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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Justyny Meissner p.t.

»Liposomowa postaé¢ kompleksu oligonukleotyd-polietylenoimina w celowej terapii ludz-
kich nowotworow krwi”

Wspolczesne terapie farmakologiczne to ztozone technicznie i metodologicznie zabiegi me-
dyczne postugujgce si¢ zlozonymi narzedziami molekularnymi i supramolekularnymi, ktorych
zastosowanie pozwala na modyfikacje wybranych procesow fizjologicznych wybranych typow
komoérek w wybranym miejscu organizmu. Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska pre-
zentuje wyniki prac badawczych dotyczacych zlozonego uktadu supramolekularnego bedacego
elementem ztozonej strategii farmakologicznej. Powszechnie uwaza si¢, ze takie terapie farmako-
logiczne bedg powszechnie stosowane w niedalekiej przysztosci. Zatem tematyke przedtozonej mi
do recenzji rozprawy doktorskiej uzna¢ nalezy za wazng i wpisujgcg si¢ w najnowsze trendy no-
woczesnej farmakologii.

Strategia farmakologiczna zaprezentowanej w pracy opiera si¢ na potaczeniu klasycznej terapii
(mitoksantron) z terapig genetyczng polegajgcg na ograniczeniu ekspresji biatka (Bcl 2) biorgcego
udzial w rozwoju opornosci lekowej przez komodrki rakowe. Celem przedstawionych badan jest
opracowanie supramolekularnego nosnika dla oligonukleotydéw bedacych elementem terapii sko-
jarzonej. Spodziewanym wynikiem takiego podejscia jest podniesienie skuteczno$¢ chemotera-
peutyku poprzez modyfikacje wybranych proceséw fizjologicznych komérek nowotworowych
(indukowanie apoptozy).

Aby taka strategia byla skuteczna w praktyce nalezy pokona¢ szereg trudnosci wynikajacych z
fizykochemicznej natury oligonukleotydu oraz proceséw metabolicznych odpowiedzialnych za
niskg skutecznos¢ systemowej podazy kwaséw nukleinowych. Mgr Meissner zaprojektowala no-
$nik w taki sposdb, ze zasocjowane z kationowym polimerem (polietylenoiming) oligonukleotydy,
sg optaszczone dwuwarstwa lipidowg ostonigta kowalencyjnie zwigzanym z powierzchnig lipidow
polimerem (glikolem polietylenowym). Komoérkowa specyficzno$¢ nosnika uzyskala poprzez
zwigzanie z powierzchnig agregatu przeciwciala, w tym przypadku przeciwciata ontygenu CD20,
specificznego dla komorek Daudi oraz dla limfozytoéw izolowanych z krwi obwodowej pacjentow
ze zdiagnozowang bialaczka.

Kazdy elment utworzonego agregatu ma do spetenia specyficzng funkcje powodujac, ze
zachowanie si¢ no$nika w organizmie mozna Ww ograniczonym stopniu przewidziec.
Skompleksowanie oligonukleotydéw z kationowym polimerem pozwolito na neutralizacje
oddzialywan elektrostatycznych kwaséw nukleinowych i uformowanie zwartych nanoagregatow.

Otoczka lipidowa chroni oligonukleotydy przed degradacja enzymatyczna, a zwigzany z
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powierzchnig liposomu hydrofilowy polimer utrudnia oddziatywania z bialkami osocza chronigc
w ten sposob agregat przed ukladem immunologicznym. Natomiast rozmiary agregatow (ok. 100
nm — 150 nm) umozliwiajg wnikniecie do docelowej tkanki powodujac adsorpcje na powierzchni
komorek oraz wprowadzenie przenoszonego kwasu nukleinowego do cytoplazmy komorek doce-
lowych.

Powaznym wyzwaniem stojacym przed mgr Meissner w trakcie realizacji projektu bylo jego
wysoce interdyscyplinarny charakter. Realizacja poszczegélnych zadan badawczych wymagalo
wykorzystania wiedzy i metod z zakresu genetyki, biologii molekularnej, farmakologii, fizyko-
chemii agregatéw makromolekularnych, biofizyki, fizjologii i patofizjologii. Pani Meissner podje-
1a sie tego ztozonego projektu 1 w sposéb zadowalajacy osiggneta wytyczone cele.

Merytoryczna ocena rozprawy.

Mgr Meissner postawila sobie za cel skonstruowanie agregatu zawierajacego oligonukleotydy
zdolnego dostarczy¢ je do komérek nowotworowych oraz wykaza¢, ze polaczenie terapii gene-
tycznej z klasyczng farmakologig podniesie skuteczno$¢ leczenia. Mgr Meissner skonstruowata
zlozona, wielofunkcyjng strukture molekularng uformowang z lipidow, polimeréw i nukleotydéw.
Preparat zostal dobrze scharakteryzowany i funkcjonalnie zoptymalizowany poprze dobranie od-
powiednich proporcji tworzacych go sktadnikéw. Wyznaczono rozktad rozmiaréw agregatéw oraz
ich powierzchniowy potencjat elektrostatyczny. Charakteryzowane byly takze etapy posrednie
agregatu powstajgce w trakcie procesu wytwarzania. Uzyskane struktury byly oceniane pod katem
stabilnosci, oddzialywania z elementami krwi oraz toksyczno$ci hemolitycznej. Nastepnie agrega-
ty byly badane pod katem selektywnosci komoérkowe) oraz wydajnosci w supresji wybranych ge-
néw poprzez ilosciowe oznaczenie biatka bedacego przedmiotem interwencji. W koncu agregat
testowany byl na modelowych guzach rakowych indukowanych w myszach. Wykazano, ze agre-
gaty akumulujg si¢ w guzie oraz, ze zastosowanie terapii skojarzonej pozwolito, przynajmniej w
jednym przypadku, na catkowite zahamowanie wzrostu guza nowotworowego.

W trakcie badan mgr Meissner stosowata zréznicowany warsztat badawczy poczynajac od ana-
liz fizykochemicznych, poprzez metody biochemiczne, genetyczne, biologii molekularnej, oceny
skutecznosci na hodowli komorkowych a konczac na badaniach farmakokinetycznych prowadzo-
nych na modelach zwierzgcych. Wszystkie etapy badawcze skladaja si¢ na bardzo poprawny i
kompletny proces badawczy obejmujgcych caly zakres badan wymaganych w fazie badan przed-
klinicznych. Pokazuje to, ze autorka rozprawy doskonale porusza si¢ w zlozonym obszarze tech-
nologii kierowanych nosnikéw lekow.

Podsumowujac, zaprezentowane wyniki badan oceniam jako nowe i bardzo wartosciowe. Opi-
nia moja jest potwierdzona przez dorobek autorki, w ktérym, poza publikacjami i doniesieniami
konferencyjnymi, znajduje si¢ dwa zgtoszenia patentowe.

Techniczna ocena rozprawy.
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Mgr Meissner podzielita swojg rozprawe doktorska, zgodnie z ogdlnie przyjetymi zasadami, na
cztery czeSci: wstep, materiaty i metody, wyniki oraz dyskusje. Cato$¢ zostala opatrzona stresz-
czeniem, spisem tresci, wykazem stosowanych skrotéw, zdefiniowaniem celéw pracy oraz biblio-
grafig. Zastrzezenie moze budzi¢ brak zwigzlego podsumowania.

Wstep jest napisany przejrzyscie i wyczerpujgco. Przedstawia on dotychczasowy stan wiedzy
dotyczacych zaréwno rodzajow terapii genetycznych jak i obszernym opisem stosowanych obec-
nie no$nikow kwasow nukleinowych.

We wstepie zabraklo mi troche opisu molekularnych mechanizméw lezacych u podstaw po-
wstawania agregatow supramolekularnych. Brak ten skompensowany jest do pewnego stopnia
przez przejrzyste schematy przedstawiajgce hipotetyczne (oczekiwane) struktury tworzonych
agregatow (strony 54 1 66).

Interesujagcym zabiegiem bylo zaprezentowanie rozdziatu, w ktérym przedstawiono sekwencje
badafh wymaganych do opracowania nowej terapii farmakologicznej (Rozdziat 4). Rozdzial ten
porzadkuje i1 organizuje tresci znajdujace si¢ w nastgpnych rozdzialach. W opisie procesu opraco-
wywania nowego leku (rozdzial 4) pojawito si¢ kilka niescistosei takich jak np. stwierdzenie, ze
patent jest wymagany aby rozpoczaé¢ badania kliniczne, czy niezr¢czne opisanie badan klinicz-
nych.

Cele pracy sg zdefiniowane poprawnie 1 uktadajg si¢ w logiczng catosci, jednakze zaprezento-
wanie ich w formie nieprzerwanego tekstu zamazuje przekaz.

Materialy i Metody napisane sg zgodnie z zasadami obowigzujgcymi w literaturze fachowej i
nie budzg zadnych zastrzezen.

Wyniki s przedstawione i omowione w sposdb przejrzysty a poszczegdlne etapy badan uktada-
ja sie w zwartg i logiczng cato$¢ zgodnie z przedstawionym wczesniej schematem badan przedkli-
nicznych. W jednym z przypadkéw prezentowane wyniki budzg zastrzezenia. Chodzi o prezento-
wane rozmiary agregatéw. Podanie wartosci $redniej wraz z odchyleniami (np. strona 67) oczywi-
$cie nie budzi zastrzezen brak jest jednak informacji dotyczacych parametru pdi. Parametr ten
moéwi jak jednorodna populacyjnie byta préobka.

Duze wrazenie robig dane zaprezentowane na Rysunku 33 gdzie pokazano, Ze rozwdj chloniaka
Burkitta zostal praktycznie zahamowany po zastosowaniu liposomowej postaci oligonukleotydow
anty bcl-2 podawanych samodzielnie oraz w polaczeniu z mitoksantronem. Szkoda, ze nie dysku-
towano tego wyniku szerzej.

Dyskusja uzyskanych wynikéw jest przeprowadzona logicznie 1 przekonywujgco co spowodo-
wane jest czgstym odnoszeniem si¢ do najnowszych danych literaturowych. Interesujacg czgscig
dyskusji jest wskazanie, ze zaproponowana w pracy konstrukcji nosnika dla oligonukleotydow jest
na tyle elastyczna, ze bedzie ja mozna zaadoptowaé do leczenie nowotwordw innych niz biataczka
czy to poprzez zmiang rodzaju oligonukleotydu czy to poprzez zmiang znajdujgcego si¢ na po-
wierzchni agregatu przeciwciala.
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W bibliografii wskazano pozycje literaturowe, ktére w sposéb zadowalajagcy wspierajg prezen-
towane w pracy tezy i stwierdzenia. Na uwage zastuguje fakt, ze prawie 60 % danych bibliogra-
ficznych jest z okresu po 2010 roku co pokazuje, ze autorka uwzglednila aktualny stan wiedzy dla
szybko rozwijajacej si¢ technologii kierowanych no$nikow lekow.

Niewielka ilos$¢ btgdow edycyjnych, powtorzen, niescistosci, pominie¢ czy zwyklych pomylek
nie umniejsza wysokiej wartosci zaprezentowanej mi do recenzji rozprawy doktorskie;j.

Podsumowujgc, uwazam, ze mgr Justyna Meissner wykonala i zaprezentowala wartoscio-
we wyniki prac badawczych i rozwojowych w zakresie badan przedklinicznych dla nowoczesne;j
postaci leku. Szczegbétowe opisanie procesu wytwarzania w skali laboratoryjnej, wszechstronna
charakteryzacja chemiczna i fizykochemiczna otrzymanych agregatéw oraz badania na hodowlach
komoérkowych 1 in vivo na modelach mysich stanowig zwartg i kompletng catos¢.

Zaprezentowane badania pokazujg, ze Pani mgr Justyna Meissner jest sprawnym ekspery-
mentatorem, ktéry opanowal technologie przygotowywania ztozonych preparatéw farmakologicz-
nych, potrafi stosowaé szereg zaawansowanych technik badawczych, uzyskac¢ i zaprezentowaé
roznorodne dane dos§wiadczalne a na ich podstawie wyciggnaé merytorycznie uzasadnione wnio-
ski. Tym samym mogg¢ stwierdzi¢, ze rozprawa doktorska mgr Justyny Meissner spetnia wymaga-
nia stawiane w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule nauko-
wym wraz z pdézniejszymi poprawkami, stanowi oryginalng prac¢ naukowg, wykazuje wiedzg teo-
retyczng Autorki i umiejetno$¢é samodzielnego prowadzenia pracy badawczej. W zwigzku z po-
wyzszym wnosz¢ do Wysokiej Rady Naukowe] Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctaw-
skiego o dopuszczenie mgr Justyny Meissner do dalszych etapéw postepowania doktorskiego.
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