnioskow. W mojej ocenie recenzowana rozprawa w peIni odpowiada 

wymaganiom stawianym pracom doktorskim i przedktadam Wysokie j Radzie 

Wydziaiu Biotechnologii Uniwersytetu Wroclawskiego wniosek o dopuszczenie pana 

mgr Dominika Lipki do dalszych etapow przewodu doktorskiego. 

Bior^c pod uwagQ obszernosc i wysoki poziom recenzowanej pracy skladam 

rowniez wniosek o wyroznienie recenzowanej pracy. 
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