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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Moniki Marcinkowskiej
pt. Koniugaty dendrymeru PAMAM G4 z lekami przeciwnowotworowymi i
przeciwciatem monoklonalnym w badaniach in vitro
wykonanej w Katedrze Biofizyki Ogolnej Uniwersytetu ¢ 6dzkiego
pod opieka promotora prof. dr hab. Barbary Klajnert-Maculewicz
oraz promotora pomocniczego dr hab. Anny Janaszewskie]

Selektywne dostarczanie lekéw przeciwnowotworowych do miejsc objetych

zmianami ziosliwymi jest wielkim wyzwaniem, z kitérym wcigz zmaga sie swiat
naukowy. Podstawowym problemem pozostaje brak jakosciowych  cech
wyrdzniajgcych komoérke nowotworowg spo$rod komorek zdrowych. Poznane dotad
réznice sa natury ilosciowej raczej niz jakosciowej. Tak jest rowniez w przypadku
receptora HER2, kiory stat sig przedmiotem zainteresowania Doktorantki. Jak ckazato
sie w trakcie praktyki klinicznej dotyczace] stosowania trastuzumabu, a wiec
przeciwciata anty-HER2, jako leku przeciwnowotworowego, wykazuje on
kardiotoksyczno$é a efekty jego tgcznego stosowania  Z klasycznymi
chemioterapeutykami stosowanymi w raku piersi nie sa zadowalajgce. Stad stuszne
zainteresowanie Doktorantki probg stworzenia czgsteczki zawierajgce] jednoczesnie
jeden z klasycznych lekdw przeciwnowotworowych oraz trastuzumab (lek |
jednoczesnie czasteczka zapewniajgca pewng selektywno$¢ dziatania) umieszczone
w noséniku w postaci dendrymerdw, a konkretnie dendrymeru poliamidoaminowego
czwartej generacji (PAMAM G4) w celu opracowania wielofunkcyjnego koniugatu,
potencjalnie bardziej selektywnego i mniej toksycznego.
Autorka uzyskata ftrzy rozne koniugaty PAMAM z nastepujgcymi  lekami
przeciwnowotworowymi: paklitakselem, docetakselem i doksorubicyng z przytgczonym
trastuzumabem, poszukujgc najefektywniejszego uktadu o potencjalnym dziataniu
przeciwnowotworowym.

Praca doktorska skiada sie z 4 publikacji, w tym 3 oryginalnych i jednej
przegladowej w jezyku polskim, w ktérych doktorantka jest pierwszg autorkg. Po
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analizie o$wiadczen wspétautordw nalezy wnioskowac, iz odegrata ona wiodacg role
w ich powstawaniu (40-45% udziatu).

Praca przeglgdowa jest interesujgcym przeglgdem danych literaturowych
bezposrednio dotyczacym tematu pracy doktorskiej. Mimo, iz zostata opublikowana w
2016 roku, z pewnoscig wiekszos¢ zawartych tam danych jest wcigz aktuaina i
obrazuje dobre umiejetnosci Doktorantki w zakresie krytycznej analizy danych
pismiennictwa naukowego.

Dwie publikacje oryginaine poswiecono syntezie i analizie akitywnosci
biologiczne] koniugatéw z taksanami. Jednakze koniugaty, ktére stuzg jako kontroine
dla porownania aktywnosci samego trastuzumabu do aktywnosci PAMAM-
trastuzumab i PAMAM-lek przeciwnowotworowy-trastuzumab, znalez¢ mozna dopiero
w publikacji dotyczacej doksorubicyny. Jest to najstarsza publikacja sposrdd
prezentowanych prac oryginalnych, wiec publikujgc kolejne prace, Autorka mogta
odnosi¢ sie do danych w nigj zawartych. Jednakze, jestem zwolennikiem
bezposredniego stosowania wszelkich niezbednych kontroli w przebiegu kazdego z
eksperymentéw. Tabela 1 w publikacji Polymers 2018 wyraznie pokazuje olbrzymig
przewage aktywnosci PAMAM-dox-trastuzumab wobec komdrek linii SKBR-3
(1C50=0.003) nad PAMAM-trastuzumab (IC50=0.41) oraz nad sama doksorubicyng
(IC50= 0.34). Domyslam sie, ze jednostkg sg tutaj uM, gdyz autorka pomineta tg
informacje, zaréwno w tabeli zawarte] we wprowadzeniu, jak | w publikacjach.
Wracajgc natomiast do koniugatow z taksanami: uzyskano wartosci IC50 podobnego
rzedu wielkosci, jak w przypadku koniugatow z doksorubicyng, stad przez analogie
mozna wnioskowa¢ o wyzszosci takich konstrukcji wielolekowych nad pojedynczymi
lekami. Podkresli¢ nalezy, iz jest to roznica wielkosci kilku rzeddw, a wiec z pewnoscig
imponujgca i zachecajgca do dailszych badan. Dodatkowo, na szczegding uwage
zastuguje wysoka selektywnos$¢ koniugatodw wobec komorek z nadrekspresjg HERZ2, a
takze ich stosunkowo niska toksycznosc wobec komdrek krwi.

Nie chcagc streszezac uzyskanych przez autorke licznych i wartosciowych wynikow
kolejnych badan, podsumuje jedynie, iz oprécz wspomnianych wyzej syntez oraz
charakterystyki za pomoca technik NMR, FTIR oraz RP-HPLC otrzymanych koniugatéw
oraz ich wplywu na proliferacie komorek nowotworowych i prawidtowych, autorka
wykonata caly szereg analiz obrazujacych wychwyt koniugatéw przez komorki, ich
wplyw na produkcie wolnych rodnikdw, potenciat blony mitochondriainej, aktywnosc
kaspaz, apoptoze/nekroze, cykl komdrkowy wykorzystujac bogaty wachlarz technik od
mikroskopowych do cytomertii przeptywowej. Ta szeroka charakterystyka zmierzajgca
takze do oceny mechanizmdw dziatania badanych koniugatow, dotyczy gtdéwnie
koniugatdw z taksanami i, co warte podkresienia, zostata wykonana zaréwno na
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komérkach SKBR-3 z nadekspresjg HER2 | MCF-7 — nie wykazujgcych nadekspresji
tego receptora.

Wszystkie te badania zostaly opublikowane w czasopismach o dobrym IF
(dwie prace w Polymers IF 3.681, jedna w Pharmaceutical Research, IF 3.896 oraz
praca przegilgdowa w Posfepach Hig Med. Dosw, IF 0.633), zostaly wiec
zweryfikowane przez niezaleznych recenzentdw. Mimo to, chciatam zwrécic uwage na
brak analizy statystyczne] danych biologicznych (z wyjatkiem IC50), na co by¢ moze
nie zwrécili uwagi recenzenci tych publikacji. Przeprowadzenie takich analiz, w mojej
opinii wzmacnia wyciggane wnioski.

Mam takze nastepujgce pytanie: pomimo, iz autorka stwierdza, Zze przeprowadzita
synteze koniugatow PAMAM z lekami przeciwnowotworowymi (bez trastuzumabu)
nigdzie jednakze wynikdw badan biologicznych dia takich koniugatow nie znalaztam.
Chciatabym takze, w ramach dyskusji dotyczacej uzyskanych wynikow, zadac pytanie
dotyczgce réznic w aktywnosci np. wzgledem indukcji wolnych rodnikéw pomiedzy
koniugatami z paklitakselem i docetakselem. Czy decyduje o tym mechanizm dziatania
samego leku, czy tez sposéb jego uwainiania z koniugatéw, czy inne cechy? Czy
sprawdzono eksperymentainie w réznym zakresie pH, w osoczu czy medium
hodowlanym uwalnianie leku z dendrymerow?

Czy jest mozliwe, ze zaproponowana przez Doktorantke forma podania 2 lekdw, jako
koniugatdw moze doprowadzi¢ do nasilenia toksycznosci, zwtaszcza np. w przypadku
koniugowania 2 kardiotoksycznych lekow jak doksorubicyna i trastuzumab? Rowniez
taksany znane sg z indukowania kardiotoksycznosci, a w przypadku trastuzumabu
istotng role moze odgrywac fakt, ze kardiomiocyty wykazujg ekspresje receptordéw
HER2, cho¢, jak Doktorantka wspomina, mechanizmy odpowiedzialne za
kardiotoksycznosé trastuzumabu nie sg do konca wyjasnione.

Bardzo podoba mi sie profesjonalny sposdb przygotowania wprowadzenia
do zagadnien bedgcych tematem rozprawy doktorskiej. Autorka syntetycznie i
wyczerpujgco przedstawita zaréwno motywacje kierujgace nig do zaprojektowania
takich wiasnie badan, a takze strescita uzyskane wyniki wnioskujgc na ich podstawie,
iz najlepszym ukladem jest ukiad zawierajgcy docetaksel, jako ten o najlepszej
selektywnosci wzgledem komorek z nadekspresjg HER2 | z zachowanymi
mechanizmami dziatania wolnego leku.

Podsumowujgc stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Moniki
Marcinkowskiej jest konsekwentnym interdyscyplinarnym opracowaniem naukowym
opartym na dobrze sformutowanej hipotezie badawczej, opisujgcym droge od syntezy
do dos¢ szczegdtowej charakterystyki aktywnosci biologiczne] otrzymanych
koniugatow. Wyselekcjonowany, najaktywniejszy koniugat, cechuje sie, oprocz
szczegdlnie wysokiej aktywnosci wobec komdrek z nadekspresijg receptora HER2
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réwniez pewng wybidrczoscia, oszczedzajgcg komorki prawidiowe krwi. Sg to wiec
wartosciowe wyniki, ktdre w przysziosci mogg doprowadzi¢ do opracowania nowej
strategii terapeutycznej oparte] na znanych lekach, modyfikujgce] jednakze ich
farmakodynamike i farmakokinetyke. Ciekawe bedg kolejne badania, zwlaszcza w
modelach in vivo umozliwiajgce potwierdzenie licznych | cennych obserwacji
pochodzgcych z ocenianej rozprawy.

Mgr Monika Marcinkowska jest bardzo aktywng, zardwno publikacyjnie, jak
i w gromadzeniu funduszy na realizowane badania. Jest kierownikiem projekiu
Preludium, uczestniczy takze w realizacji 3 innych projektéw grantowych. Jej dorobek
naukowy, oprécz czierech publikacji wchodzgcych w skiad rozprawy doktorskiej,
zawiera 8 innych publikacji, 2 zgtoszenia patentowe oraz liczne streszczenia
konferencyjne. Ponadto odbyta ona kilka stazy naukowych we Francji w ramach
programow Erasmus+, Polonium oraz COST.

Wobec tego stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Moniki Marcinkowskiej
pt. Koniugaty dendrymeru PAMAM G4 z lekami przeciwnowotworowymi i
przeciwcialem monokionainym w badaniach in vitro spelnia wymogi prawne
stawiane tego typu opracowaniom i wnosze do Rady Naukowe] Wydziatu Biologii i
Ochrony Srodowiska Uniwersytetu toédzkiego o dopuszczenie mgr Moniki
Marcinkowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Ze wzgledu na wyrdzniajgcg sie, zarowno samg rozprawe doktorska, jak i caty
dorobek naukowy Doktorantki oraz opublikowanie wartosciowych wynikéw badan w
bardzo dobrych czasopismach naukowych, wnioskuje o wyrdznienie rozprawy.
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