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Ocena rozprawy doktorskiej Pana mgr Dominka Lipki zatytutlowanej “Nowe

liposomowe formulacje antybiotyku przeciwnowotworowego z grupy antracyklin”

Recenzowana praca doktorska Pana mgr Dominika Lipki zostala wykonana w
Zaktadzie Lipidéw i Liposoméw na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego pod
kierunkiem dr. hab. Jerzego Gubernatora. Zaktad Lipidéw i Liposomoéw zajmuje sie
opracowywanie nowych formulacji liposomowych od wielu lat i prace tego zespotu sg
rozpoznawalne na catym swiecie. Niniejsza praca doktorska jest kontynuacjg tematyki tego

Zaktadu i bazuje na doswiadczeniu jego liderow jak i catego zespotu.

Gtéwnym celem recenzowanej pracy doktorskiej byto opracowanie innowacyjnego
podejscia do liposomowych formulacji powodujgcego zwiekszenie aktywnosSci
przeciwnowotworowych i potencjalnie majgcych szerokie zastosowanie usprawniajgce
dziatanie nie tylko wybranego do testowania leku, ale szeregu innych lekow

przeciwnowotworowych o zblizonych wtasciwosciach fizykochemicznych.

Przestawiona do recenzji rozprawa we wstepie zarysowuje zalety roznych typow
nanoformulacji, przedstawia aktualny stan wiedzy na temat formulacji liposomowych,
doktadnie analizuje ich roznicujgce wiasnosci i metody przygotowywania. Analiza
pasywnego i aktywnego ukierunkowywania liposomow dobrze wyjasnia nature zjawiska jak
i pozytywne efekty ich zastosowania.

Czytanie tej czesci rozprawy wskazuje na bardzo dobre przygotowanie teoretyczne

Doktoranta do planowania i realizacji badan.
W badaniach testujgcych skutecznosci nowych formulacji liposomowych, jako lek

przeciwnowotworowy wybrano epirubicyne. Jest to powszechnie uzywany lek

przeciwnowotworowy nalezgcy do klasy zwigzkéw zwanych antracyklinami. Innymi
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powszechnie uzywanymilekami z tej klasy zwigzkoéw sg doksorubicyna, daunorubicyna, oraz
idarubicyna. Z punktu widzenia mechanizmu dziatania zwigzki te wigzg sie z DNA i
uniemozliwiajg wtasciwe dziatanie enzymu topoizomerazy Il. Enzym ten reguluje topologie
DNA i posiada zdolnosci przecinania podwdjnej nici DNA, tworzenia wigzania
kowalencyjnego z DNA (kompleksu rozszczepialnego DNA-topoizomeraza 1), i nastepczo
do odtworzenia (ligacji) wigzan fosfodiestrowych. Antracykliny, popularnie zwane truciznami
topoizomerazy |Il, stabilizujg kompleks rozszczepialny DNA-topoizomeraza utrwalajgc
przerwanie podwojnej nici DNA. Utrwalenie uszkodzenia DNA prowadzi do apoptozy i
powoduje, ze zwigzki te wykazujg silne wtasnosci przeciwnowotworowe. Niestety jak
wiekszo$¢ lekdéw przeciwnowotworowych, a cytotoksycznych szczegolnie, zwigzki te
wykazujg znaczne dziatania uboczne. Opracowanie wiasciwej formulacji liposomowej
pozwolitoby na zwiekszenie indeksu terapeutycznego a w konsekwencji leku bardziej
bezpiecznego dla pacjentéw o potencjalnie zwiekszonej aktywnosci przeciwnowotworowe;.
Skutecznos¢ liposomowych formulacji zostala zademonstrowana dla doksorubicyny, ktérej
liposomowa formulacja (Doxil) prawie catkowicie wyeliminowata z uzycia wolng
doksorubicyne.

W podsumowaniu wybodr leku (epirubicyna) do testowania skutecznosci proponowanych

formulacji jak i wybor typéw formulacji do badan jest wtasciwy.

W koncowej czesci wstepu, w rozdziale poswieconemu antracyklinom sg drobne
niescistosci niewptywajgce na jako$¢ i ocene pracy, ale sg warte przytoczenia: (1)
stwierdzenia o nizszej kardiotoksycznosci epirubicyny (str. 45) w poréwnaniu z
doksorubicyng nie zostaty potwierdzone klinicznie; (2) daunorubicyna zostata opisana w
1963 czyli wyizolowana ponad 53 lata temu raczej niz 40 lat temu; (3) epirubicyna jest
epimerem doksorubicyny w pozycji C-4" a nie C-4 czyli réznig sie orientacjg grupy
hydroksylowej przy atomie wegla C-4’ (str. 46). Przy atomie wegla C-4 w obu zwigzkach
znajduje sie ten sam podstawnik (OMe); (4) Warto wspomnie¢, ze metabolizm epirubicyny
rozni sie od metabolizmu doksorubicyny i odpowiednio wptywa na ich klirens i poziom
kardiotoksycznosci. Sg to fakty, ktorych uwzglednienie pozwolitoby na lepszg ocene

formulacji epirubicyny i ich poréwnanie z rynkowo dostepnym Doxilem.
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Warto by réwniez zdefiniowa¢ czesto uzywany w tej pracy zwrot “zwigzki o charakterze
stabych zasad” oraz wyjasni¢, uzywajgc jesli mozliwe danych fizykochemicznych, wptyw

zasadowosci na wybor formulacji i potencjalne efekty biologiczne in vitro i in vivo.

Doktorant w pierwszej fazie badan zaproponowat interesujgce i wysoce innowacyjne
wprowadzenie uzycia kwasu askorbinowego i askorbinianu amonu do opracowania unikalnej
metody aktywnego zamykania lekdw w liposomach. Wybor takiego podejscia ma
udokumentowane potencjalne szanse na zwiekszenie aktywnos$ci przeciwnowotworowej
testowanych lekéw. Formulacje z uzyciem kwasu askorbinowego i askorbinianu amonu byty
bardzo doktadnie zanalizowane i poréwnane z formulacjami uzywajgcymi siarczan amonu i
wersenian amonu, jak tez z wolna epirubicyna i obejmowaty zaréwno badania in vitro jak in
vivo. Bardzo wyrazny byt efekt zwiekszonej cytotoksycznosci, jak i hamowania wzrostu
mysiego nowotworu sutka 4T1 preparatow liposomowych epirubicyny zamknietej
gradientem askorbinianu amonu, jak i kwasu askorbinowego w poréwnaniu z wolng
epirubicyng i grupg kontrolng.

Metody uzyte do analizy i poréwnan byty wtasciwe a rezultaty badan bardzo obiecujgce i
stanowity podstawe do wyselekcjonowania typu formulacji do dalszej optymalizacji

prowadzgcej do opracowania ukierunkowanej liposomowej formulacji dla leku epirubicyna.

Ten drugi etap badan bazowat na uzyciu kwasu foliowego do zwiekszenia
selektywnosci dostarczania leku do komoérek nowotworowych. Doktorant zoptymalizowat
diugosc¢ linkera PEG z kowalencyjnie przytgczonym kwasem foliowym oraz przetestowat
wymagang gestosc¢ wystepowania kwasu foliowego na powierzchni liposomow do uzyskania
zwiekszonego efektu cytotoksycznego. Interesujgce sg tez wyniki demonstrujgce
zwiekszone stezenie epirubicyny w jadrach komorek 4T1 po 4h dla formulacji

ukierunkowanej w poréwnaniu z nieukierunkowang.

Zamiar otrzymania nowej ukierunkowanej formulacji epirubicyny jest ambitny w
zatozeniach, aczkolwiek wybor kwasu foliowego nieco rozczarowuje brakiem nowosci. Przy
zaprezentowanych zdolnosciach doktoranta i wykazang umiejetnoscig postugiwania sie
dostepnym warsztatem badawczym, moze warto bylo rozwazyé wybér ligandu wysoce

selektywnego dla specyficznego rodzaju nowotworu i opracowa¢ metode do umieszczenia
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go na powierzchni liposomow. W potgczeniu z wyborem do testowania odpowiednich modeli
takiego nowotworu in vitro i in vivo stanowitoby to wysoce obiecujgce podejscie do
opracowania nowych formulacji o duzym potencjale translacyjnym i publikacji o wysokim

czynniku odziatywania.

Miejmy nadzieje, ze Doktorant bedzie miat mozliwosci kontynuowania takich badan w
najblizszej przysztosci i podejmie je jako czes¢ dalszego rozwijania swojej kariery naukowej
w jednej z instytucji naukowych w Polsce. Taki rozwoj kariery zwiekszy szanse na jego

powrdét do Polski z przysztego zagranicznego stazu naukowego.

W podsumowaniu wszystkie wazne cele pracy doktorskiej zostaty zrealizowane a
liposomowa formulacja epirubicyny przy uzyciu gradientu askorbinianowego moze miec¢
wazne znaczenie praktyczne. Rozprawa doktorska, mimo ze zawiera znaczng iloS¢ opiséw
doswiadczen, informacji wstepnych i dyskusji wynikdéw, jest przedstawiona logicznie i
zrozumiale. Doktorant wykazat sie umiejetnoscig stawiania hipotez, wiedzg w projektowaniu
doswiadczen i zdolnosciami samodzielnego prowadzenia eksperymentow z pogranicza kilku

dziedzin.

Stwierdzam, Ze przedtozona rozprawa doktorska spetnia wszystkie wymagania
przewidziane Ustawg z dn. 18 marca, 2011 r. o stopniach naukowych i tytutach naukowych.
Niniejszym wnioskuje do Rady Naukowej Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego o dopuszczenie Pana mgr Dominika Lipki do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. W mojej opinii omawiana praca doktorska jest wysoce innowacyjna, ambitna
w swoich zamierzeniach, trudna do realizacji, i zdecydowanie ponad przecietna. W zwigzku

Z powyzszym, zwracam sie z wnioskiem o wyroznienie recenzowanej pracy doktorskiej.

Z powazaniem,

U Qmu[w

Prof. Waldemar Priebe
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