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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Moniki Toporkiewicz p.t.

s Liposomowy no$nik leku generycznego przeznezony do celowanej terapii nowotworowej
krwi”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska dotyczy prac nad opracowanej ztozonej strategii
farmakologicznej 1gczgcej terapie genetyczng z klasycznym leczeniem farmakologicznym (mitoksan-
tronem) nowotworéw krwi. Jednym z podstawowych problemow zwigzanych ze stosowaniem chemio-
terapii w leczeniu nowotworéw jest niski indeks terapeutyczny stosowanych specyfikéw oraz opor-
nos¢ lekowa nabywana przez komérki nowotworowe w trakcie leczenia. Zaproponowane w pracy po-
dejscie to proba rozwigzania obu tych probleméw. Zastosowanie terapii celowanej z reguly zwicksza
indeks terapeutyczny a zastosowanie antysensowych oligonukleotydéw ma na celu obnizenie ekspresji
genu Bel 2, co powinno obnizy¢ opornogé lekowa. Oczekuje sie, ze polaczenie technologii kierowa-

nych nosnikéw lekéw z terapig antysensowg pozwoli znaczgco poprawié efekt terapeutyczny mitok-

santronu.

Stosowanie oligonukleotydéw jako srodkéw farmakologicznych wymaga pokonanie szeregu trudno-
$ci wynikajgcych z fizykochemicznych wlagciwosci samej molekuty. Oligonukleotyd jest dobrze roz-
puszczalng w wodzie silnie natadowang molekulg. Powoduje to, ze samodzielnie nie jest on w stanie
pokona¢ bariery blon biologicznych, co jest warunkiem koniecznym osiggnigcia efektu terapeutyczne-
go. Nastgpnym istotnym ograniczeniem jest podatnoéé kwaséw nukleinowych na hydrolize enzyma-
tyezng w plynach fizjologicznych. Dodatkowo, stosowana samodzielnie terapia antysensowa moze
okaza¢ niewystarczajgca aby powstrzymac¢ rozwdj nowotworu. Rozsadne wigc wydaje si¢ zastosowa-
nie terapii kombinowanej poprzez polgczenia efektu zahamowania ckspresji odpowiedniego bialka z
dzialaniem chemioterapeutyka. Mgr Toporkiewicz zaproponowata podejscie, w ktérym terapia anty-
sensowa oraz chemioterapia przyjmujg postaé narz¢dzia farmakologicznego w postaci liposomowego
nosnika. Nosnik ten w swoim jadrze zawiera zasocjowane z kationowym lipidzie oligonukleotydy.
Agregat ten jest otoczony monowarstwa lipidowg. Monowarstwa lipidowa sktada si¢ z lipidow oraz
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ich pochodnych ) takun skladzle aby mozhwe byio wydajne dosta1 czenie olzgonukleotydow do wne-

trza komorki na drodze endocytotycznej a specyficznosé komorkowa catego konstruktu uzyskuje sie
poprzez zastosowane przeciwciata do powierzchniowego bio-markera CD20. Zatozono, ze obnizenie
ekspresji genu Bel2 obnizy opornos¢ lekowg komdrek nowotworowych na dziatanie mitotraksonu,

ktéry moze by¢ przenoszony w tym samym nosniku co oligonukleotydy.

Osiggnigeie zatozen projektu w postaci funkcjonalnego preparatu farmakologicznego wymagato
przeprowadzenia zlozonego procesu badawczego, ktéry w ogdlnosci mozna podzielié na trzy etapy;
badania przedkliniczne obejmujgce wytworzenie preparatu w skali laboratoryjnej oraz pokazania jego
skuteczr'los’ci na modelach biologicznych obejmujacych hodowle komérkowe oraz testy in vivo na
zwierzgtach. W przypadku pomysinego zakonczenia tego wstepnego etapu podnoszona jest skala wy-
twarzania preparatu, ktéry nastgpnie poddany jest testom klinicznym. Praca doktorska mgr Toporkie-
wicz obejmuje badania w zakresie badan przedklinicznych z pominigciem analiz chemicznych oraz

podniesienia skali wytwarzania.

Przeprowadzenie badan przedklinicznych dla preparatéw tak ztozonych jak liposomowe noniki le-
kéw wymaga stosowania zlozonego warsztatu do$wiadczalnego. Realizacja poszczegolnych zadan
badawczych wymagata wykorzystania wiedzy i metod z zakresu genetyki, biologii molekularnej, far-
makologii oraz fizykochemii agregatéw makromolekularnych. Mgr Toporkiewicz w przedstawionej
rozprawie doktorskiej zaprezentowata wyniki do§wiadczen pokazujgcych, ze zaprojektowany i wytwo-
rzony w skali laboratoryjnej, immunoliposom jest stabilny w czasie, chroni oligonukleotydy przed
dziataniem enzymow, jest specyficznych wobec komérek nowotworowych, posiada niska toksycznos¢,
redukuje ckspresj¢ genu Bcl2 oraz hamuje wzrost guzéw nowotworowych w modelach mysich.
Wszystkie, zaprezentowane w rozprawie etapy badawcze sktadaja sie na bardzo poprawny i kompletny

proces obejmujgcy znaczg cz¢$¢ badan wymaganych w fazie badan przedklinicznych.

Z merytorycznego punktu widzenia zaprezentowane wyniki badan oceniam jako bardzo wartoscio-
we a opracowany preparat liposomowy za bardzo interesujacy. Jednakze przedstawiony preparat nie
jest jeszeze gotowy do dalszych etapow badan, przeciwnie do tego co twierdzi autorka, migdzy inny-
mi, w streszczeniu pracy doktorskiej. Wynika to z faktu, ze wickszo$¢ przedstawionych wynikow nie
spelnia kryteriéw stawianych przez instytucje odpowiedzialne za rejestracje lekow. Niemniej prezen-
towane wyniki mozna z pewnoscig jako ,,proof of principle”.

Mgr Toporkiewicz podzielita swojg rozprawe doktorskg, zgodnie z ogélnie przyjetymi zasadami, na

cztery czgsci: wstep, materialy i metody, wyniki oraz dyskusje. Calosé zostala opatrzona streszcze-
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niem, spisem t1 esel; wykazem stosowanych skrotow zdeﬁmowamem celow pracy, b1bhograﬁq 1 wnio-

skami.

Wstep obejmuje obszerny opis nowotworéw ukiadu krwiotworczego, stosowanych terapii opartych
o kwasy nukleinowe, z obszernym opisaniem stosowanych formulacji, oraz, co uwazam za bardzo
cenne, farmakokinetyczne uzasadnienie dla stosowania technologii kierowanych nosnikéw w terapiach
opartych o molekuly, ktérych cele znajdujg si¢ w lub w poblizu jadra komérkowego.. We wstepie za-
brakto mi opisu molekularnych mechanizméw lezacych u podstaw powstawania agregatéw supramo-
lekularnych oraz opisu uwarunkowan farmakokinetycznych wynikajacych z lokalizacji komérek doce-
lowych. To ostatnie jest konsekwencjg nieprecyzyjnie zdefiniowanym celem terapii. Nie jest jasne czy
celem terapii sg komorki krwi obwodowej czy uktad krwiotwérezy. Brak tego opisu powoduje, ze lo-
gika przeprowadzonych prac badawczych miejscami jest niespéjna, na przyktad w uzasadnieniu wybo-

ru mysiego modelu nowotworu.

Cele pracy zar6wno cel ogdlny, tzn. ,, ... stworzenie liposomowego nosnika antysensowych oligo-
nukleotydéw anty-Bcl2 przeznaczonego do celowanej terapii nowotworédw krwi pochodzenia B-

komorkowego” jak i cele czastkowe sa przestawione w stosownym rozdziale na stronie 46 i 47.

Materialy i Metody napisane sa zgodnie z zasadami obowigzujgcymi w literaturze fachowej. W tej
czgsci pracy przedstawiono opisy wszystkich stosowanych metod do$wiadczalnych. Jednakowoz w
wielu przypadkach brak jest odnosnikéw literaturowych co oznacza, ze autorka sama te metody opra-
cowata. W takim przypadku brak jest miejscami istotnych informacji np. dotyczacych poziomu odzy-
sku oznaczanych substancji (np. Oznaczanie zawartodci kwasu nukleinowego w liposomach na stronie
55). W materiatach nie pokazano takze w jaki sposéb kalibrowane byly metody oraz czy byla iloscio-
wa kontrola skiadu liposoméw wykorzystywanych do doswiadczen poza zatozeniem, ze sktad lipido-
wy liposomow nie ulega zmianie w trakcie ich przygotowywania. Uwazam, ze w pracy, poza staty-
styczng analizg danych, powinien znalez¢ si¢ opis wymagan jakosciowych stawianych argumentom
doswiadczalnym przez instytucje dopuszezajace leki do obrotu.

Wyniki sg przedstawione i oméwione w taki sposdb, ze poszczegdlne etapy badan ukladaja sie w
zwartg i logiczng merytorycznie cato$¢ zgodng z powszechnie uznanym schematem badan przedkli-
nicznych.

Duze wrazenie robig dane uzyskane w badaniach biologicznych tzn: selektywnosé immunoliposo-
mow wzglgdem komorek Daudi (CD20+) oraz HeLa (CD20-) (Rycina 20), wptyw liposoméw na po-

ziom apoptozy w komorkach Daudi (Rycina 21) czy wyniki badan in vivo (Rozdzial 6).
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Dyskusja uzyskanych wynikéw jest przeprowadzona bardzo obszernie i to do tego sfopnia, ze cza-
sami odnosi si¢ wrazenie, ze ponownie prezentowane sg wyniki. Dyskusja zawiera czgste powotywa-
nie sie do aktualnych danych literaturowych co pokazuje, ze autorka dobrze orientuj si¢ w aktualnym
stanie wiedzy w zakresie zastosowania kierowanych nosnikéw lekéw do terapii genowych. W dyskusji
brakuje mi elementéw polemicznych z prezentowanymi w literaturze pogladami oraz ustosunkowanie

si¢ do kwestii spetnienia przez prezentowane wyniki wymagan stawianych przez dokumentacje CTD.

W bibliografii wskazano pozycje literaturowe, ktore w sposdb zadowalajgcy wspierajg prezentowa-
ne w pracy tezy i stwierdzenia. Na uwage zastuguje fakt, ze wigkszos¢ danych literaturowych pocho-

dzi z okresu po 2010 roku co pokazuje, ze autorka uwzglednita bardzo aktualny stan wiedzy.

Podsumowujac, uwazam, ze mgr Monika Toporkiewicz wykonala i zaprezentowala obszerny
material do$wiadczalny obejmujgcy wigkszo$¢ etapow badan przedklinicznych dla nowej postaci leku.
Szczegdlowe opisanie procesu wytwarzania w skali laboratoryjnej, czgsciowa charakterystyka che-
miczna i fizykochemiczna otrzymanych agregatow oraz badania na hodowlach komérkowych i in vivo
na modelach mysich stanowia zwartg 1 merytorycznie spdjng catosc.

Zaprezentowane badania pokazuja, ze Pani mgr Monika Toporkiewicz jest sprawnym ekspe-
rymentatorem, ktéry opanowat technologi¢ przygotowywania ztozonych preparatéw farmakologicz-
nych, potrafi stosowaé szereg zaawansowanych technik badawczych, oraz uzyskac, zestawic i zapre-
zentowaé ztozone dane do$wiadczalne. Zaprezentowane wyniki w znacznej czgsci nie byly nigdzie
wezesniej publikowane co dowodzi ich oryginalnosci. Tym samym mogg stwierdzi¢, ze rozprawa dok-
torska mgr Moniki Toporkiewicz spetnia wymagania stawiane w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003
roku o stopniach naukowych i tytutach naukowych wraz z pézniejszymi poprawkami, stanowi orygi-
nalng prace naukowa, wykazuje wiedze teoretyczng autorki i umiej¢tnosé samodzielnego prowadzenia
pracy badawczej. W zwiazku z powyzszym wnosz¢ do Wysokiej Rady Naukowej Wydziatu Biotech-

nologii Uniwersytetu Wroclawskiego o dopuszczenie mgr Moniki Toporkiewicz do dalszych etapow

postgpowania doktorskiego.

Prof. dr hab. inz. Marek Langner
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