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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Agaty Metery pt. ,,Srodowiskowo czule emulsje
wielokrotne do uwalniania chemoterapeutykow”

wykonanej na Wydziale Inzynierii Chemicznej i Procesowej Politechniki Warszawskiej pod
kierunkiem dr hab. inz. Ewy Dluskiej, prof. uczelni.

Wprowadzenie

Wedlug Swiatowej Organizacji Zdrowia nowotwory ztosliwe sa duza grupa chordb, ktére
mogg rozwija¢ si¢ w prawie kazdym narzadzie lub tkance organizmu, a odpowiedzialne za nie sg
komorki rosngce nieprawidlowo w sposdb niekontrolowany. Choroby nowotworowe sa druga
najczestszg przyczyng zgondéw na $wiecie. Dlatego obserwuje si¢ ciagly rozwdj terapii, ktore
pozwalaja na ich leczenie. Postep, jaki dokonal sie w tej dziedzinie w ostatnich dwudziestu
latach pozwala na skuteczne leczenie niektorych typéw nowotworowych zlosliwych. Niestety,
pomimo intensywnych badan, jest jeszcze wiele odmian nowotworéw, dla ktérych stosowane
metody leczenia nie sg skuteczne. Recenzowana praca dotyczy badan nad terapig proponowang
do leczenia glejaka wielopostaciowego mozgu, ktory charakteryzuje si¢ duzym stopniem
zlosliwosci. Stosowane obecnie metody jego leczenia opieraja si¢ na potaczeniu metod
chirurgicznych (wycigcia guza) lub miejscowej radioterapii z leczeniem farmakologicznym,
ktére moze by¢ podawane ogdlnoustrojowo lub miejscowo. W pracy doktorskiej mgr inz. Agata
Metera wykorzystata emulsje wielokrotne jako nos$nik chlorowodorku doksorubicyny, ktéry jest
lekiem cytostatycznym z grupy antybiotykéw antracyklinowych, stosowanym w chemoterapii
antynowotworowej. Lek ten jest przede wszystkim podawany droga dozylng, dopgcherzowo lub
w postaci aerozolu do inhalacji. Jednak w ostatnich latach prowadzone sa badania nad
wykorzystaniem r6znych nosnikow, ktoére pozwalatby na kontrolowane uwalnianie tej substancji,
po jej miejscowym podaniu. W tym celu proponowane sa kapsulki i mikrokapsutki, emulsje,
liposomy, nanoruki oraz micele. Badania przedstawione w pracy doktorskiej zostaly
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zrealizowane w ramach grantu NCN ,,Emulsyjne platformy do kontrolowanego i selektywnego
uwalniania lekow” (Opus 7, 214/13/B/ST8/04274), ktorego kierownikiem byta dr hab. inz. Ewa
Dluska. Opracowywana przez zespét dr hab. inz. E. Dluskiej metoda z wykorzystaniem emulsji
wielokrotnych jako nosnika substancji czynnej do aplikacji miejscowej chemoterapeutyku jest
rozwigzaniem, ktore nie bylo wczesniej stosowane w terapii raka mozgu. Dlatego uwazam, ze
wybor problemu badawczego za w pelni uzasadniony zaréwno z teoretycznego jak i
praktycznego punktu widzenia.

Charakterystyka pracy

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska ma charakter eksperymentalny z elementami
rozwazan teoretycznych. Zaplanowane i przeprowadzone doswiadczenia zostaly wykonane w
celu zdobycia informacji niezbednych do opisu matematycznego nieustalonego transportu masy
w ukladach wielofazowych z emulsji wielokrotnych do komérek nowotworowych.

Dysertacja sklada si¢ z dziesieciu rozdziatéw i liczy 198 stron tekstu, w ktérym znajduje
si¢ 14 tabel i 77 rysunkow. Dwa pierwsze rozdziaty to Wstgp i uzasadnienie podjetej tematyki
oraz Cel i zakres pracy. Czes¢ teoretyczna pracy przedstawiona jest w rozdziatach od trzeciego
do pigtego oraz w rozdziale 6smym. Natomiast opis metodyki przeprowadzonych badan
doswiadczalnych, otrzymane wyniki i ich dyskusje zawarto w rozdziale szostym i sidodmym, a
metodyke i wyniki symulacji numerycznych w rozdziale dziewigtym. Ostatni numerowany
rozdzial stanowia Whioski. Poza tym w pracy zamieszono streszczenie w jezyku polskim i
angielskim, wykaz stosowanych symboli, spis literatury liczacy 230 pozycji oraz jeden
zalgcznik. Uklad pracy odbiega od typowych rozpraw doktorskich, w ktérych najczesciej jest
wyodrebniona czg$¢ teoretyczna i czgs¢ badawcza. Jednak zakres i charakter pracy uzasadnia
zastosowane podejscie do przedstawienia omawianych zagadnien teoretycznych i otrzymanych
wynikéw w sposob, w ktérym zgrupowane sg czg¢sci odnoszace si¢ do badan eksperymentalnych
i do modelowania procesu.

W rozdziale pierwszym mgr inz. Agata Metera zawarla krotkie wprowadzenie do tematu
pracy, w ktorym przedstawita metody leczenia glejaka mozgu oraz wskazala na zastosowanie
implantu emulsyjnego, jako metody pozwalajacej uzyskac efekt przedtuzonego uwalniania leku
podczas miejscowej farmakoterapii. Ponadto przytoczyla dane pokazujace wysokie koszty
leczenia chorob nowotworowych i uzasadnita stosowanie lekdw antynowotworowych z
wykorzystaniem no$nikéw wzgledami ekonomicznymi, gdyz z jednej strony zmiana formy leku
bez zmiany substancji czynnej pozwala skroci¢ czas opracowania leku, a drugim aspektem jest
mozliwos¢ zwigkszenia skutecznosci leku oraz zmniejszenie liczby powiklan, co wplywa na
obnizenie kosztow terapii wykorzystujacej chemoterapeutyk podany w nowej formie.

Rozdzial drugi zawiera cele pracy, ktéry obejmowaly opracowanie metody wytwarzania
emulsji wielokrotnych wykorzystywanych do kontrolowanego uwalniania chlorowodorku
doksorubicyny w $rodowisku komorek glejaka wielopostaciowego, zbadanie odpowiedzi
komorek na lek podany w tej formie oraz wyznaczenie parametréw modelu matematycznego



procesu transportu masy z wnetrza emulsji do srodowiska komoérek nowotworowych. W
rozdziale tym Autorka przedstawila rowniez szczegdtowy zakres wykonanych prac.

W rozdziale trzecim dysertacji mgr inz. Agata Metera w zwigzly sposéb opisala
charakterystyke guzéw nowotworowych i metody leczenia nowotworéw moézgu. W kolejnych
podrozdziatach przedstawita struktur¢ guzoéw nowotworowych i jej zmiany w réznych fazach
wzrostu guza oraz zmiany metabolizmu komérek nowotworowych, ktérego efektem jest
obnizenie pH $rodowiska na zewnatrz tych komoérek. Omawiajac metody leczenia guzéw mozgu,
Autorka skupita si¢ na réznych rodzajach chemoterapii zar6wno nalezacych do grupy metod
tradycyjnych jak i niestandardowych. Rozdzial ten stanowi wstgpne uzasadnienie podjetej
tematyki badawczej, ktore jest dalej rozwinigte w rozdziale czwartym, przedstawiajacym
wykorzystanie réznych nosnikéw substancji czynnej w chemoterapii nowotworow. Autorka
scharakteryzowala w nim szczegélowo uklady emulsyjne, w tym emulsje wielokrotne, ich
stabilno$¢ oraz mechanizmy destabilizacji tych ukladéw. Zebrala tu przyklady zastosowar
réznych nos$nikéw lekéw do terapii antynowotworowych, w tym badania dotyczace podawania
chlorowodorku doksorubicyny. Autorka opisata tez mechanizm uwalniania substancji z no$nika
z wykorzystaniem bodzca, ktorym moze by¢ np. zmiana pH, temperatura, pole magnetyczne czy
promieniowanie elektromagnetyczne. W rozdziale pigtym Autorka przedstawila zagadnienia
dotyczace kinetyki uwalniania substancji czynnej. W rozdziale tym opisala réznice w profilach
stezenia, ktore wystepuja dla réznych sposobéw uwalniania substancji aktywnej z leku.

Kolejne dwa rozdzialy dysertacji zawieraja opis czg¢séci eksperymentalnej. W rozdziale
széstym mgr inz. Agata Metera przedstawila metodyke otrzymywania emulsji wielokrotnych
typu Wi/O/W> bez substancji aktywnej i z dodatkiem chlorowodorku doksorubicyny do
wewnetrznej fazy wodnej, ich charakterystyke obejmujaca ocene typu emulsji, ich stabilnosci,
rozklady wielkosci kropel w fazie wodnej wewngtrznej i w fazie olejowej membranowej, krzywe
lepkosci oraz pomiary napiecia miedzyfazowego na granicy faz woda-olej dla fazy zewngtrznej i
membranowej. W rozdziale tym zawarla tez opis metodyki stosowanej w badaniach
cytotoksycznosci emulsji metodg in vitro oraz wyniki przezywalnosci trzech badanych linii
komorek glejaka wielkopostaciowego w zaleznosci od stgzenia chlorowodorku doksorubicyny i
czasu kontaktu komorek z lekiem oraz sposobu dostarczenia chemoterapeutyku do ukladu (w
postaci roztworu oraz dwoch rodzajow emulsji). Wyniki te pozwolily Autorce okresli¢ zakres
stezen substancji aktywnej w prowadzonych badaniach oraz wykazaé, ze sposob dostarczania
chlorowodorku doksorubicyny wptywa na przezywalno$é badanych linii komérkowych. W
si)dmym rozdziale pracy opisano metodyke badan kinetyki uwalniania chlorowodorku
doksorubicyny w srodowisku bez komodrek oraz w obecnosci komorek nowotworowych.
Szybkos¢ uwalniania substancji leczniczej wyznaczono dla réznych jej stezen w ukladzie oraz
dla czaso6w uwalniania w zakresie do 24 godzin. Zbadano tez wplyw pH na szybko$¢ uwalniania
chlorowodorku doksorubicyny w srodowisku bez komoérek. Wyniki te pozwolity na wyznaczenie
stalej szybkosci eliminacji substancji czynnej w $rodowisku komodrek na podstawie
logarytmicznej zaleznosci ulamka masowego leku dostgpnego w ukladzie w czasie jego
uwalniania. Ze wzgledu na zlozony mechanizm przemian, ktére zachodza podczas
wprowadzenia leku do s$rodowiska komdrek, otrzymane wartosci statej szybkosci sa tzw.



zastepczymi staltymi szybkosci konsumpcji chlorowodorku doksorubicyny w $rodowisku
komorek.

W rozdziale O6smym dysertacji Autorka przedstawila koncepcje modelowania
matematycznego proceséw zachodzacych w ukltadach biologicznych. Najwigksza grupa modeli
matematycznych sg modele, w ktérych analizowana jest zmiana liczby komérek podczas ich
wzrostu. Druga grupa modeli wykorzystuje do opisu transport skladnikéw aktywnych do
komorek nowotworowych, zaktadajac, ze transportowana substancja wptywa na wzrost guza. W
przypadku guzow nieunaczynionych model jest réwnaniem dyfuzji z reakcja chemiczna,
natomiast w przypadku guzéw unaczynionych uwzglednia si¢ tez transport konwekcyjny.
Trzecig grupg modeli s3 modele bioinformatyczne, ktére wykorzystujac narzedzia
matematyczne, sieci i bazy danych, pozwalaja na przewidywanie zachowania ukladu na
poziomie komérkowym. Rozdzial ten stanowi wprowadzenie teoretyczne do kolejnej czgsci
pracy, w ktérym przedstawiono model opisujacy uwalnianie chlorowodorku doksorubicyny z
emulsyjnego implantu do otaczajacych go komorek. Réwnania, wchodzace w sktad modelu
zostaly zaproponowane wczesniej przez promotora tej pracy jako opis uwalniania i transportu
masy skfadnika z emulsji wielokrotnych w symulowanym $rodowisku guza. Mgr inz. Agata
Metera obliczyta wspotczynniki potrzebne, aby wykorzysta¢é model matematyczny do opisu
badanego ukladu: molekularne wspétczynniki dyfuzji chlorowodorku doksorubicyny w fazie w
fazie membranowej i w fazie zewn¢trznej emulsji, efektywne wspolczynniki dyfuzji w tych
fazach uwzgledniajagce charakterystyke otrzymanych emulsji, objetosciowy wspdiczynnik
wnikania masy w fazie membranowej, podala réwnowagowe wspolczynniki podziatu
transportowanej substancji dla fazy membranowej i wewngtrznej oraz dla fazy membranowe;j i
zewnetrzne] w badanych emulsjach oraz obliczyla stale szybkosci eliminacji chlorowodorku
doksorubicyny dla zatozonych skladow kokultur dwoch linii komérek nowotworowych na
podstawie wyznaczonych we wczesniejszych doswiadczalnie stalych szybkosci dla
pojedynczych linii komérkowych. Kolejnym krokiem w tej czesci bylo rozwigzanie numeryczne
rownan modelu w celu okreslenia zmian masy chlorowodorku doksorubicyny w fazie
zewnetrznej oraz $redniego stezenie leku w tej fazie w czasie jego uwalniania z emulsji.

Prace konczy zestawienie wniosko6w odnoszacych si¢ do wytwarzania i charakterystyki
emulsji wielokrotnych, cytotoksycznosci chlorowodorku doksorubicyny podawanego w nosniku
emulsyjnym, szybkosci uwalniania substancji czynnej z emulsji oraz poréwnania wynikow
doswiadczalnych uwalniania i konsumpcji chemoterapeutyku z wynikami uzyskanymi jako
rozwigzania réwnan modelu matematycznego.

Ocena merytoryczna pracy

Pani mgr inz. Agata Metera w przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskiej zajela si¢
waznym zagadnieniem, ktérym jest dostarczanie substancji aktywnej w leczeniu glejaka
wielopostaciowego mozgu. Zaproponowany w pracy sposob dostarczenia leku w postaci emulsji
wielokrotnych nie byl wczesniej stosowany do terapii raka mézgu.

Badania przeprowadzone przez Autork¢ pracy pozwolily na otrzymanie stabilnych
emulsji typu W1/O/Wa, ktore zostaly wykorzystane jako nosnik chlorowodorku doksorubicyny.



Zastosowanie soli sodowej karboksymetylocelulozy w zewnetrznej fazie wodnej skutkowal
zmniejszeniem lepko$ci pozornej emulsji wraz z obnizeniem wartosci pH $rodowiska, ktdre
wystepuje w otoczeniu komorek nowotworowych. Whasciwos¢ ta zostala wykorzystana jako
bodziec wplywajacy na szybkosé uwalniania chlorowodorku doksorubicyny z fazy emulsyjne;j.
Charakterystyka emulsji zostala zaplanowana i wykonana poprawnie. W pracy wykorzystywano
dwie emulsje o zblizonym stopniu enkapsulacji substancji czynnej, ale réznigcych si¢ srednig
wielkoscig kropel fazy membranowe;j (olejowej) i wewngtrznej fazy wodnej. Otrzymane emulsje
zawierajagce chlorowodorek doksorubicyny wykazywaly skuteczno$¢ hamowania wzrostu
komorek trzech badanych linii komorek glejaka wielopostaciowego nowotworowych. W pracy
wykazano zalezno$¢ skutecznosci terapeutycznej od charakterystyki emulsji stosowanej jako
nos$nik chemoterapeutyku. Przy czym wyzsza skutecznos¢ hamowania wzrostu komorek
nowotworowych wykazywata substancja aktywna podana w formie emulsji, w ktorej znajdowato
si¢ wiele matych kropel w stosunkowo duzej kropli fazy membranowe;.

Wazng czescig pracy bylo wyznaczenie statych szybkosci uwalniania substancji czynnej
z emulsji do $rodowiska komorek. Szybko$¢ uwalniania chlorowodorku doksorubicyny byla
wyzsza w Srodowisku o wartosci pH réwnym 6,3, co jest potwierdzeniem wlasciwego doboru
sktadu fazy zewngtrznej emulsji. Wykazano tez zaleznos$¢ szybkosci uwalniania i konsumpcji
chemoterapeutyku od charakterystyki emulsji. Wyzsza szybko$¢ uwalniania leku i jego
konsumpcji otrzymano, gdy nosnikiem chemoterapeutyku byla emulsja o mniejszych kroplach
fazy membranowej zawierajacych pojedyncza krople fazy wewnetrzne;.

Obliczenia modelowe szybkosci uwalniania chlorowodorku doksorubicyny z
wykorzystaniem modelu zostaly wykonane dla kokultury komorek przy zalozeniu, ze stalg
szybkosci w takim ukladzie mozna obliczy¢ jako $rednig wazona, proporcjonalng do udzialu
liczby komorek danej linii. Wyznaczone z wykorzystaniem modelu zaleznosci st¢Zenia
substancji aktywnej uwalnianej z emulsji w czasie wykazujg dobra zgodnos$¢ z wartosciami
wyznaczonymi na podstawie pomiaréw doswiadczalnych, co potwierdza poprawnos¢ przyjetych
zalozen w modelu w zakresie do 24 godzin, gdyz ten zakres czasu odpowiada wykonanym
doswiadczeniom w obecnosci komorek. Dlatego tez wyniki otrzymane podczas symulacji
przebiegu procesu uwalniania i konsumpcji leku w czasie dluzszym sg tylko przewidywaniami i
powinny by¢ zweryfikowane doswiadczalne.

W moim przekonaniu Pani mgr inz. Agata Metera w pelni zrealizowala zaplanowany
zakres i plan badan dla osiagnigcia zalozonych celéw poznawczych oraz udowodniata tezy
przyjete w rozprawie doktorskiej. Rozprawa jest spdjna, a wnioski sg sformutowane w sposéb
poprawny. Nalezy podkresli¢, ze recenzowana rozprawa doktorska powstala na styku kilku
dyscyplin i specjalnosci naukowych takich jak, inzynieria chemiczna i procesowa, inzynieria
biomedyczna i farmakokinetyka. Autorka pracy wykazala, ze opanowata warsztat laboratoryjny
niezbedny do otrzymywania i charakterystyki ukladow zdyspergowanych, jak rowniez do
prowadzenia badann z materialem komdrkowym w zakresie potrzebnym do okre$lenia
cytotoksycznosci badanej substancji oraz do wyznaczenia szybkosci konsumpcji chlorowodorku
doksorubicyny w obecnosci komérek nowotworowych.



Oceniajgc prace w ujeciu edytorskim stwierdzam, ze praca jest napisana poprawnym
jezykiem, chociaz Autorka nie ustrzegta si¢ tzw. literéwek czy drobnych niescistosci. Jednak nie
sg to liczne nieprawidtowosci, dlatego nie wymieniam ich szczegétowo w tej recenzji. Szata
graficzna dysertacji jest estetyczna, zamieszczone w pracy tabele, rysunki i wykresy sg czytelne.
Kolejne watki poruszane w pracy sa ze soba powigzane, za$ przedstawiony opis prowadzonych
badan pozwala na ich odtworzenie. Jednak jako recenzent musze zauwazy¢, ze w pracy znajduja
si¢ powtorzenia, ktore dla uwaznego czytelnika stanowig pewien dyskomfort w lekturze, np. dwa
razy zamieszczone informacje o skladzie i warunkach wytwarzania emulsji na stronach 71 w
tekscie, a na stronie 115 zaprezentowane w tabeli 7.2, czy opis struktury tkanki nowotworowe;j
na stronach 20-21 oraz 134-136.

Wysoko oceniam aktywno$¢ naukowa Pani mgr inz. Agaty Metery, na ktora skladajg si¢
cztery artykuly naukowe opublikowane w czasopismach w listy JCR oraz dziewi¢é innych
artykutéw recenzowanych, ktére dotycza zagadnien zwigzanych z problemami poruszanymi w
rozprawie doktorskiej. Autorka pracy zaprezentowata swoje osiagnigcia naukowe na osiemnastu
konferencjach i sympozjach oraz na dwéch seminariach wydzialowych Wydzialu Inzynierii
Chemicznej i Procesowej Politechniki Warszawskiej. Warto podkresli¢, ze Pani Agata Metera
byla tez wielokrotnie wyrdzniana za dziatalno$¢ naukowa

Uwagi i zapytania merytoryczne

Podczas lektury rozprawy doktorskiej nasunely mi si¢ pewne uwagi oraz spostrzezenia do
rozwazenia i dyskusji:

1) W pracy uzywano okreslenia pH neutralne, dla wartosci pH=7,4, ktéra charakteryzuje
zdrowe tkanki. Nie jest to okreslenie precyzyjne, bo jest to odczyn stabo zasadowy.

2) Warto w przyszlej pracy naukowej uzupelnia¢ charakterystyk¢ uzywanych
odczynnikéw chemicznych o informacje dotyczace ich czystosci (w rozprawie doktorskiej tylko
dla chlorowodorku doksorubicyny podano, ze byt to odczynnik do HPLC).

3) W pracy nie wyjasniono w jaki sposéb wyznaczane byly wartosci wspotczynnikow
podziatu chlorowodorku doksorubicyny miedzy faz¢ wodng i membranowa.

4) Moim zdaniem brakuje w pracy dyskusji, ktora wyjasnitaby dlaczego emulsja z
enkapsulowanym chlorowodorkiem doksorubicyny o mniejszych kroplach fazy wewngtrznej
zawartych w  stosunkowo duzych kroplach fazy membranowej wykazywala wigksza
cytotoksyczno$é, podczas gdy szybko$¢ uwalniania i konsumpcji substancji czynnej byla
wieksza z emulsji o mniejszych kroplach fazy membranowej z pojedyncza kroplag wewngetrznej
fazy wodnej.

5) Czy przeprowadzono obliczenia z wykorzystaniem modelu dla czystych linii
komorkowych?



Powyzsze uwagi nie majg wplywu na wysoka oceng recenzowanej pracy. Uwazam, Ze
zaprezentowane wyniki 1 wnioski koncowe sg intersujace z punktu widzenia poznawczego jak i
mozliwosci wykorzystania badanej metody do transportu chemoterapeutyku.

Podsumowanie

Recenzowana rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego
zwigzanego z otrzymywaniem emulsji wrazliwych na zamiany pH $rodowiska oraz transportem
masy skladnika czynnego z emulsji do S$rodowiska komoérek. Sposoéb zaplanowania
eksperymentéw i realizacja badan oraz forma przedstawienia otrzymanych wynikéw i ich
analiza, $wiadcza, ze Pani mgr inz. Agata Metera posiada umiejetnosci i kompetencje do
samodzielnego prowadzenia pracy badawczej. Za najwazniejsze osiggniecie Pani mgr inz. Agaty
Metery uwazam otrzymanie stabilnych emulsji wielokrotnych z enkapsulowanym
chlorowodorkiem doksorubicyny, ktorego szybkos¢ uwalniania moze by¢ kontrolowana przez
zmian¢ pH Srodowiska oraz wyznaczenie kinetyki uwalniania substancji czynnej z emulsji do
srodowiska komorek nowotworowych. Otrzymane w tej pracy wyniki badan sa wartosciowe i
mogg przyczyni¢ do rozwoju metod leczenia glejaka wielopostaciowego mézgu.

Na podstawie recenzji rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Agaty Metery
zatytulowanej  ,Srodowiskowo czule emulsje  wielokrotne do  uwalniania
chemoterapeutykéw” stwierdzam, ze praca doktorska spelnia wymogi okreslone w art. 13
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65 poz. 595 wraz z péZniejszymi zmianami) i
wnosz¢ do Rady Naukowej Dyscypliny InZynieria Chemiczna Politechniki Warszawskiej o
jej przyjecie i dopuszczenie Pani mgr inz. Agaty Metery do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie biorgc po uwage zawarto$¢ recenzowanej pracy, jej poziom
naukowy oraz dorobek naukowy Autorki w postaci publikacji naukowych oraz prezentacji
konferencyjnych wnioskuj¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Iniynieria Chemiczna o
wyroéznienie tej rozprawy doktorskiej.
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