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Recenzja pracy doktorskiej mgr Gabrieli Wyszogrodzkiej-Gawef pt. "Teranostyki
zawierajgce nanoporowate sieci metalo-organiczne do zastosowania wziewnego

w terapii gruzlicy”

Przedstawiona do oceny praca doktorska pt. "Teranostyki zawierajace nanoporowate
sieci metalo-organiczne do zastosowania wziewnego w terapii gruzlicy” stanowi kontynuacje
badan nad innowacyjnymi postaciami lekéw prowadzonymi od wielu lat przez Zespot Pana
Profesora Przemystawa Dorozyniskiego.

Jako gléwny cel pracy, Doktorantka postawita sobie ocene mozliwosci wykorzystania
materiatu metalo-organicznego typu MOF o nazwie MIL-101-NH; jako nosnika izoniazydu
do sporzgdzania preparatu o wtasciwosciach teranostycznych do podania wziewnego.

W wstepie dysertacji, Autorka przedstawita studium dotyczace gruzlicy, problematyki
jej lekoopornoéci oraz nowych koncepciji strategii terapeutycznych. Doktorantka omdwita m.in.
koncepcje potgczenia diagnostyki i terapii jako nowe podejscie medycyny spersonalizowanej
przy zastosowaniu wziewnych postaci lekéw. Magister Wyszogrodzka-Gawet szczegotowo
omdwita znane sieci metalo-organiczne (MOF-y) jako perspektywiczne nosniki mogagce by¢
wykorzystane w teranostyce. W stosunkowo krétkim wprowadzeniu dysertacji Doktorantka,
cytujac najwazniejsze zrodia literaturowe, bardzo umiejetnie uzasadnita konieczno$é podjecia
badan stanowigcych przedmiot ocenianej rozprawy doktorskiej. Wspomniane we wstepie
informacje pozwolity Doktorantce na przyjecie zatozen niezbednych do zaprojektowania nowej
postaci leku zawierajgcej izoniazyd (INH). Podjeta przez Doktorantke tematyka w petni wpisuje
si¢ w aktualne trendy badar wspéiczesnej technologii postaci leku i ma ogromne znaczenia

poznawcze.
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Prace eksperymentalng Doktorantka podzielita na kilka etapéw obejmujacych:
otrzymanie ukfadu MIL-101-NH2/INH (INH-MOF), opracowanie formulacji do podania
wziewnego zawierajgcej INH-MOF, ocene wiasciwosci funkcjonalnych opracowanej postaci
leku oraz zbadanie oddziatywania w warunkach in vitro otrzymanego MIL-101-NH; i INH-MOF
na wybrane linie komérkowe.

W ramach pierwszego etapu, Doktorantka zsyntetyzowata MIL-101-NH. zgodnie
z procedurg opisang przez Bauer'a. Nastepnie, scharakteryzowata otrzymany produktu
metodg XRD. Magister Wyszogrodzka-Gawet stusznie stwierdzita, ze przestronne pory wraz
ze stosunkowo duzymi oknami sprawiajg, ze otrzymany MOF moze peti¢ funkcje nosnika
INH.  Nastepnie, Autorka otrzymata metoda inkorporacji uktad INH-MOF. Efektywno$é
inkorporacji INH do MOF oszacowata na podstawie wynikéw analizy FT-IR. Doktorantka
wykazata, ze catkowita zawartos¢ INH w MOF wynosita ok. 13% masowych.

W drugim etapie pracy eksperymentalnej, Doktorantka przygotowata formulacje
do podania wziewnego zawierajgcg INH-MOF. W tym celu, przeprowadzita analize
czynnikowg badajgc wptyw stezenia MOF-6w, stosunek wagowy mikroczastek PLGA i leucyny
oraz czasu mieszania na wiasciwosci aerodynamiczne czgstek oceniane w odniesieniu
do dawki emitowanej oraz frakcji czgstek drobnych — penetrujacej do ptuc (FPF). Do oceny
wplywu wspomnianych czynnikéw na wiasciwosci mieszanki formulacyjnej zastosowata
oprogramowanie Design Expert v.8.0.1. W oparciu o przeprowadzong analize, Autorka
wskazata optymalne parametry, na podstawie ktorych otrzymano sktadniki INH-MOF PLGA
MPs i INH-MOF LC MPs, z ktérych z kolei otrzymano INH-MOF PLGA/LC MPs - ,formulacje
finalng®. Formulacja finalna byta mieszaning mikroczastek powstatych w wyniku suszenia
rozpytowego dwoch mieszanin INH-MOF z LC oraz PLGA. Nastepnie, Doktorantka zbadata
wybrane wlasciwosci fizykochemicznie otrzymanych formulacji (wtagciwo$ci aerodynamiczne
czgstek, jednolito$¢ zawartosci, wielkos¢ czastek i ich morfologie) oraz wyznaczyta profile
uwalniania substancji leczniczej z INH-MOF, INH-MOF LC MPs, INH-MOF PLGA MPs
i formulaciji finalnej. Zawartos¢ MOF-6w w poszczegdlnych uktadach oznaczyta wykorzystujac
metodg spektroskopii UV-Vis, natomiast zawarto$¢ INH stosujgc metode HPLC.

W kolejnym etapie pracy eksperymentalnej, Doktorantka przeprowadzita badania
biologiczne otrzymanych uktadéw wykorzystujac linie komérkowe (fibroblasty L929 i makrofagi
myszy RAW 264.7). Na podstawie uzyskanych wynikéw dokonata oceny zywotnoéci komérek,
cytotoksycznosci oraz wplywu materiatbw na poziom reaktywnych form tlenu (ROS).
Oznaczyta réwniez ilos¢ sfagocytowanego INH przez makrofagi RAW po inkubacji z INH-MOF
oraz formulacja finalna.

W  kolejnym etapie pracy, Doktorantka przeprowadzita badania obrazowania
magnetyczno-rezonansowego (MR) wykorzystujgc fantomy tkanki ptucnej wykonane z gabki

celulozowej (ktéra odzwierciedla niejednorodng strukture tkanki ptucnej) zwilzone zawiesing
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MOF-6w w wodzie. Gtownym celem eksperymentu obrazowania in vitro za pomoca fantoméw
bylo oszacowanie czuto$ci kontrastowania w obrazowaniu MR dla bardzo niskich stezen
MOF-6w w wysoce niejednorodnym $rodowisku nasladujgcym tkanke ptucng. Wiasciwosci
kontrastujace formulagji finalnej zostaty potwierdzone w eksperymencie ex vivo wykorzystujac
wypreparowane ptuca dorostych szczuréw. Doktorantka zaobserwowata, ze histogramy
obrazéw MR ptuc szczuréw byty zgodne z zaleznosciami ustalonymi w badaniach wykonanych
przy uzyciu fantomu z gabki celulozowe;j.

Doktorantka w ramach przeprowadzonych badan wykazata, ze otrzymana formulacja
finalna zawierajgca INH-MOF charakteryzuje sie dobrymi wtasciwo$ciami aerodynamicznymi
i zdolnoscig penetracji do wnetrza makrofagow. Potwierdzita réwniez w badaniach in vitro,
ze MOF-y nie wywotywaly efektu cytotoksycznego i nie hamowaty proliferacji fibroblastow
L929 nawet w wysokim stezeniu. Dodatkowo wykazata, ze MOF-y, INH-MOF i formulacja
finalna nie wywotaly znaczacego efektu cytotoksycznego na makrofagi RAW w poréwnaniu
z grupg kontrolng. Doktorantka zaobserwowata, ze MOF-y inkubowane z fibroblastami L929
byty fagocytozowane co wskazuje, ze MOF-y moga uwalniaé substancje leczniczg we wnetrzu
komorek. Zaobserwowata réwniez wyzszy wychwyt dla formulacji finalnej niz dla INH-MOF.
Autorka wykazata w swoich badaniach wzrost poziomu ROS po 24 godzinnej inkubacji
z formulacja finalng, co moze mie¢ dodatkowy wptyw na aktywnosé przeciwgruzliczg INH.
Analizujgc profile uwalniania, Doktorantka wyréznita kilka pozioméw uwalniania substancji
leczniczej z nosnikéw: uwalnianie INH z powierzchni INH-MOF PLGA MPs, uwalnianie
INH-MOF z mikroczgstek LC i PLGA oraz uwalnianie INH z MOF. Autorka zasugerowata
mieszany mechanizm uwalniania — poprzez dyfuzjg i degradacje. W tym miejscu, mam drobng
uwage krytyczng. Szkoda, ze Doktoranta nie dopasowata uzyskanych profili uwalniania
do réznych modeli matematycznych (np. modelu kinetyki zerowego i pierwszego rzedu,
modelu Higuchi’ego oraz modelu Korsmeyer'a-Peppas'a). Mogtaby wéwczas doktadniej
przeanalizowac i przedyskutowa¢ kinetyke oraz mechanizm uwalniania INH z otrzymanych
nosnikow. Zgadzam sie catkowicie z Autorka, ze wybor PLGA, oprécz aktywacji fagocytozy
makrofagow pecherzykowych, miat zasadnicze znaczenie dla osiggniecia dodatkowego
przediuzenia uwalniania substancji leczniczej z nosnika, a w konsekwencji wydiuzenia
przebywania INH w ptucach w poréwnaniu do samego INH-MOF. Niestety, nie znalaztem
w pracy i zataczonych publikacjach szczegétowych informacji dotyczacych PLGA uzytego
w pracy eksperymentalnej. Jak wiadomo, kinetyka uwalniania substancji leczniczych z PLGA
zalezy od wielu parametréw, m.in. od $redniej masy molowej i jej polidyspersyjnosci,
zawartosci poszczegblnych komonomeréw w faficuchu polimeru, $redniej diugosci
poszczegdinych blokéw homo- i heterosekwencji w farcuchu polimeru, rodzaju enancjomeru

laktydu/mieszaniny racemicznej/formy mezo- zastosowanego(ej) w procesie kopolimeryzacji
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Ostatni rozdziat pracy stanowig bardzo dobrze sformutowane i logiczne wnioski.
Doktorantka stwierdzita, ze zastosowanie INH-MOF - jako materiatu wyj$ciowego, zapewnia
wstepne przediuzenie uwalniania substancji leczniczej oraz pozwala na nadanie formulacji
cech $rodka kontrastujacego do obrazowani MR. Ponadto stwierdzita, ze technologia suszenia
rozpytowego, przy zastosowaniu PLGA i leucyny jako substancji pomocniczych, pozwolita
na uzyskanie zoptymalizowanej formulacji charakteryzujacej sie dobrymi wiasciwos$ciami
aerodynamicznymi, kontrolowanym uwalnianiem INH, dobrym wchianianiem czgstek przez
makrofagi oraz obiecujgcymi wiasciwosciami kontrastowymi. Ze wszystkimi wnioskami
zgadzam sie catkowicie. Moja jedyna, drobna watpliwo$¢ dotyczy okreslenia ,kontrolowanego
uwalniania’. Oceniajgc uzyskane przez Doktorantke profile kinetyczne, uzytbym raczej
okreélenia ,formulacji charakteryzujgcej stosunkowo wysoka kontrolg uwalniania INH".
Niewykluczone, ze po dopasowaniu danych eksperymentalnych do modeli kinetycznych,
whniosek Doktorantki bylby w petni uzasadniony.

Z obowigzku recenzenta mam kilka drobny uwag edytorskich.

1) Nie jestem przekonany, czy pojecie ,kompozyt” (np. kompozyt INH-MOF) uzywane
przez Doktorantke jest wtasciwe. Moze zreczniej bytoby uzywaé pojecie ,uktad’/’'nosnik™?

2) W calej pracy oraz zataczonych publikacjach nie wyjasniono symbolu PLGA
(czyli kopolimeru laktydu i glikolidu) oraz nie podano jego specyfikacji.

3) Sformutowania "stezenie leku/uwalnianie leku" powinno zosta¢ zastgpione okresleniem
"stezenie substancji leczniczej/uwalnianie substancji leczniczej";

4) Sformutowanie ,wytworzono” powinno by¢ raczej zastgpione okresleniem ,otrzymano”.

5) Sformuiowanie ,zawarto$¢ ... okreslono metoda” powinno byé zastgpione okresleniem
.Zawartos¢ ... oznaczono metoda”.

6) Sformufowanie ,intensywnos$¢ spadta” powinno by¢ zastgpione okresleniem ,intensywnosé
zmniejszyla sie”.

Chcialem podkresli¢, ze wymienione wyzej drobne uchybienia nie wptywaja
w istotny sposéb na bardzo wysoka warto$¢ merytoryczng niniejszej pracy.

Generalnie, rozprawa doktorska zostata zredagowana w sposob bardzo staranny.
Prace czyta sie dobrze. Uktad tresci jest bardzo logiczny i spéjny. Zakres pracy doktorskiej
jest bardzo obszerny. Doktorantka przeprowadzita bardzo duzg liczbe badan strukturalnych,
fizykochemicznych, analitycznych i biologicznych. Swiadczy to o duzej pracowitosci
i konsekwencji Autorki. Niektore z wykonanych badan wymagaty duzego dos$wiadczenia,
co jest dowodem wysokich kwalifikacji Doktorantki. Pani mgr Gabriela Wyszogrodzka-Gawet
bardzo starannie opisata metodyke prowadzonych badan. Kazdy kolejny etap pracy zostat
poprzedzony uzasadnieniem oraz okresleniem szczegdtowych celéw badan. Doktorantka
wykorzystata szereg metod analitycznych, m.in. XRD, FT-IR, UV-Vis, HPLC i MR. Dane

eksperymentalne zostaly przedstawione w sposéb bardzo czytelny i prawidiowo
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zinterpretowane. Wszystkie wyniki zostaty logicznie skomentowane w odniesieniu
do aktualnego stanu wiedzy. Doktorantka dokonata prawidtowej interpretacji duzej liczby
danych eksperymentalnych, co $wiadczy o jej biegtej znajomosci wymienionych wczesniej
technik badawczych. Chciatbym réwniez podkresli¢ wszechstronno$¢
mgr Gabrieli Wyszogrodzkiej-Gawet, ktora w ramach swojej pracy doktorskiej otrzymata
teranostyki, przeprowadzita badania strukturalne, fizykochemiczne, biologiczne oraz badania
dostepnoséci farmaceutycznej. Chciatbym w tym miejscu réwniez podkresli¢, ze wyniki badan
przedstawionych w niniejszej pracy doktorskiej oraz przeglad literatury dotyczacy tematyki
dysertacji zostaty opublikowane w pigciu artykutach o tacznym wspétczynniku impact factor
18,415. We wszystkich pracach Doktorantka jest pierwszym autorem.

Whiosek konicowy

Rozprawa doktorska mgr Gabrieli Wyszogrodzkiej-Gawet jest bardzo
wartoséciowym i oryginalnym opracowaniem naukowym. Uzyskane wyniki badar
wzbogacaja wiedz¢ w obszarze technologii innowacyjnej postaci leku. Doktorantka
wykazala sie¢ umiejetnoscia planowania i wykonywania eksperymentow,
interpretowania i krytycznej dyskusji wynikéw badan oraz formutowania logicznych
whioskow.

Reasumujac, z pelnym przekonaniem stwierdzam, 2ze przedstawiona
do recenzji praca doktorska mgr Gabrieli Wyszogrodzkiej-Gawet pt. "Teranostyki
zawierajgce nanoporowate sieci metalo-organiczne do zastosowania wziewnego
w terapii gruzlicy” speinia wymagania stawiane przez Ustawe z dnia 20 lipca 2018 r. -
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. W zwiazku z tym, wnosze do Wysokiej Rady
Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie
o dopuszczenie mgr Gabrieli Wyszogrodzkiej-Gawet do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Jednoczeénie, biorac pod uwage bardzo wysoki poziom merytoryczny, obszerny
zakres badan oraz charakter aplikacyjny pracy, wnioskuje do Wysokiej Rady
o wyréznieni rozprawy doktorskiej mgr Gabrieli Wyszogrodzkiej-Gawet.
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