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Recenzja
Rozprawy doktorskiej mgr inz. Martyny Mianowskiej

pt.”Opracowanie liposomowych formulacji wybranych substancji w celu otrzymania skutecznej
immunoterapii nowotworu jelita grubego”

Aktualne dane epidemiologiczne opublikowane przez Swiatowa Organizacje Zdrowia (WHO)
na temat czesto$ci wystegpowania, Smiertelnosci 1 oczekiwanego przezycia 15 wiodgcych typodw
nowotworow, wskazuja na wzrostowy trend zarowno czg¢stosci wystepowania, jak 1 zgonéw z powodu
nowotworow ztosliwych. Co wiecej, WHO oszacowala, ze w ciggu najblizszych czterech dekad liczba
zgondéw z powodu raka ma przewyzszy¢ zgony z powodu choroby niedokrwiennej serca. Z kazdym
kolejnym rokiem ro$nie rowniez liczba osdb ze zdiagnozowanym nowotworem zlosliwym jelita
grubego. Standardowe opcje leczenia tej choroby obejmuja zabieg chirurgiczny, radioterapig,
chemioterapie lub immunoterapi¢. Kazda z nich ma odpowiednie wskazania w poszczeg6lnych stadiach
choroby, co nie zmienia faktu, ze metody te nierozerwalnie wiaza si¢ z powaznymi skutkami ubocznymi
w trakcie i po leczeniu. Dodatkowo, w przypadku nowotworow litych opracowanie skutecznej
immunoterapii jest wyzwaniem ze wzgledu na specyficzne mikrosrodowisko guza oraz zmiany w
odpowiedzi immunologicznej. Przedstawione dane uzasadniaja podejmowanie badan naukowych w celu
poszukiwania nowych opcji terapeutycznych dla nowotwordw jelita grubego. Obecne zmiany w strategii
zwalczania nowotworow kierujg terapie¢ w strong poszukiwania metod precyzyjnego dotarcia
do komoérek zmienionych nowotworowo, ich naprawy lub eliminacji. Taka zmiana wymusita
poszukiwanie metod, ktoére reprezentuja inne, mniej destrukcyjne dla organizmu, podejscie do walki z
nowotworami, w porownaniu do standardowej chemioterapii.

W tym kontekscie podjeta w recenzowanej rozprawie doktorskiej tematyka dotyczaca
opracowania liposomowych formulacji wybranych substancji w celu otrzymania skutecznej
immunoterapii nowotworu jelita grubego, dobrze wpisuje si¢ w obecne strategie zwalczania
nowotworow. Bezposrednim celem pracy mgr inz. Martyny Mianowskiej byto opracowanie

efektywnego systemu dostarczania (formulacji liposomowych) substancji selektywnych wobec komorek
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nowotworu jelita grubego, berberyny oraz imikwimodu dla skutecznej immunoterapii. W tym celu
zastosowano opracowang w Zakladzie Lipidow 1 Liposomdéw metode aktywnego zamykania
wykorzystujagcg  gradient jonowy askorbinianu. Uzyskane formulacje zostaly nastgpnie
scharakteryzowane poprzez wyznaczenie parametréw fizykochemicznych, badania stabilnosci oraz
aktywno$¢ biologiczng wobec komorek nowotworowych i kontrolnych prawidtowych. W dalszym
etapie realizacji pracy doktorskiej zastosowano trzy modele immunoterapii nowotworu jelita grubego do
okreslenia prawdopodobnego mechanizmu dziatania formulacji wobec komorek nowotworowych.

Przedstawiona do recenzji praca jest kontynuacja badan prowadzonych w Zakladzie Lipidow
i Liposomoéw Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Wroclawskiego. Kierownik jednostki
i jednoczes$nie promotor pracy doktorskiej, dr hab. Jerzy Gubernator jest naukowcem o bogatym
dorobku w zakresie zastosowania nanono$nikow dla substancji wykazujacych dziatanie
przeciwnowotworowe

Uktad pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich, z klasycznym podziatem na rozdziaty: wstep,
cel badan, opis materialow i metod do badan, omoéwienie wynikéw, dyskusja, podsumowanie
i piSmiennictwo. Rozprawa doktorska mgr inz. Martyny Mianowskiej to 210 stron tekstu, 105 rycin
i 6 tabel. Tabele i ryciny umieszczone w tekscie, znacznie utatwiaja korzystanie z nich w czasie
czytania. Pi§miennictwo zebrane w kolejnosci cytowania liczy 180 pozycji i jest wlasciwie dobrane
1 cytowane. Pracg poprzedza streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz wykaz stosowanych
skrotow 1 symboli. Wykaz ten utatwia czytanie wstgpu oraz kolejnych rozdziatow.

Wstep pracy to charakterystyka komorek nowotworowych oraz uktadu oporno$ciowego,
przedstawiona w kontekScie immunoterapii nowotwordw przy zastosowaniu liposoméw. Celem pracy
doktorskiej byto opracowanie formulacji liposomowych berberyny oraz imikwimodu skutecznych
w immunoterapii nowotworu jelita grubego. Doktorantka przygotowywata liposomy zawierajace
berberyne oraz imikwimod metoda uwadniania cienkiego filmu lipidowego (TFH). Sktad lipidowy
formulacji to uwodorniona fosfatydylocholina sojowa, cholesterol oraz distearylofatydyloetanolamina
modyfikowana glikolem polietylenowym 2000 w stosunku molowym 5,5:4,0:0,5. Dla berberyny
Doktorantka przygotowata kilka wariantow formulacji liposomowych. Wszystkie liposomy zostaly
scharakteryzowane poprzez zmierzenie wielko$ci oraz wspodtczynnika polidyspersji. W dalszym etapie
doktorantka dobierata zewnetrzne pH w celu optymalizacji procesu aktywnego zamykania berberyny.
Przedmiotem badan doktorantki byto takze okreslenie wydajnosci zamykania w odniesieniu do réoznych
stosunkow wagowych substancja: lipid oraz kinetyka zamykania berberyny w liposomach. W wyniku
przeprowadzonych badan stabilnosci oraz cytotoksycznosci wobec komodrek nowotworowych, jedna

z formulacji zostata wyselekcjonowana do dalszych badan. Berberyna zamknigta w formie liposomowej
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przy pomocy gradientu witaminy C, poprzez uszkodzenia mitochondriow 1 siatateczki
srodplazmatycznej, wywotuje stres oksydacyjny, ktory prowadzi do immunogennej $mierci komorki
nowotworowej. Dodatkowo zweryfikowano réwniez hipotez¢ dotyczgca mozliwosci wplywu
liposomowej postaci berberyny na aktywnos$¢ zerng makrofagéw. Wyniki wskazuja, ze liposomowa
posta¢ berberyny zwieksza fagocytoze w linii komorkowej SW620, nie wykazujac takiego wplywu na
fagocytoze w przypadku dodatku mysiego przeciwciata anty-CD47. Badania imikwimodu w zakresie
przygotowania liposomowej postaci prowadzone byly przez doktorantke w analogiczny sposob jak dla
berberyny. Wyniki wskazuja, ze liposomowa posta¢ imikwimodu nie zwickszata ilosci fagocytowanych
komoérek nowotworowych.

Reasumujac, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Martyny Mianowskiej
pt.”’Opracowanie liposomowych formulacji wybranych substancji w celu otrzymania skutecznej
immunoterapii nowotworu jelita grubego” cechuje si¢ istotnymi walorami, do ktorych zalicza sie
adekwatna do postawionych zadan metodyke, aktualno$¢ i warto$¢ praktycznag uzyskanych wynikow
oraz wartosciowa dyskusje dowodzaca wiedzy i opanowania tematu przez Autorke.

Do obowiazkéw recenzenta nalezy wskazanie zauwazonych btedow formalnych, typograficznych
i redakcyjnych popelnionych w trakcie przygotowywania niniejszej rozprawy.

Uwagi natury typograficznej i redakcyjne;j

W czgéci wstepnej pracy znajduje si¢ spora ilo$¢ niezreczno$ci stylistycznych wynikajacych
z nieprawidtowego thumaczenia tekstow z anglojezycznych publikacji na jezyk polski. Rowniez niektore
ze zdan sg stanowczo zbyt wielokrotnie ztozone. Opisy do rysunkow od 1-6 to fragmenty tekstu
z rozdzialu, s3 w zwigzku z tym za dlugie. Rowniez niektdre z rysunkdéw sg przedstawiane za pomoca
odmiennych koloréw niz w opisie. Rysunek 12 przedstawia w dziwny sposdb proces przemiany
wigzania dwusiarczkowego, ktorego prawidtowy lub nieprawidtowy wzor trudno znalez¢ w schemacie.
W Rysunkach 21-23 (str. 78-79) przeciwcialo w dosy¢ zaskakujacy sposéb oddziatuje z receptorem.
Na str. 61 stwierdzenie ,,zahamowanie agonistow receptoréw PGE2” dotyczy farmakologicznego
mechanizmu dziatania. Mamy agonistow 1 antagonistow receptorowych natomiast stwierdzenie
»Zahamowanie agonistow” wymaga wyjasnienia. W celach pracy doktorskiej (str. 79) w punkcie 2 jest
sformutowanie ,,okreslenie aktywnosci wobec...komodrek zdrowych”. Bardziej prawidtowe jest
okreslenie ,kontrolnych prawidlowych lub normalnych”. W dyskusji (str. 178) jest cytowany tytut
publikacji [157]. Zawarto$¢ publikacji w odniesieniu do wzoru chemicznego i podanych charakterystyk
wyraznie wskazuje na berberine chloride (chlorek) a nie hydrochloride (chlorowodorek), tak jak jest to

zamieszczone w tytule. Rozumiem, Zze publikacja przeszta proces recenzji, ale najwyrazniej osrodki
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naukowe w Wuhan majg inne standardy nazewnictwa chemicznego. Niemniej, szkoda, ze btgdny tytut

znalazt si¢ w rozprawie doktorskie;j.

Uwagi formalne dotyczg nastepujacych zagadnien:

1. Na Rysunku 14 (str. 59) przedstawiona jest struktura chemiczna chlorku berberyny, a nie jak btednie
podpisano chlorowodorku berberyny. Réwniez w rozdziale VII (Materialy i metody) doktorantka
deklaruje stosowanie chlorowodorku berberyny, podczas gdy dokonujac opisu przygotowania
gradientu uzywa roztwér wodny berberyny o st¢zeniu 4 mg/ml. Berberyna to czwartorzgdowa sol
amoniowa izochinoliny, czyli w swojej budowie zawiera kation NR4". Dzigki temu chetnie tworzy
sole z anionami jednoujemnymi, np. chlorkami. Utworzenie chlorowodorku bytoby mozliwe
w przypadku, gdy atom azotu posiadatby wolng pare¢ elektronowa, czyli zdelokalizowany tadunek
ujemny. W ten sposdb moze dojs¢ do przylaczenia protonu z HCI i utworzenia odpowiednio
chlorowodorku, tak jak to obserwujemy dla innego alkaloidu izochinolinowego, np. papaweryny.
Roznice te sg bardzo istotne z punktu widzenia wptywu rodzaju soli substancji biologicznie aktywnej
na parametry fizykochemiczne decydujace chociazby o rozpuszczalnosci w wodzie i lipidach, a co za
tym o penetracji przez bariery biologiczne. Bardzo prosz¢ o doprecyzowanie, jaka sol berberyny byta
przedmiotem badania wraz z charakterystyka jej fizykochemicznych parametrow, takich jak logP,
pKa, logD.

2. W charakterystyce otrzymanych formulacji nie ma wyznaczonego potencjatu Zeta. Jest tylko
wspotczynnik polidyspersji. Dlaczego?

3. Zastosowanie metody opartej na fluorescencji dioctanu dichlorodihydrofluoresceiny (DCFH-DA)
do wizualizacji produkcji reaktywnych form tlenu jest dyskusyjne. Owszem, metoda jest
powszechnie stosowana ale w ostatnich latach sugeruje si¢, ze nie jest ona do konca wiarygodna.
Jednym z powodow jest fakt, ze produkt reakcji utlenienia DCFH-DA, czyli dichlorofluresceina
moze sama reagowac z tlenem i w ten sposob stymulowaé powstawanie ROS, sztucznie podnoszac
ich poziom. Czy rozwazano zatem inne metody do oznaczania i wizualizacji produkcji reaktywnych
form tlenu?

4. W dyskusji brakowalo mi omdwienia dzialania przeciwnowotworowego samej witaminy C, ktore
w wielu publikacjach byto wykazywane na roznych liniach komoérek nowotworowych.
Dla zwolennikdéw tzw. alternatywnych form terapii raka stanowi to naukowy dowod na skuteczno$¢
witaminy C w leczeniu nowotworow. Jest to ogromnie niebezpieczne dla pacjentow, ktorzy szukaja
kazdej z mozliwych form leczenia gwarantujacego trwala remisj¢. Z witaming C mamy problem,
poniewaz w zalezno$ci od rakowej linii komorkowej indukuje szlak apoptotyczny Ilub

nekroptotyczny. Stosujac gradient witaminy C do zamykania berberyny w formie liposomowe;j
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synergizm w mechanizmach dziatania biologicznego wydaje si¢ oczywisty. Glowny akcent dyskusji
zostal jednak przeniesiony na aktywno$¢ zwigzang z berberyng. Prosze o podanie powodu dla
ktorego od poczatku prowadzenia badan mozliwy synergizm dziatania witaminy C i berberyny nie
byl brany pod uwage?

. W dyskusji (str. 180) omawiana jest publikacja, w ktorej stosowano nanoczgstki PLGA.
(Na marginesie, prawidlowe ttumaczenie nazwy tego zwigzku to: kopolimer kwasu polimlekowego i
kwasu glikolowego). Niektore fragmenty publikacji wymagatyby dodatkowych wyjasnien a nie tylko
zacytowania. Po pierwsze, berberyna jest alkaloidem, w postaci stalej, proszkiem, wigc nie moze
mie¢ odczynu. Odczyn to cecha roztworu elektrolitu zalezna od réwnowagi miedzy wlasciwosciami
kwasowymi i zasadowymi substancji rozpuszczonych w roztworze. Jestem ciekawa jaki odczyn ma
roztwor chlorku berberyny? Nastepnie stwierdzenie, ze ,,w S$rodowisku bardziej zasadowym
berberyna bedzie bardziej stabilnie przylaczona do nonoczasteczek zawierajacych czasteczki PLGA”
jest przynajmniej dziwne. Po pierwsze, w srodowisku zasadowym PLGA jako polimer zbudowany z
monomerdéw kwasowych moze sam ulega¢ rozpadowi. Po drugie, prosze o wyjasnienie co Autorka

rozumie przez okreslenie ,,berberyna bgdzie bardziej stabilnie przytaczona”?

Pragne jednak podkresli¢, ze przedstawione uwagi w zadnym stopniu nie wplywaja na wartosé

merytoryczng pracy.

Majac na uwadze oryginalno$¢ oraz wysokg warto$¢ merytoryczng rozprawy doktorskiej Pani mgr inz.

Martyny Mianowskiej pt.”Opracowanie liposomowych formulacji wybranych substancji w celu

otrzymania skutecznej immunoterapii nowotworu jelita grubego” stwierdzam, ze przedstawiona do

recenzji praca spelnia wymagania formalne i merytoryczne stawiane dysertacjom doktorskim okreslone

w obowiazujacej ustawie stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie

sztuki. Na tej podstawie wnosz¢ do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu

Wroctawskiego o przyjecie rozprawy doktorskiej i dopuszczenie mgr inz. Martyny Mianowskiej do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Dr hab. Agnieszka Zagorska
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