Prof.dr hab. inz.' Tadeusz Janas
ZESPOL BADAN EGZOSOMOW |
\ UNIWERSYTET LlPos%nTog:'OLOG"

; INSTY
/ OPOLSKI ul. Kominka 6, 6a ; 45-032 Opole
tel. +48 77 401 60 50
fax. +48 77 401 60 51

18.11.2019

Recenzja rozprawy doktorskiej magister Lucyny Matusewicz
wImmunoliposomowa forma simwastatyny jako potencjalny terapeutyk w leczeniu
nowotworéw zaleznych od EGFR”
wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Aleksandera Sikorskiego,
promotor pomocniczy dr Joanna Podkalicka,
na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego
i przedstawiona Radzie Wydzialu Biotechnologii na tym Uniwersytecie.

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska stanowi spéjny tematycznie zbiér: dwéch
artykuléw naukowo-badawczych opublikowanych w czasopismach majdujacych si¢ w bazie
Journal Citation Reports (Cancers (Basel), IF = 6.16, liczba punktéw MNiSW= 140; International
Journal of Phamaceutics, IF = 4.21, liczba punktéw MNiSW= 100), jednego artykutu
przegladowego opublikowanego w czasopismie Tumor Biology (IF = 2.93, liczba punktéw
MNiSW= 100) oraz jednego artykutu przegladowego wystanego do druku. W dorobku naukowym
(kt6ry nie jest uwzgledniony w rozprawie) Doktoranta, znajduje si¢ tez wspotautorstwo trzech
artykuléw w czasopismach: Postgpy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej (IF = 1.11, liczba
punktéw MNiSW= 40), Journal of Controlled Release (IF = 7.88, liczba punktéw MNiSW= 140)
oraz International Journal of Nanomedicine (IF = 4.47, liczba punktéw MNiSW= 140). Oceniam
dorobek publikacyjny mgr Lucyny Matusewicz bardzo wysoko. Dokforantka ponadto przedstawilta
wyniki swoch badafi na dwéch konferencjach migdzynarodowych, jest tez wspotautorem jednego
zgloszenia patentowego.

W artykutach uwzglednionych w rozprawie mgr Matusewicz jest pierwszym wspdlautorem.
Doktorantka okreslita swoj wklad w ich powstanie odpowiednio na 80%, 65% i 80%. Doktorantka
wykonata wigkszo$¢ prac do§wiadczalnych, oraz miata udziat w zaplanowaniu eksperymentow,
analizie wynikéw i w przygotowaniu manuskryptéw do publikacji. O$wiadczenia wspélautoréw
potwierdzaja istotny wkiad mgr Matusewicz w powstanie prac skladajacych si¢ na jej rozprawe
doktorskg. W przypadku artykutu przegladowego wystanego do druku Doktorantka jest jedynym
autorem, ool g -

Rozprawa jest napisana w jezyku polskim, zawiera 98 stron, w tym streszczenie w jezyku
polskim oraz w jezyku angielskim, wprowadzenie z dotaczonymi dwiema pracami przegladowymi
W jezyku angielskim, zatozenia i cel badan, dwa artykuly doswiadczalne w jezyku angielskim wraz
ze streszczeniem wynikéw w jezyku polskim, dyskusj¢ koficows, wnioski, spis literatury
zawierajacy 20 pozycji. Spisy literatury w przedstawionych czterech publikacjach zawierajg fgcznie
ponad 200 réznych pozycji. o '

Mgr Lucyna Matusewicz przeprowadzila niezmiernie wazkie, lecz bardzo trudne badania
majace na celu opracowaniw kierowariej za pomoca przeciwcial, liposomowej postaci
simwastatyny jako leku w terapii przeciwnowotworowej raka piersi. Badania Doktorantki
podzielone sg na trzy etapy: etap 1 - zaprojektowanie konstrukcji liposomowej o wysokiej
wydajnosci enkapsulacji leku, niskiej niespecyficznej cytotoksyceznosei oraz wysokiej stabilno$ci;
etap 2 — ocena wptywu liposomowej oraz immunoliposomoej formy leku na komérki wybranych
linii nowotworéw piersi; etap 3 — okreslenie selektywnosci i efektywnosci immunoliposomdw in
vivo. Nalezy podkreski¢ , ze podj¢te przez Doktorantke badania s3 nowe i oryginalne. Chociaz
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doniesienia na temat zastosowania liposomowych form statyn pojawialy si¢ wezesniej, Doktorantka
po raz pierwszy podjeta probe kierowania immunoliposoméw w strong eceptoréw z rodziny EGFR
obecnych w blonach komdrek nowotworowych pochodzenia epitelialnego.

Pierwsza praca do§wiadczalna sktadajgca si¢ na rozprawe doktorskg [Immunoliposomes
with Simvastatin as a Potential Therapeutic in Treatment of Breast Cancer Cells Overexpressing
HER2-An In Vitro Study CANCERS, Volume 10, Article 418, (2018) Matusewicz, Lucyna;
Podkalicka, Joanna; Sikorski, Aleksander F.] zawiera opis badan in vifro formulacji liposomowych
zawierajacych simwastatyng. Doktorantka scharakteryzowala liposomowe i immunoliposomowe
postacie simwastatyny poprzez okre$lenie $rednicy, potencjalu zeta, wydajnosci enkapsulacji,
pojemnosci liposoméw, ilosci przylaczonych przeciwciat oraz stabilnosci preparatow. Potwierdzita
rowniez selektywnos¢ immunoliposomdéw wobec komorek eksponujgcych receptor HER2, a takze
wykazata, ze immunoliposomowa forma simwastatyny indukuje apoptoz¢ komérek
nowotworowych oraz hamuje szlaki sygnalowe zalezne od kinaz.

Recenzent ma nast¢pujace pytania w zwigzku w powyzszymi badaniami:

- czy Doktorantka moze podjaé probg wyjasnienia przyczyn cytoksycznodci liposom6w bez
zadnych domieszek/modyfikacji (czyli tzw. pustych otoczek liposomowych), ale zawierajacych
mato cholesterolu? Czy dane literaturowe lub badania Doktorantki wskazujg na zalezno$¢ pomiedzy
procentowg zawarto$cia cholesterolu w blonach liposoméw a preferencyjng droga internalizacji
liposomow przez komdrki poprzez endocytoze lub fuzjg?

- dlaczego Doktorantka wybrala do badan otoczki liposomowe o niskiej toksycznosci dla komérek
nowotworowych jezeli celem badan by wytworzenie formulacji liposomowych toksycznych dla
tych komérek? Czy dane literaturowe lub badania Doktorantki wskazuja, Ze liposomy zawierajace
cholesterol wykazuja taka samg (lub podobna) toksycznoé¢ dla komérek nowotworowych i
komérek nie-nowotworowych?

Druga praca doswiadczalna [EGFR-targeted immunoliposomes as a selective delivery
system of simvastatin, with potential use in treatment of triple-negative breast cancers. International
Journal of Pharmaceutics, Volume 569, Article 118605, (2019) Lucyna Matusewicz, Beata Filip-
Psurska, Mateusz Psurski, Sabina Tabaczar, Aleksander F. Sikorski] przynosi kontynuacj¢ badan
immunoliposomowej formy simwastatyny, kierowanej tym razem na komorki zawierajgce wysoki
poziom receptora EGFR na powierzchni blon. Doktorantka badania przeprowadzita zaréwno na
hodowlach komdrkowych jak i w modelu in vivo z wykorzystaniem myszy. Wykazata, ze
znakowane fluorescencyjnie immunoliposomy obnizaja uporzadkowanie bton komoérek, sg
kierowane do nowotworowych komérek docelowych u myszy i powoduja zahamowanie wzrostu
guza o ok. 25%. Uzyskane dane dotyczace zahamowanie wzrostu guza u myszy nie byly jednak
istotne statystycznie.

Recenzent ma nastgpujgce pytania w zwiazku w powyzszymi badaniami. Zaréwno w artykule w
czasopismie International Journal of Pharmaceutics jak i w dyskusji koficowej w pracy doktorskiej
jest zawarta uwaga, ze w badaniach in vitro (na hodowach komérkowych) uzyskano obiecujace
wyniki, ktére si¢ nie potwierdzily w badaniach in vivo (na myszach). Rysunek 3 w artykule
pokazuje, ze ilo$é zywych komdrek, w przypadku zastosowania immunoliposoméw zawierajacych
simwastatyne, zmniejszyla si¢ po 12 godz. jedynie o ok 10% (w por6éwnaniu z immunoliposomami
bez simwastatyny), a po 48 godz. o ok. 50%. W cytowanej przez autorke pracy Li i wsp. 2019
[Herceptin-conjugated liposomes co-loaded with doxorubicin and simvastatin in targeted prostate
cancer therapy, Am J Transl Res 2019;11(3):1255-1269] autorzy pokazuja, ze maksimum
koncentacji liposoméw w guzie jest po ok. 8 godz od podania, a nastgpnie koncentracja ta maleje.
Przedstawione w powyzszym artykule dane sugeruja, Ze po 48 godz ilos¢ liposomow w guzie jest
wyraznie zmniejszona. Dlatego mozna przypuszczaé, ze uzyskany przez autorke wynik 25%
zahamowania wzrostu guza odzwierciedla zmniejszenie koncentracji liposoméw w obrebie guza,
tym bardziej ze podawano liposomy co 72 godziny. Czy dane literaturowe lub badania Doktorantki
wskazujg jak szybko uzyte przez Doktorantke (lub podobnie modyfikowane) immunoliposomy
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zmniejszajg swojg koncentracj¢ w guzie? Co bylo podstawg wyboru czestotliwosci podawania
liposom6w? Czy Doktorantka moze podja¢ probe dyskusji ewentualnego efektu terapeutycznego
dla krétszych odstgpéw czasowych podawania liposomow?

Ostatnia z publikacji skladajacych si¢ na rozprawe doktorska [The effect of statins on cancer cells—
Review. Tumour Biol. 2015, 36, 4889-4904, Matusewicz, L.; Meissner, J.; Toporkiewicz, M.;
Sikorski, A.F.] oraz artykut wystany do druku sg pracami przegladowymi na temat pr6b
wykorzystania statyn w terapiach przeciwnowotworowych oraz oceny ich skutycznoéci. Poniewaz
Doktorantka w badanich eksperymentalnych zajmowala si¢ ta tematyka, dlatego prace te moga
stanowi¢ integralng czg¢s$¢ rozprawy doktorskiej jako wstep teoretyczny do badan.

Oceniam niezwykle wysoko rozprawe doktorskg mgr Lucyny Matusewicz. Doktorantka
przeprowadzila wiele pracochlonnych analiz przy uzyciu zaawansowanych technik
eksperymentalnych, dokonata analizy wynikdw, i w efekcie otrzymata niezwykle wartosciowe dane
wskazujgce na to, ze immunoliposomowa forma simwastatyny prawdopodobnie moze byé
wykorzystana jako forma wspomagania leczenia nowotwor6éw zaleznych od EGFR. Wykazata si¢
tez cennym krytycyzmem w stosunku do otrzymanych wynikéw. Z uwagi na bardzo wysoka
warto$¢ naukowg badan Doktorantki oraz niezwykle wazne potencjalne ich zastosowania medyczne
zwracam si¢ do Rady Wydziatlu o wyréznienie pracy doktorskiej.

Reasumujgc wyrazam opinig, Ze przedtozona przez mgr Lucyng Matusewicz rozprawa
doktorska w peti odpowiada warunkom Ustawy o stopniach i tytule naukowym, a dorobek
naukowy kandydatki uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora nauk $cistych i przyrodniczych
w dyscyplinie nauk biologicznych. Zwracam si¢ do Rady Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego z wnioskiem o przyjgcie rozprawy i dopuszczenie mgr Lucyny Matusewicz do
dalszych etapoéw przewodu doktorskiego, oraz o wyrdznienie pracy doktorskiej.
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