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zatytulowanej: , Cytotoksycznosé liposomalnych taksanéw funkcjonalizowanych
peptydem gH625 wobec ludzkich komorek srédblonka mikrowaskularnego”
promotor- prof- dr hab.med. Aneta Koceva-Chyla

Taksany to jedne z najbardziej skutecznych lekéw przeciwnowotworowych nowej
generacji. Uzywane sa w terapii neoadiuwantowej, majgcej na celu remisj¢ zmian pierwotnie
nieoperacyjnych, oraz w terapii adiuwantowsj, stosowanej po leczeniu chirurgicznym w celu
wydluzenia czasu przezycia. Giéwnym miejscem ich dziatania sa mikrotubule cytoszkieletu
komédrkowego. Interakcje pomiedzy taksanami i mikrotubulami zaburzajg funkcje wrzeciona
podzialowego, uniemozliwiajg prawidtowe rozdzielenie chromatyd siostrzanych 1
chromosoméw homologicznych podczas podziatu komérki, co prowadzi do zahamowania
mitozy. Dziatanie taksanow, tak jak innych inhibitorow mitoéy, jest fazowo specyficzne i
dotyczy faz S, G2 i M cyklu. Zatrzymanie cyklu komérkowego w G2/M uruchamia wiele
mechanizmow, kierujgcych komarke na droge apoptozy. |

Stosowane klinicznie taksoidy: paklitaksel (PTX) i docetaksel (DTX) naleza do
taksanow I generacji. Mimo podobnej budowy oba leki znacznie rdznig si¢ aktywnoscig
przeciwnowotworowsg i toksycznoscig. Dotychezasowe badania wykazaly, ze DTX, dzigki
swoim unikalnym wiasciwosciom i szerokim zakresie dziatania, przewyzsza skuteczno$cig
PTX. Istniejace obecnie schematy chemioterapii z zastosowaniem taksandéw charakteryzujg

sie wysokim ryzykiem wystapienia dziatah niepozadanych. Ponadto pojawiajaca si¢ opornosé



komorek nowotworowych na stosowane leki powoduje, ze chemioterapia jest czesto
nieskuteczna.  Sposobem  na  ominigcie  zjawiska  opornosct czy  poprawe
przeciwnowotworowych whasciwosci zwiazkow terapeutycznych jest opracowywanie nowych
systemow ich dostarczania.

Uwazam, ze w $wietle przytoczonych danych temat dysertacji jest bardzo interesujgcy
i ma istotne znaczenie praktyczne. Monografia jest napisana bardzo dobrym jezykiem, z
przyjemnoscia si¢ jg czyta.

Dysertacja doktorska wnosi bardzo ciekawe spostrzezenia na temat skutecznosci i
bezpieczenstwa enkapsulacji PTX 1 DTX w pegylowanym liposomie skoniugowanym
z peptydem gH625. Myslg, ze uzyskane przez Doktoranta wyniki stanowia zachete do
dalszych badan przedklinicznych, ktére przyczynia sie do zainicjowania prob klinicznych.
Mam nadzieje, ze w niedalekiej przysztosci stosowanie PTX lub DTX w formie liposomalne;j
bedzie standardem onkologicznym, a ja bede mogta sie pochwali¢, ze bylam recenzentem tak
znakomitej pracy.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska ma typowy uktad rozpraw doktorskich.
Sktada si¢ z rozdziatow, takich jak: wstep, zatozenia i cel pracy, materialy, metody, wyniki,
dyskusja, wnioski, bibliografia. Ponadto rozprawa zawiera 16 tabel i 29 kolorowych rycin.
Calo$¢ uzupelniaja streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Brakuje wykazu rycin i tabel.

We wstepie omowiono historie taksanow jako lekow przeciwnowotworowych oraz
metody ich otrzymywania. Zreguly w pracy doktorskiej, szczegdlnie o charakterze -
doswiadczalnym, jakiekolwiek doniesienia historyczne czytane sg pobieznie, o ile w ogdle sa
analizowane przez recenzenta. Doktorant juz na samym poczatku mile zaskakuje. Historia
taksandw jest przedstawiona w sposdb niezwykle ciekawy. Autor pokazuje jak ekologia,
ochrona Srodowiska moze wej$¢ w kolizjg z ratowaniem zycia cigzko chorych ludzi. Ten rys
historyczny uzmystawia nam, ze sukcesy medycyny maja czesto zabarwienia szare i nie sg
jednoznaczne zpunktu kazdego aspektu zycia. Pozwole przytoczyé fragment tekstu
dysertacji: str. 11, Otrzymanie 1kg taksolu, ktory wystarczat dla ok. 50 pacjentdéw, wymagato
uzycia 10 ton kory cisa. Produkcja ta wigzata si¢ z wycieciem 3000 drzew. Leczenie jednego
pacjenta wymagato wigc poswigcenia o$miu 600-letnich cisow krétkolistnych. Ze wzgledu na
ryzyko wycigcia wszystkich ciséw poproszono Departament Spraw Wewnetrznych USA o .
wlaczenie zachodniego cisa krétkolistnego na liste gatunkéw zagrozonych oraz powotano
specjalny program (Pacific Yew Acf), kidry mial na celu ochrong tego gatunku”. str.12
»Ograniczona dostgpno$¢ taksolu sklonita badaczy do poszukiwan innych Zrédet

pozyskiwania tego zwiazku. Dopiero w 1994 udato sie opracowaé catkowity synteze



paklitakselu. Ze wzgledu na zlozonos¢ procesu i niska wydajnos¢ nie zastosowano tej syntezy
na skale przemystowa. Obecnie paklitaksel i docetaksel wytwarzane sa gtownie na drodze
polsyntetycznej z prekursora 10-deacetylobakatyny III (10-DAB) pozyskanego z cisow lub
hodowli komérek roslinnych™. Str.13 | Bristol-Myers Squibb, wiodacy dostawca taksoly,
posiada plantacje z 30 miliardami cisow, z ktérych pozyskuje korg i igly niezbedne do
ekstrakcji potproduktow™.

Z przytoczonego tekstu nasuwa si¢ refleksja, Ze ratowanie zycia cztowieka za wszelky
cene jest nadrzednym dobrem w pojeciu jednostkowym, ale moze mie¢ zupelnie inny wymiar
globalny.

Kolejne 3 rozdzialy wstepu (12, 13, 14) dotycza budowy chemiczngj,
zastosowan klinicznych taksanéw i ich molekularnych mechanizméw aktywnosc
przeciwnowotworowej. Na stronie 16 w podrozdziale 1.3.2 Doktorant zastosowal niezbyt
trafne okreslenie medyczne ,,zmiany czestosci skurczow serca”. Usprawiedliwieniem jest
fakt, ze doktorant nie jest lekarzem. Znacznie lepszym pojeciem bytoby ,,zaburzenia rytmu
serca”. Podejrzewam towniez, ze w zdaniu: ,zastosowanie solubilizatoréw taksanéw
znaczaco zwigksza wystepowanie dziatan nieporzadnych” wystapita tzw. literowka 1 zamiast
hieporzadnych” powinno by¢ ,niepozadanych”. Jezeli jednak nie jest to przeklamanie
automatycznego edytora tekstu, to poprositabym o ustosunkowanie si¢ do tego okreslenia.
Analiz¢ podrozdziatow 1.3.1, 1.3.2; 1.4 znacznie ulatwitaby zbiorcza tabela pordwnujaca
wihasciwosci dwdch omawianych lekow: paklitakselu i docetakselu. Warto dodad, ze PTX ma
nieliniowa farmakokinetyke wedlug modelu dwukompartmentowego, charakteryzujacy sig
zmiennoécig stezenia leku w zaleznoéci od podawanej dawki. Farmakokinetyka DTX
przedstawia sie za$ liniowo wedlug modelu tréjkompartmentowego. Pole pod krzywg .
stezenia leku (AUC) jest wprost proporcjonalne do podanej dawki i niezalezne od klirensu.
Przypuszcza sie, ze wicksza aktywno§é przeciwnowotworowa DTX moze wynika¢ z jego
liniowej farmakokinetyki i dluzszej retencji w komorce. Lek ten ma duza objetos¢ dystrybucii
okoto 131 1.

Oddzielnym, bardzo waznym podrozdziatem wstepu jest 1.5, w ktérym Doktorant
omawia mechanizmy dziatania peptydow penetrujacych blony komérkowe (CPP-celi-
penetrating peptides), przedstawia ich klasyfikacj¢ w zaleznosci od pochodzenia i
mechanizmu penetracji bton biologicznycznych. Dla mnie, jako lekarza, bardzo waznym jest
podrozdziat 1.5.3 po$wiecony zastosowaniu CPP w badaniach klinicznych. Dokforant
rewelacyjnie opisal proby zastosowania roznego rodzaju CPP, biorac pod uwage nie tylko

onkologie, ale rowniez inne dziedziny medycyny jak okulistyke, dermatologie,



neurochirurgie. Na stronie 25 Doktorant, wskazujac na skuteczna role CPP w dostarczaniu
roznych rodzaju zwigzkow stosowanych w leczeniu wielu choréb, wymienit miedzy innymi
infekcje wirusowe, bakteryjne, kardiologie. Ta ostatnia z pewnoscig nie jest chorobg.

Niepowodzenia badan klinicznych, czesto dopiero w III fazie pokazuja jak daleka
bywa droga od badan do$wiadczalnych do etapu wdrozenia substancjii. W niektorych
przypadkach badanta zostaly przerwane ze wzgledu na bezpieczenstwo lub brak skutecznosci, |
w innych pomimo bardzo obiecujacych rezultatéw w badaniach przedklinicznych firmy, z
powodéw finansowych, zaprzestaly dalszych badafn. Autor podkre$la, ze najbardziej
obiecujagcym wydaje sie obecnie peptyd NA-I, ktéry skutecznie przenika przez btony
komoérkowe, zakloca wewnatrzkomoérkowe oddziatywania receptora NMDAR z biatkiem
zaggszczenia postsynaptycznego PSD-95, co w efekcie zapobiega syntezie tlenku azotu oraz
dalszej sygnalizacji neurotoksycznej. Preparat znajduje sie w III fazie badaa klinicznych.
Zwrbdcono przede wszystkim uwage na jego neuroprotekcyjne whasciwoséci u pacjentdw po
wewnatrznaczyniowym leczeniu tetniaka mozgu.

Zaloienia i cel pracy zostaly sformulowane prawidlowo, w sposéb prosty i
przejrzysty, nie budza zadnych zastrzezef., Autor zaprojektowal swoja prace badawcza °
logicznie 1 nastgpnie wykonal konsekwentnie. Przedstawil uzasadnienie tematu badan,
wyboru komorek endotelialnych. Na stronie 34 umiescit bardzo istotny zapis, iz wymienione
nanoformy taksanéw nie byly dotychczas badane, co stanowi bez watpienia najwicksza
warto$¢ tej pracy i dowodzi jej oryginalnosci. O dojrzatosci naukowej Doktoranta $wiadczy
prawidtowo skonstruowana hipoteza i jej weryfikacja.

Warsztat badawezy oraz miejsce wykonywania badan w Katedrze Biofizyki
Medycznej Instytutu Biofizyki pod kierownictwem Pani Profesor Anety Koceva- Chyly, we
wspolpracy z profesorem Stefani Galdieri z Neapolu, tylko i wylgcznie utwierdzajag mnie w
rzetelnosci przeprowadzanych badan 1 wiarygodnosci uzyskanych wynikéw,

Opis stosowanych metod nie budzi zadnych zastrzezen, wrecz zaskakuje duzg .
skrupulatnoscig.

Wyniki dysertacji przedstawiono na 52 stronach, przeplatajac tekst niezwykle
czytelnymi kolorowymi rycinami i tabelami, co niewatpliwie znacznie utatwilo ocene
obszernego materialu badawczego. Na pochwale zastuguje skrupulatno$¢ i konsekwencja opisu
uzyskanych wartosci liczbowych. Jezyk zastosowany w oméwieniu wynikow jest precyzyjny i

nie zawiera zadnych skrétéw myslowych ani fraz emocjonalnych.



Dyskusja jest bardzo dobrze przeprowadzona i przemysélana. Doktorat logicznie wiaze

swoje obserwacje z aktualnym pismiennictwem. Jedyne czego mi brakuje to jakie s

ograniczenia pracy i czy niektére wyniki mimo, ze bardzo obiecujace, nalezy interpretowaéd

ostroznie,

Z badah Doktorant wyciaga 4 zwigzte wrioski stanowigce odpowiedzi na cele pracy.

W tekécie rozprawy Autor powoltuje sig na 229 pozycji literaturowych, utozonych

alfabetycznie, w tym 149 pozycji pochodzi z ostatniego dziesieciolecia, w wigkszosci

oryginalnych prac anglojgzycznych, opublikowanych w czasopismach o wysokim IF.

Po przeczytaniu tej znakomitej dysertacji nurtuje mnie kilka pytan:

L.

Jednym z czynnikéw powodujacych opornosc na taksany jest nadekspresja biatek
z rodziny ABC, zwigzanych z ATP-zalezng pompg usuwajacg leki poza komorke.
Do biatek tych zalicza si¢ produkt genu MDRI1 -- glikoproteine P (P-gp), biatko
MRPI1 (multidrug resistance-associated protein 1) oraz biatko BCRP (breast cancer
resistance protein). Oporno$¢ komérki na taksany moze takze wynikaé ze zmian w
strukturze tubuliny i mikrotubul, spowodowanych przez mutacje, zmienionej
dynamiki mikrotubul i réznic w ekspresji izotypow tubuliny . Czy zastosowanie
nanono$nika liposomalnego i peptydu gH625 zmniejszy oporno$é komorek
nowotworowych na taksany i w jakim mechanizmie?

W dysertacji, w szczegdlnosci w dyskusji nie znalaztam odniesienia wynikow
Pana pracy do dostgpnego w praktyce klinicznej nab-paklitakselu- czgsteczki leku
zamknigte] w mikrokapsutkach z albuming? Czy uwaza Pan, ze ta forma leku
bedzie stanowi¢ w badaniach klinicznych uktad odniesienia do nowych nanoform?
Jakich spodziewa si¢ Pan trudnosci we wdrazaniu badanych przez Pana nanoform
taksanow w przysztosci, wylaczajac oczywiscie aspekt finansowy?

Czy moze Pan wyjasni¢, na podstawie dostepnego pismiennictwa, dlaczego do tej
pory zaden preparat leku cytostatycznego enkapsulowanego w liposomach z
dotagczonym CPP nie uzyskal zgody FDA na zastosowanie w terapii -

onkologicznej?



Nadmienienia wymaga fakt, ze sformutowane przeze mnie uwagi i pytania maja jedynie
sprowokowaé Autora do dyskusji i oczywiscie nie zaprzeczaja wysokiej, merytorycznej

warto$ci pracy .

Przedstawiona mi do oceny rozprawe doktorska oceniam bardzo wysoko. Uwazam, ze
spelnia ona wszystkie warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz,U2003 nr 65,
poz 595 z poéin.zm.). Dysertacja stanowi oryginalne rozwiazanie problemu. Doktorant
wykazal sie duza wiedza teoretyczng i posiada umiejgtno$¢ samodzielnego prowadzenia

badan naukowych.

Mam zaszczyt i niewatpliwg przyjemno$é przedstawi¢ Komisji Uniwersytetu tédzkiego
do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne wniosek o dopuszczenie
magistra Kamila Janusza Durki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i wnioskuj¢
0 wyréznienie pracy.
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