hr

HR EXCELLENCE IN RESEARCH

UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY
WE WROCLAWIU

KATEDRA FIZYKI I BIOFIZYKI

Dr hab. Teresa Kral Wroctaw, 15.10.2019 1.

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Moniki Marcinkowskiej zatytulowanej:
»Koniugaty dendrymeru PAMAM G4 z lekami przeciwnowotworowymi i przeciwcialem

monoklonalnym w badaniach in vitro”.

Praca doktorska zostata wykonana w Katedrze Biofizyki Ogélnej Uniwersytetu Eodzkiego
pod kierunkiem prof. dr hab. Barbary Klajnert-Maculewicz oraz promotora pomocniczego dr hab.
Anny Janaszewskiej.

Przedstawiona do oceny rozprawa sklada si¢ z czterech opublikowanych prac:

1. Marcinkowska, M., Stanczyk, M., Janaszewska, A., Gajek, A., Ksiezak, M., Dzialak, P.,
Klajnert-Maculewicz, B. Molecular mechanisms of antitumor activity of PAMAM dendrimer
conjugates with anticancer drugs and a monoclonal antibody. Polymers. 2019, 11(9), 1422.

2. Marcinkowska, M., Stanczyk, M., Janaszewska, A., Sobierajska, E., Chworo$, A., Klajnert-
Maculewicz, B., Multicomponent conjugates of anticancer drugs and monoclonal antibody with
PAMAM dendrimers to increase efficacy of HER-2 positive breast cancer therapy. Pharmaceutical
Research. 2019, 36: 154.

3. Marcinkowska, M., Sobierajska, E., Stanczyk, M., Janaszewska, A., Chworo$, A, Klajnert-
Maculewicz, B. Conjugate of PAMAM dendrimer, doxorubicin and monoclonal antibody —
trastuzumab: The new approach of a well-known strategy. Polymers. 2018, 10 (2), 187.

4. Marcinkowska, M., Stanczyk, M., Klajnert-Maculewicz, B. Przeciwcialo monoklonalne
trastuzumab i dendrymery w terapii celowanej raka piersi. Postepy Higieny i Medycyny
Doswiadczalnej. 2015, 69, 1313-1324.

Prace 1-3 to oryginalne prace badawcze w jezyku angielskim, ktore ukazaty sie w latach
2018-2019 w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym z IFs wynoszacymi 3,681, 3,896 i 3,681
co odpowiadato 100, 40 i 40 punktom MNiSW w latach publikacji. Czwarta praca jest praca
przegladowa w jezyku polskim (ze streszczeniem w jezyku angielskim) z IF wynoszacym 0,633
co odpowiada 15 punktom MNiSW z roku jej publikacji (2015). Wszystkie cztery prace maja
charakter wspotautorski a udzial Pani mgr Moniki Marcinkowskiej jako pierwszej autorki —
zgodnie z zalaczonymi o$wiadczeniami wspétautorow — jest wyraznie okreslony na 40-45% i
obejmuje wszystkie etapy pracy naukowej: od wspéltworzenia koncepcji poszczegdlnych prac,

przez syntezg 1 charakterystyke badanych zwigzkéw, wykonanie zdjeé konfokalnych, analize
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danych, az po przygotowanie prac do druku. Imponujacy, co pragne podkresli¢, jest zaréwno
sumaryczny IF dla publikacji wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej (11,981), jak i
sumaryczny IF dla catosci dorobku (48,614) Doktorantki.

Do cyklu ww. publikacji wlaczono dodatkowo 25 stron opracowania autorskiego Pani mgr
Moniki Marcinkowskiej w jezyku polskim. Opracowanie to obejmuje nastgpujace rozdzialy:
wprowadzenie wraz z jasno okreslonym celem pracy i hipoteza badawcza, materialy i metody,
omowienie wynikéw z jednoczesng ich dyskusja, szczegélowym podsumowaniem a przede
wszystkim, 1zeczowo i zwigzle zredagowanym streszczeniem calosci uzyskanych wynikow w
Jezyku polskim i angielskim. W opracowaniu autorskim rozprawy doktorskiej zamieszczona jest
réwniez lista pozostatych o$miu prac z dorobku, opublikowanych w czasopismach z listy JCR,
ktorych Pani mgr Monika Marcinkowska jest wspdtautorem, podobnie jak 5 komunikatow
konferencyjnych o zasiggu migdzynarodowym i 17 komunikatéw o zasiegu krajowym.
Doktorantka jest tez wspdolautorem dwu zgloszen patentowych dotyczacych sposobu
otrzymywania koniugatéw dendrymerow PAMAM generacji 4 do wytwarzania leku
przeznaczonego do leczenia raka piersi. W latach 2016-2019 byla kierownikiem projektu
badawczego NCN PRELUDIUM. W latach 2018-2019 doktorantka odbyta trzy zagraniczne staze
naukowe (1gczny czas pobytu to ok. 4 miesigce) w Laboratoire de Chimie de Coordination (LCC)
w Tuluzie (Francja). Badania przedstawione w pracy doktorskiej prowadzone byly w ramach
projektow naukowych takich jak: Program Operacyjny Kapitat Ludzki, projekt NCN Preludium
10, COST Action oraz stypendiéw indywidualnych uzyskanych w latach 2016, 2017, 2018 z
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego. To wszystko $wiadczy o cigglym i wszechstronnym
poglebianiu doswiadczenia naukowego, ale takze o radzeniu sobie w realiach pozyskiwania
funduszy na swoje badania. Dodatkowy aspekt gromadzenia doswiadczen stanowi fakt
prowadzenia badan we wspdlpracy naukowej z osrodkami krajowymi i zagranicznymi, ktore sa
nie do przecenienia w poszerzaniu warsztatu badawczego i metodologicznego Doktorantki.

Pani mgr Monika Marcinkowska, prowadzac swoje badania, podjeta problematyke bardzo
istotng z punktu widzenia zdrowia czlowieka. Rak piersi jest najczesciej wystepujacym
nowotworem zlosliwym kobiet w Polsce. Wedlug danych Centrum Onkologii - Krajowego

Rejestru Nowotwordw - liczba zachorowan przekroczyla 16 500 rocznie i wzrosla w ostatnich
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dwoch dekadach o okoto 10 000 zachorowan rocznie. We wspélczesnej onkologii stosuje si¢ coraz
czgscie] tzw. wielodyscyplinarne leczenie skojarzone, ktére uwzglednia metody leczenia
miejscowego (chirurgia i napromienianie) oraz systemowego (chemioterapia, hormonoterapia,
terapia celowana molekularnie). Zastosowanie polaczenia trastuzumabu, dendrymeru i lekéw
pozwala na uzyskanie efektu terapii celowanej molekularnie oraz dostarczenie bezposrednio do
komoérek nowotworowych wysokiej dawki leku. Koniugaty, i tu zgadzam si¢ z Doktorantka, moga
by¢ interesujgcg propozycja mogaca przyniesé poprawe skutecznosci terapii nowotworu raka
piersi u kobiet.

Przechodzac do meritum, rozprawa doktorska Pani mgr Moniki Marcinkowskiej dotyczy
oceny skutecznosci koniugatéw dendrymerow PAMAM czwartej generacjii z lekami
przeciwnowotworowymi oraz selektywnosci tych koniugatow wzgledem komorek
nowotworowych z nadekspresja biatka receptorowego HER2 w wyniku przytaczenia przeciwciata
monoklonalnego w odniesieniu do wolnych lekow przeciwnowotworowych. Przeprowadzone
badania dotyczyly szerokiej grupy koniugatow dendrymeréw poliamidoaminowych (PAMAM) z
lekami z grupy antracyklin (doksorubicyna) i taksanow (docetaksel i paklitaksel) w poszukiwaniu
najefektywniej dzialajacego systemu przeciwnowotworowego, ktory dzigki przytaczonemu
przeciwcialu monoklonalnemu (trastuzumab) posiadalby zdolno$é selektywnego dzialania w
terapii raka piersi z nadekspresja HER2.

Glowng czgscig, przedstawionej rozprawy doktorskiej, jest zbior czterech, spojnych
tematycznie, wspolautorskich artykutow naukowych. Kazdy z artykutéw zostal dostosowany do
wymogow czasopisma i podlegal juz procesowi recenzowania naukowego. Prezentowane prace
opisuja kolejne etapy pracy naukowej wykonanej przez Doktorantke, a mianowicie:

1) Pomyslnie przeprowadzong syntezg oraz oceng czystosci koniugatéw dendrymeru PAMAM G4
z lekami przeciwnowotworowymi: PAMAM-doksorubicyna, -paklitaksel, -docetaksel, oraz
koniugatow z przylaczonym kowalencyjnie przeciwcialem monoklonalnym: PAMAM-
doksorubicyna-trastuzumab, PAMAM-paklitaksel-trastuzumab, PAMAM-docetaksel-
trastuzumab, oraz kontrolny PAMAM-trastuzumab. W tym miejscu musze podkreslié, ze
Doktorantka deklaruje samodzielno$¢ procesu syntezy ww. koniugatdw, co $wiadczy o

dojrzatosci 1 samodzielnosci naukowej.
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2) Dokonanie oceny cytotoksycznosci ww. koniugatéw dla dwéch linii komoérek raka piersi
SKBR-3 HER2-pozytywnej i MCF-7 HER2-negatywnej. Wyniki tych badan potwierdzily
selektywno$¢ koniugatéw dendrymeru PAMAM z lekami i trastuzumabem wzgledem komorek
z nadekspresja receptora HER2.

3) OkreSlenie szybkosci wnikania koniugatow do komérek nowotworowych oraz, przy
zastosowaniu techniki mikroskopii konfokalnej, potwierdzono ich lokalizacje w komérkach.

4) Poréwnanie mechanizmu dzialania najbardziej selektywnych koniugatéw dendrymeru
PAMAM z taksanami i trastuzumabem. Zbadano ich wplyw na powstawanie reaktywnych form
tlenu, zmiany potencjalu mitochondrialnego, aktywacje kaspaz, indukcje apoptozy oraz rozklad

faz cyklu komérkowego.

Uwazam za godne podkreslenia dwa aspekty prowadzonych badan: ich konsekwencije i
przejrzystosc, dzigki czemu udato si¢ uzyska¢ potwierdzenie hipotezy badawczej, iz koniugaty
dendrymeréw PAMAM z lekami przeciwnowotworowymi dzialaja skuteczniej niz wolne leki, a
dokoniugowanie przeciwciala monoklonalnego zapewnia selektywnos¢ koniugatéw wzgledem
komorek nowotworowych z nadekspresja receptora HER2 na powierzchni ich blony komérkowe;.
Na podstawie badaf wyloniono uktad majacy najwigkszy potencjat terapeutyczny w leczeniu raka
piersi z nadekspresja receptora HER2 — koniugat PAMAM-docetaksel-trastuzumab.

Wyniki przeprowadzonych badan nie tylko wnosza nowe informacje na temat dziatania samych
koniugatow, ale takze daja szanse zwigkszenia skutecznosci leczenia przy jednoczesnym
zmniejszeniu toksycznos$¢ terapeutykéw wzgledem komorek prawidlowych. Uzyskane przez
Doktorantke wyniki sg wartoSciowe ze wzgledu na ich aspekt poznawczy i maja ponadto
znaczenie aplikacyjne, moga by¢ wykorzystane w projektowaniu dalszych koniugatow
»dendrymer PAMAM - lek przeciwnowotworowy - przeciwcialo monoklonalne”. Wszystko to
swiadczy o niezwyklej pracowito$ci i zaangazowaniu w prace naukowa Doktorantki, a takze o
tym, iz zapoznala si¢ Ona bardzo dobrze z realizowang tematyka i opanowata szereg metod

badawczych.

UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU
KATEDRA FIZYK11 BIOFIZYKI

ul. Norwida 25, 50-375 Wroclaw

tel. 71 320 5296 = fax 71 320 5167

e-mail: teresa kral@upwr.edu.pl * www.upwr.edu.pl strona4z 6



-
o RERUA
;gxfsmj‘"?} 3

hr

HR EXCELLENCE IN RESEARCH

e &
."‘5’/ \'\3‘.‘
z WOk &
Wgd o
RN g
‘PT‘IL a2

UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY
WE WROCLAWIU

KATEDRA FIZYKI I BIOFIZYKI

Z obowigzku recenzenta mam kilka uwag i watpliwosci, na ktére natknelam sie w

opracowaniu autorskim Doktorantki:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Zabraklo w nim zebrania literatury w formie listy, na koficu opracowania. Cytowane
publikacje s3 skrétowo wymieniane w stopce, co w pewnym stopniu utrudnia dotarcie do
prac zrodtowych.

Trudno tez nie zauwazy¢ drobnych , literowek™, np. str. 9, wiersz 13, zamiast ,,i” mamy
»and”. Jednakze musz¢ bardzo wyraznie podkreslié, ze opracowanie jest napisane w
sposob bardzo zwigzly i rzeczowy. Czyta si¢ je naprawde z przyjemnoscia, majac
wrazenie, ze znalazly si¢ w nim tylko informacje najwazniejsze.

W podrozdziale opracowania ,,Materialy i metody” wspomniana jest tylko Annexin V, bez
wymieniania ze to byla Annexin V-FITC. Jest to jednak roznica, bo Annexin V-FITC,
zostal wykorzystany jako znacznik fluorescencyjny, co znajdujemy w pracach bedacych
przedmiotem rozprawy doktorskiej.

Zaprezentowana Tabela 1 (Str. 11) nie zawiera jednostki parametru cytotoksycznosci, ICso,
ktérego jednostka domyslnie sag mol/dm®. Wielkosci zaprezentowane w tabeli wartosci
wydaja sig zbyt duze by to byty mol/dm®. Z analizy publikacji wynika, ze byly to stezenia
rzedu 1x10° mol/dm’. Warto uzupelniaé jednostki na kazdym etapie opracowywania
danych, bo to ulatwia §ledzenie zmian tych wielkosci.

Pytanie, ktore nasuwa mi sig analizujac zdjecia konfokalne to, czy nie whasciwszym byloby
zastosowanie laserOw wzbudzenia 488nm i 532nm zamiast 405nm? Laser o dlugosci
wzbudzenia 405nm dla znacznikéw fluorescencyjnych Annexin V-FITC oraz PI
(Propidium Iodide) skutkuje niskim poziomem emisji fluorescencji obu znacznikéw.

5.1. Czy w pomiarach konfokalnych na komoérkach mierzona byla moc lasera na
obiektywie mikroskopu? Zbyt duza dawka $wiatla wzbudzenia lasera destrukcyjnie
wptywa na obiekt badania, w tym przypadku komorki.

Na koniec pytanie, czy planowane sa badania in vivo ww. koniugatow, np. badania

kliniczne?
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Reasumujac, rozprawa doktorska Pani mgr Moniki Marcinkowskiej pt. , Koniugaty
dendrymeru PAMAM G4 z lekami przeciwnowotworowymi i przeciwcialem monoklonalnym w
badaniach in vitro” stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, wskazuje na gleboka
wiedzg teoretyczna kandydatki w zakresie medycyny, biologii i biochemii oraz umiejetnosé
prowadzenia pracy naukowej, poczawszy od etapu planowania, poprzez wykonanie zadanh
badawczych, az do opracowania i interpretacji wynikow.

Rozprawa skladajaca si¢ z czterech publikacji, z ktorych trzy ukazaty si¢ w renomowanych
czasopismach o zasiggu migdzynarodowym, jest spojna pod wzgledem merytorycznym i
redakcyjnym. Praca wnosi nowe informacje i tezy do dalszych dyskusji i badan nad koniugatami
,,dendrymer PAMAM - lek przeciwnowotworowy - przeciwcialo monoklonalne”. Wykonanie tak
szeroko zakrojonych badaf na kazdym z etapéw badawczych, poczawszy od charakterystyki
samych koniugatéw, przez oceng ich czystosci, cytotoksycznosci w obecnosci komoérek ludzkich
z i brakiem nadekspresji biatka HER2 i wreszcie, co wydaje si¢ najtrudniejsze, na ocenie
efektywnosci wnikania i lokalizacji koniugatow w poszczegdlnych przedziatach komérkowych,
sklania mnie do stwierdzenia, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska odpowiada
wymogom stawianym pracom doktorskim zgodnie z przepisami wprowadzajacymi ustawe —
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, art. 179, punkt 3 (Dz.U. 2018 poz. 1669 Ustawa z dnia 3
lipca 2018 roku).

Zwracam si¢ zatem uprzejmie do Komisji ds. Stopni w dziedzinie nauk $cistych i
przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne z wnioskiem o przyjecie rozprawy i dopuszczenie
Pani mgr Moniki Marcinkowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Zwazywszy na
bardzo dobry dorobek naukowy Doktorantki oraz jakos¢ i znaczenie przeprowadzonych przez Nia

badan, zwracam si¢ uprzejmie o wyrdznienie ocenianej rozprawy.

/

Wroclaw, 15.10.2019 Dr hab. Teresa Kral
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