Prof. dr hab. Matgorzata Kuliszkiewicz-Janus

Katedra i Klinika Hematologii, Nowotwordéw Krwi i Transplantacji Szpiku Uniwersytetu
Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu

50-370 Wroctaw, Wyb. Pasteura 4

tel. (48)(71) 784 2604

e-mail: malgorzata.kuliszkiewicz-janus@umed.am.wroc.pl

RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Justyny Meissner
“Liposomowa postaé kompleksu oligonukleotyd-polietylenoimina w celowanej terapii
ludzkich nowotworéw krwi” '

Wzrastajaca z kazdym rokiem zachorowalno$¢ na nowotwory ztosliwe i coraz wigksza ich
oporno$é na leczenie sprawia, ze konwencjonalna chemio- i radioterapia nie zadowala. Nalezy
zatem poszukiwaé zaréwno nowych lekow jak i sposobow ich podawania. Takich, by terapia
uwzgledniata specyfike nowotworu, indywidualno$¢ osobniczg osoby chorej, czynniki wskazujgce
na opornoéé, a co najwazniejsze dziatata wybiérczo na komorki nowotworowe, oszczedzajac
rownoczes$nie komorki zdrowe.

Terapia genowa, czyli technika wprowadzania materiatu genetycznego (DNA lub RNA) do
komorek w celu wywotania efektu terapeutycznego lub prewencji wystapienia choroby, podejmuje
sie tego zadania. Mozna dzigki niej wprowadzi¢ gen, powodujac wymiane wadliwego genu w
komorkach somatycznych organizmu i zastapieniu go wiasciwg kopig. Mozna tez hamowac
ekspresje genu. Polega to na blokowaniu biosyntezy biatka przez zmiang ekspresji gendw na
poziomie mRNA. Efektem obu drog jest apoptoza komérek nowotworowych lub znaczne
spowolnienie ich wzrostu. Wyr6znia sig trzy gtowne typy strategii anty-mRNA: (1) wykorzystanie
jednoniciowych oligonukleotydéw antysensowych, (2) trawienie RNA przez katalitycznie aktywne
oligonukleotydy, (3) wykorzystanie zjawiska interferencji RNA. Terapia genowa moze by¢
stosowana samodzielnie, jak rowniez w skojarzeniu z przeciwciatami oraz chemio i radioterapia.

Praca doktorska mgr Justyny Meissner liczy 134 strony maszynopisu, zawiera 34 ryciny i
11 tabel. Bibliografia, to bogaty zbiér obejmujacy 327 pozycji bardzo aktualnej literatury Swiatowej,
z ktorej okoto 12% to prace opublikowane juz w roku 2014. Autorka nie rezygnuje jednak z prac
obejmujacych doniesienia z lat wczesniejszych 80. i 90.

Obszerny wstep rozprawy sktada sig z czterech podrozdziatow, w ktorych autorka kolejno,
bardzo doktadnie ilustrujac rycinami przedstawia zagadnienia dotyczace patogenezy chorob
nowotworowych uktadu krwiotwérczego, a takze znaczenia krotkich fragmentow RNA i DNA jako
narzedzi terapii genowej. Omawia ponadto niewirusowe systemy dostarczania lekéw
genetycznych, a takze wskazuje na trudno$ci napotykane przy realizacji wprowadzania nowego
leku na rynek, od momentu powstania pomystu do jego realizacji, czyli otrzymania produktu.

Celem pracy bylo nie tylko skonstruowanie preparatu o charakterze hybrydowym,
taczacym cechy liposomow oraz polimeréw kationowych, ktory miatby zastosowanie jako noénik
lekéw genetycznych w terapii kierowanej, ale réwniez zabezpieczenie jego trwatosci oraz
sprawdzenie funkcji zaréwno na modelach in vitro, jak i in vivo. Wydaje mi sig, Ze dla jasnosci i




przejrzystosci teksu mozna byto kolejne kroki postepowania przedstawi¢ w punktach, wyjasniajac
co jest motywem takiego, a nie innego dziatania.

W czesci poswieconej metodologii autorka przedstawia bardzo szczegbtowo zaréwno
potrzebne do eksperymentu materiaty jak i sposoby przeprowadzenia do$wiadczeri, opisujgc
kolejno wraz ze wszystkimi detalami poszczegoélne etapy badan.

Wykorzystuje do nich 8 rodzajow linii komorkowych: chioniaka Burkitta, ludzkiej i mysiej
ostrej biataczki limfoblastycznej, ludzkiej biataczki promielocytowej, linii komorek
erytroleukemicznych oraz raka szyjki macicy, jak réwniez jednojadrzaste komorki z krwi
obwodowej pacjentdéw ze zdiagnozowang przewlekig biataczkg limfatyczng. Za zwierzeta
doswiadczalne postuzyly w pracy samce myszy szczepu NOD/SCID.

Doktorantka opisuje sposéb przygotowania liposoméw t-LP z rdzeniem DNA/PEI
kierowanych przeciwciatami, metode przytgczania przeciwciat i enkapsulacji kalceiny. Nastgpnie
stosuje metody analityczne sprawdzajgce stabilnos¢ i trwato$¢ preparatu (Srednica liposomow,
potencjat Zeta, stezenie DNA, poziom uwalniania kalceiny, elektroforeza DNA). Poddaje tez
analizie wiasciwoéci biologiczne stosujgc test redukcji zarowno soli tetrazolowej MTT, jak i soli
sodowej resazuryny. Bada aktywno$¢ hemolityczng krwi w obecnoéci liposoméw. Przeprowadza
elektroforeze SDS-PAGE oraz cytofotometrycznie analizuje stopieri apoptozy lub nekrozy.
Przygotowuje preparaty do oceny w mikroskopii konfokalnej. Testem immunoenzymatycznym
ELISA oznacza iloéciowo przytaczone do powierzchni liposoméw przeciwciata, a metoda
jako$ciowg Bradfoord i metodg z kwasem bis-cynchoninowym biatko catkowite.

Kolejny etap badan to eksperymenty in vivo przeprowadzane na samcach myszy, a w nich
badanie biodystrybucji preparatu tl-P, analiza czasu przebywania liposoméw w krwioobiegu oraz
skuteczno$¢ terapeutyczna preparatu.

Wyniki badar prowadzone we wszystkich mozliwych kombinacjach sa imponujgce, poparte
przejrzystymi, zrozumiatymi, dobrze udokumentowanymi rycinami.

Elastycznie przeprowadzona dyskusja wskazuje na mozliwo$¢ zastosowania
zaprojektowanego, stworzonego i sprawdzonego przez Doktorantkg nowego, ukierunkowanego
no$nika lipidowego umozliwiajgcego dostarczenie kompleksu polikationu (polietyloiminy) z lekiem
genetycznym (sekwencja oligonukleotydow antysensowych zgodng z lekiem Oblimersen bez
fosforotionianowej modyfikacji wigzania fosfodwuestrowego skierowana przeciwko szesciu
pierwszym kodonom transkryptu genu BCL2) oraz substancjg kierujgcg (przeciwciata
terapeutyczne Rituximab, rozpoznajgce antygen CD20) na skalg przemystowg. Roztacza rowniez
perspektywy nowoczesnej ukierunkowanej terapii nowotworow.

Precyzyjna praca analityczna, mnogo$¢ do$wiadczen, ktorych sig Doktorantka podjeta
wykazaty, ze nosnik liposomowy tL-P spetnia wszystkie wymagania dla wektorow kwasow
nukleinowych znajdujgcych potencjalne zastosowanie w celowanej terapii genowej. Pieczotowicie
udowodnita, ze charakteryzuje sie on stabilnosécig $rednicy i potencjatu Zeta. Ponadto zdoInoscig
utrzymywania zamknietego DNA podczas wielomiesigcznego przechowywania, a takze
odpornoscia na sktadniki ludzkiej surowicy. Charakteryzuje sig on tez dobrymi wtasciwosciami
ochronnymi przed dziataniem enzymow nukleolitycznych, skuteczno$cig wobec komorek
noszacych odpowiedni antygen i brakiem toksyczno$ci wobec komoérek pozbawionych tego
antygenu. Skutecznie tez wycisza ekspresje genu BCL-2, co wykazano poprzez znaczne
zmniejszenie stezenia biatka BCL-2 w analizie immunobloting komérek traktowanych tym
preparatem. Najwazniejszym osiggnieciem jest wysoka skutecznos¢ nosnika tL-P wobec
wybranego nowotworu w doéwiadczeniach in vivo przeprowadzonych na zwierzgtach. Nosnik
moze by¢ rowniez stosowany w terapii skojarzonej z niskimi dawkami cytostatykow. Przez
zahamowanie ekspresji genu BCL2 preparat wywotuje apoptoze nawet w opornych na leczenie
komérkach nowotworowych, czynigc je bardziej podatnymi na terapie. Biorgc pod uwage, ze w
przeprowadzonych eksperymentach obserwowano catkowita remisje nowotworow CD20 dodatnich
oraz przezycie wszystkich myszy do$wiadczalnych, ktérym podano tl-P z rdzeniem asODN “anty
Bcl-2"mozna sie spodziewaé skutecznosci tego preparatu u pacjentow z rozpoznanag, oporng
biataczka limfatyczng. Ma to szczegbine znaczenie u 0séb, u ktérych zastosowanie li tylko chemio-
i radioterapii daje niepowodzenie w okoto 20%.




Rzetelno$é stosowanych metod pozwolita na zgloszenie uniwersalnego systemu: wektor
liposomowy-lek genetyczny-swoiste przeciwciato do uzyskania patentu. Uzyskanie go bedzie
ewidentnym, obiektywnym potwierdzeniem wartosci pracy.

Uwagi moje dotyczg przede wszystkim wartosci przedstawienia pracy. Dotyczy to m.in.
wyjaséniania skrotow. Z jednej strony, powtarzajacych sie wielokrotnie wraz z ponownymi
wyjasnieniami w tek$cie, mimo umieszczenia ich w “Wykazie stosowanych skrétow i symboli”, a z
drugiej nie umieszczenie ich w ogole w ww. rozdziale.

Brak spisu tabel i rycin.

W tekécie autorka uzywa nieprawidtowych znaczer wyrazow np. uktad krwionosny, czyli
kragzenia - dotyczy uktadu zamknigtego zbudowanego z naczyri i serca w ktorym krazy krew, a
powinno by¢ uktad krwiotworczy, czyli grupa narzadéw, w ktorym wytwarzane sg elementy
morfotyczne krwi.

Pojecie krwiobiegu, czy krwioobiegu. Jedna i druga forma jest poprawna, cho¢ wigcej
zwolennikow ma forma pierwsza. Dobrze bytoby uzywa¢ w tekscie jednej formy.

“Zaprojektowano nowy, kierowany noénik” - nie jest on przez nikogo kierowany, tylko
ukierunkowany na dany typ komorek.

Takich jezykowych bledow jest w tekécie sporo, powyzsze przytoczytam dla przyktadu.

Konstruowanie bardzo dtugich zdan, oraz powtarzanie niektorych fraz np. dotyczgcych
stosowania terapii celowanych zamazuje jasnos¢ przytaczanych mysli. Warto nad stylem
popracowac.

Dla fatwiejszego zrozumienia nazw licznej grupy nowych lekéw mozna by sie pokusi¢ o
wyjasnienie ich genezy np. mab - przeciwciato monoklonalne, tu - przeciw guzom, xi -
chimeryczne, zu - humanizowane, mo - mysie, u- ludzkie.

Uwagi moje w niczym jednak nie ujmujg wartosci pracy, ale zastosowanie sie do nich
spowodowatoby, ze bytaby dostepniejsza w przyswojeniu.

Biorac pod uwage bardzo szeroki zakres przeprowadzonych eksperymentow oraz
uzyskane interesujgce, konsekwentnie przeprowadzone wyniki badan nalezy uznaé, ze cel pracy
doktorskiej mgr Justyny Meissner zostat w petni osiagniety. Rozprawa doktorska prezentuje bardzo
wysoki poziom. Wkfad pracy doktorantki jest imponujacy, w szczegoinoéci dotyczy uzycia wielu
mozolnych technik badawczych i konsekwentnego przeprowadzania badan. Wnioskuje wobec
powyzszego do Wysokiej Rady Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego nie tylko o
dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego, zgodnie z ustawg z dnia
18.03.2011, ale takze o wystapienie z wnioskiem o jej nagrodzenie.
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