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Recenzja rozprawy doktorskiej
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Liposomalny uktad hybrydowy do celowanej terapii
przeciwnowotworowej w raku jelita grubego

Recenzowana praca dotyczy zagadnien zaréwno z obszaru chemii koloidalnych no$nikow
zwiazkow biologicznie czynnych jak i badan biologicznych z wykorzystaniem linii
komorkowych oraz zwierzat; badan tworzacych podstawy przyszitych prac klinicznych i
opracowania nowych metod terapeutycznych. Zostata wykonana pod opieka prof. dr hab.
Marii Nowakowskiej, w ktorej zespole (Zespdt Nanotechnologii Polimerdéw i Biomaterialow
Zaktadu Chemii Fizycznej 1 Elektorchemii Wydzialu Chemicznego Uniwersytetu
Jagiellonskiego) od wielu lat prowadzone sa prace dotyczace syntezy zwiazkow
organicznych, w szczegdlnosci polimerowych, przydatnych do zastosowan medycznych, oraz
pod opieka prof. dr hab. Marcina Majka z Zaktadu Transplantologii Katedry Immunologii
Klinicznej i Transplantologii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagielloniskiego. Praca moze
by¢ przyktadem badan interdyscyplinarnych. Jej celem bylo opracowanie sposobow
otrzymywania nowego typu liposomalnych form leku potencjalnie przydatnego w leczeniu
choroby nowotworowej jelita grubego. W badanym uktadzie jako zwiazek bioaktywny zostat
wybrany 5-fluorouracyl, znany od lat sktadnik tradycyjnych lekéw przeciwnowotworowych,
ktorych wady wskazuja na potrzebg opracowania nowych form. Na nosniki doktorantka
postanowita wykorzysta¢ hydrofilowy 1 biokompatybilny poli(tlenek etylenu) wyposazony w
ugrupowania kwasu foliowego oraz lipidu 1,2-distearoilo-sn-glicero-3-
fosfatydyloetanoloaminy. Immobilizowane jednostki kwasu foliowego miaty shuzy¢ jako
elementy kotwiczace nosniki na powierzchni komorek nowotworowych bogate w receptory

kwasu foliowego. Dzigki specyficznej budowie chemicznej syntetyzowanych polimerow
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przewidywano, ze beda one zdolne do tworzenia liposomdw, do ktorych wnetrza zamierzano
wprowadzi¢ S-flurouracyl. Oczekiwano, ze specyficzna budowa biwarstwy liposomow
powinna umozliwi¢ wprowadzenie do niej itrakonazolu. Spodziewano sig, ze obecnos¢
itrakonazolu moze modulowa¢ funkcje komorek skutkujace opornoscia tych ostatnich na leki
przeciwnowotworowe. Poza otrzymaniem i zbadaniem wilasciwosci fizykochemicznych
wspomnianych wyzej nos$nikéw zawierajacych wszystkie wymienione wyzej elementy
doktorantka postawila przed soba zadanie zbadania ich oddzialywan, w uktadzie modelowym,
z ludzkimi komorkami gruczolaka okrgznicy — linia Caco-2. Ponadto zdecydowala si¢ na
przeprowadzenie badan biodystrybucji otrzymanej formy potencjalnego leku w uktadzie in-

vivo.

Przeprowadzenie badan 1 opracowanie wynikoéw prowadzace do przedlozonej przez
doktorantke rozprawy wymagato od niej wiedzy w wybranych obszarach syntetycznej chemii
organicznej, chemii fizycznej, biochemii oraz biologii, a wigc wiedzy z réznych tradycyjnie

uformowanych dziedzin.

Ze wzgledu na swoja wiedz¢ i doswiadczenie jestem przygotowany do oceny rozprawy w
obszarach syntezy 1 badan fizykochemicznych otrzymywanych no$nikéw. Badania
biologiczne moge ocenia¢ jedynie ze wzgledu na poprawnos$¢ wnioskowania i logike
argumentacji. Moja wiedza w tym obszarze mimo iz wyraznie wigksza niz wiedza wigkszosci
chemikow jet znacznie bardziej ograniczona niz wiedza biologéw 1 lekarzy. W swojej ocenie

do zagadnien biologicznych bedg¢ odnosil si¢ w znacznie mniejszym stopniu.

Mgr lek. med. Monika Dzieciuch-Rojek przygotowala i przedstawita rozprawe doktorska w
formie tradycyjnej. Stanowi ja opracowanie zwarte, na ktore skltadaja si¢: wprowadzenie i
okreslenie celu pracy, liczaca 48 stron czg$¢ teoretyczna, w ktorej zostaly omowione biologia
nowotworow zlosliwych, epidemiologia nowotwordéw ztosliwych, wspotczesnie stosowane
terapie chorob nowotworowych, stosowane obecnie terapie raka okreznicy, opornos¢
wielolekowa komoérek nowotworowych oraz nanomedycyna stosowana w leczeniu chorob
nowotworowych a takze liczacy 81 stron opis badan wlasnych, krétkie podsumowanie i
wnioski a takze streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Rozprawe poprzedza bardzo
przydatny dla czytelnika spis stosowanych skrotow. Rozpraweg zamykaja: wykaz publikacji
naukowych 1 prezentacji konferencyjnych doktorantki oraz informacja o jej stazach

naukowych a dopelnia ja spis cytowanej literatury liczacy 292 pozycje.

W recenzji rozprawy, podobnie jak w recenzjach innych recenzowanych przeze mnie prac
doktorskich, postaram si¢ odpowiedzie¢ na nastepujace pytania:
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— Czy doktorantka dysponuje aktualna wiedza w zakresie prowadzonych badan
dotyczacych rozprawy?

— Czy badania odprowadzity do rozwoju wiedzy w obszarze tematyki doktoratu?

— Czy w badaniach zostaly zastosowane wtasciwe metody badawcze oraz czy opisy
doswiadczen sa prawidtowe i wystarczajace?

— Czy interpretacja uzyskanych wynikéw odpowiada aktualnemu stanowi wiedzy?

— Czy doktorantka dysponuje umiejetnoscia przygotowania opracowania naukowego w

formie pisemnej?

Ocena wiedzy doktorantki w dziedzinie w jakiej prowadzila prace badawcze

Mgr lek. med. Monika Dzieciuch-Rojek zawarta w rozprawie wprowadzenie, w ktorym
przedstawita w zwartej formie podstawowe informacji o biologii nowotworow, leczeniu
choréb nowotworowych, w szczego6lnosci raka okreznicy, o opornosci wielolekowej komoérek

nowotworowych i o nos$nikach (gtownie liposomalnych) lekéw przeciwnowotworowych.

Czg$¢ teoretyczna odnosi sig¢ wige $cisle do badan wilasnych autorki. Jakosci obszernych jej
fragmentow dotyczacych biologii nowotworow, stosowanych substancji czynnych, postaci
lekéw ich metabolizmu wewnatrzkomorkowego oraz aktualnych sposobow leczenia nie
potrafi¢ oceni¢ w odniesieniu do aktualnego stanu wiedzy w tej dziedzinie. Mogg jednak z
pelnym przekonaniem stwierdzi¢, Ze przedstawione opisy tworza obraz spdjny, bez
wewngtrznych sprzecznosci interesujacy dla niespecjalisty w obszarze biologii, ktory
prowadzi badania w zakresie materialdow polimerowych do wytwarzania no$nikow lekow i z

tego wzgledu dysponuje pewna wiedza w tej dziedzinie.

Fragment czg$ci teoretycznej, jaki doktorantka poswigcita nanono$nikom stosowanym w
leczeniu choréb nowotworowych jest stosunkowo krotki. Doktorantce udato si¢ jednak w
zwarte] formie omowi¢ najwazniejsze aspekty wspomnianego zagadnienia. Przedstawione
zostaly najwazniejsze 1 najnowsze uklady lek-polimer, w tym no$niki zbudowane z
polimeréw termoczutych, dendrymeréw 1 z organicznych struktur powstajacych wskutek
samoorganizacji czasteczek. Pani mgr lek. med. Monika Dzieciuch-Rojek nie zapomniata
rowniez o nanoczastkach magnetycznych zawierajacych komponenty nieorganiczne 1 o
innych nanoczastkach nieorganicznych przydatnych zarowno w terapii jak i w diagnostyce
(obszar tak zwanej teranostyki przyciagajacej uwage zarowno badaczy prowadzacych prace

podstawowe jak 1 praktykow). Szczegdlna uwage doktorantka poswigcita liposomom



omawiajac sposoby ich otrzymywania, najwazniejsze wlasciwosci I Sposoby zastosowania w

medycynie.

Po przeczytaniu czg$ci teoretycznej z pelnym przekonaniem mogg stwierdzi¢, ze doktorantka
dysponuje ugruntowana wiedza w dziedzinie jakiej dotyczy rozprawa doktorska. Ta cz¢$¢, po
nadaniu jej odpowiedniej formy wymaganej przez wybrane czasopismo, moze by¢
opublikowana z korzys$cia dla czytelnikow sposrod lekarzy i specjalistow w zakresie
materialdéw stosowanych w medycynie. Dla wielu czytelnikow moze by¢ ona inspiracja. W
wypadku recenzenta stanowi dobre uzasadnienie celowosci badan podjetych przez

doktorantke.

Rozwdj wiedzy bedqcy wynikiem badan prowadzonych w ramach pracy doktorskiej

Zadanie jakie postawita przed soba pani mgr lek. med. Monika Dzieciuch-Rojek byto bardzo
konkretne 1 jasno zdefiniowane. Stanowito je zaprojektowanie i otrzymanie liposomow
spetniajacych jednoczesnie kilka waznych warunkéw. Powinny by¢ one zbudowane z
materialdw biozgodnych, dobranych tak, aby nie powodowaly niekontrolowanych,
niepozadanych reakcji organizmu, zawiera¢ substancj¢ aktywna o dzialaniu
przeciwnowotworowym oraz dodatkowe komponenty pomagajace liposomom na
preferencyjne wiazanie si¢ z btona komorkowa komoérek nowotworowych oraz ograniczajace
mechanizmy komorkowe prowadzace do usuwaniu leku z ich wngtrza, a tym samym do

bardzo klopotliwej lekoopornosci.

Metody badawcze i opisy przeprowadzanych doswiadczen

Podczas realizacji badan mgr lek. med. Monika Dzieciuch-Rojek syntetyzowala
makroczasteczki o zaplanowanej strukturze taczac sktadajace sig¢ na nie fragmenty (poli(glikol
etylenowy)-bis-(amina), kwas foliowy, 1,2-distearoilo-sn-glicero-3-fosfoetanoloamine,
bezwodnik kwasu bursztynowego) z wykorzystaniem dobrze poznanych reakcji biegnacych z
udzialem karbodiimidu. Ten etap pracy miat charakter inzynierii molekularnej, gdy
elementem nowosci nie sa poszczegolne reakcje chemiczne a przeprowadzenie ich
odpowiedniej sekwencji prowadzacej do zaplanowanych zwiazkéw. Kolejne etapy pracy
polegaly na wytworzeniu z tych zwiazkéw liposomow (rowniez stosujac znane metody)

zawierajace S-fluorouracyl 1 itrakonazol lub kalceing oraz zbadanie wlasciwosci



fizykochemicznych uzyskanych struktur. Do badan otrzymywanych polimeréw i no$nikow
liposomowych pani mgr lek. med. Monika Dzieciuch-Rojek wykorzystata wiele
nowoczesnych technik badawczych zwiazanych z reakcjami na polimerach, wytwarzaniem
liposomoéw i okreslaniem ich wlasciwosci oraz wtasciwosci ich elementéw sktadowych (np.

biwarstwy oddzielajacej wnetrze liposomow od otoczenia).

Obejmowaty one spektroskopie 'H NMR, IR, UV-VIS, i spektroskopi¢ fluorescencyjna,
mikroskopie AFM i BAM (Brewster angle microscopy), DLS (dynamic light scattering), DSC
(differential scanning calorimetry), wagg Langmuira. Pomocnicza, lecz bardzo istotna rolg

odgrywato modelowanie komputerowe z wykorzystaniem metod dynamiki molekularnej.

W  badaniach biologicznych zwiazkéw nieenkapsulowanych 1 enkapsulowanych w
liposomach doktorantka stosowata znane i sprawdzone techniki i metody analityczne, w tym
cytometri¢, PCR, test MTT oraz metody obrazowania lokalizacji materialu transportowanego
przez liposomy do poszczegdlnych organdéw, z wykorzystaniem w tym celu znacznikow

fluorescencyjnych.

Rozprawa zawiera szczegdlowe opisy przeprowadzanych doswiadczen oraz wystarczajace
informacje o stosowanych odczynnikach i materiatach. Czytelnicy bgda mogli z nich

korzysta¢ do planowania wlasnych prac.

Wszystkie dos§wiadczenia i pomiary analityczne przeprowadzono w sposob przemyslany. W
pracy nie ma do$wiadczen niepotrzebnych. Kazde bylo niezbgdne na drodze do celu

zasadniczego.

Podczas czytania pracy zwrocit moja uwage brak analiz chromatograficznych, ktéore moim
zdaniem powinny by¢ zastosowane do analizy zwiazkéw otrzymywanych na poszczegdlnych
etapach syntezy. Nie wiem, dlaczego doktorantka uznata za wystarczajaca identyfikacjg
produktéw reakcji z wykorzystaniem 'H NMR i IR, ktére w chemii zwiazkéw wielko-
czasteczkowych z trudem mozna wykorzysta¢ do wykazania, ze ,,widziane” ugrupowania sa

zwiazane kowalencyjnie w ramach tej samej makroczasteczki.

Mimo wspomnianych watpliwo$¢ uwazam, ze sposob przeprowadzenia do$wiadczen i

opracowania ich wynikow zastuguja na uznanie.



Jakos¢ interpretacji uzyskanych wynikow

Co do prawidlowosci interpretacji wynikow przeprowadzonych doswiadczen nie mam
watpliwosci. Wspomniane przeze mnie badania chromatograficzne dostarczytyby
uzupehiajacych informacji o czysto$ci syntetyzowanych produktow (w niektorych
wypadkach sama doktorantka przypuszcza, ze moga one zawieraC zanieczyszczenia). Z
pelnym przeswiadczeniem stwierdzam, ze wszystkie istotne wnioski przedstawione w pracy

maja mocne podstawy w przeprowadzonych do§wiadczeniach.

Umiejetnosci przygotowania opracowania naukowego w formie pisemnej

Material zawarty w rozprawie zostal bardzo dobrze przygotowany i utozony w spojna i
logiczna calo$¢. Poszczegolne fragmenty stanowia konsekwentna kontynuacje tych, ktore je
poprzedzaja. Rysunki, schematy i fotografie sa czytelne, o wlasciwych wymiarach i bardzo
dobrej jakosci. Kolory na wykresach i fotografiach stosowane sa rozwaznie, w sposob
celowy. Sluza koncentrowaniu uwagi czytelnika na omawianych zagadnieniach. Wykaz

skrotow umieszczonych na poczatku rozprawy stanowi istotng pomoc podczas jej czytania.

Praca zostatla napisana poprawnym jezykiem, starannie zredagowana. Oczywiscie, W
liczacym ponad 160 stron tek$cie mozna znalez¢ drobne uchybienia, lecz sa one na tyle mato

istotne, ze w recenzji nie zamierzam poswigcac¢ im miejsca.

Nieco zdziwilo mnie tylko umieszczenie streszczen, w jezyku polskim i angielskim, na
koncu, zaraz po podsumowaniu i wnioskach. Bowiem czytelnik po przeczytaniu rozprawy
raczej nie potrzebuje streszczenia. Co innego, gdy znajduje si¢ ono na poczatku i1 stanowi

zapowiedz tego czego czytelnik moze spodziewac si¢ w zasadniczej czgsci pracy.

Dorobek naukowy

Znajdujac si¢ jeszcze na poczatkowym etapie kariery naukowej pani mgr lek. med. Monika
Dzieciuch-Rojek ma w swoim dorobku trzy publikacje, ktore ukazaty si¢ drukiem, oraz
czternascie prezentacji na konferencjach krajowych i zagranicznych (w tym dwie prezentacje
ustne). Uwzgledniajac czas w jakim zrealizowala badania uwazam, ze jest to dorobek

znaczny.



Podsumowanie

Pragne podkresli¢, ze mgr lek. med. Monika Dzieciuch-Rojek zdobyta doswiadczenie za
granica, podczas stazy W Research Institute of Materials Science and Engineering, Mar de la
Plata, Argentyna i w firmie CIC bioGUNE (Centre for cooperative Research in Biosciences),

Derio, Hiszpania.

Biorac pod uwage wszystkie elementy oceny stwierdzam, ze recenzowana rozprawa
doktorska mgr lek. med. Monika Dzieciuch-Rojek speinia wszystkie niezbgdne warunki
okreslone przez ustawg o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki z 14 marca 2003 z pdzniejszymi uzupelnieniami a ponadto jest rozprawa,

ktora zastuguje na wyroznienie.

W zwiazku z powyzszym, z pelnym przekonaniem przedstawiam Wysokiej Radzie Naukowej
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego wniosek o dopuszczenie mgr lek. med. Moniki
Dzieciuch-Rojek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. W wypadku, jesli zostana spetione

pozostate wymagania okreslone przez Wysoka Rade, bede gtosowat za wyrdznieniem pracy.

Lodz, 29 listopada 2015 P

L Mo Au/k



