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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pana mgr Kamila Janusza Durki
zatytulowanej:

»Cytotoksycznos¢ liposomalnych taksanéw funkcjonalizowanych peptydem gH625
wobec ludzkich komoérek srédblonka mikrowaskularnego”

wykonanej pod Kierunkiem Pani Prof. dr hab. Anety Kocevy-Chyta (promotora) i Pani dr
Karoliny Matczak (promotora pomocniczego) w Katedrze Biofizyki Medycznej Instytutu
Biofizyki Uniwersytetu £.odzkiego w Lodzi.

Choroby nowotworowe s3 powaznym problemem spotecznym i jedng z gtownych
przyczyn $mierci na calym $wiecie. Metody leczenia nowotworow roznig si¢ w zaleznosci od
rodzaju nowotworu i zazwyczaj obejmuja jedno lub wiele podejsé, takich jak chirurgia,
radioterapia I chemioterapia. Chemioterapia jest jedna z najbardziej skutecznych metod
zwalczania komorek nowotworowych. Niestety leki stosowane w chemioterapii nie sg
selektywne i niszcza roéwniez zdrowe komorki. Skutki uboczne chemioterapii moga byc¢
tagodne lub ciezkie i zaleza od rodzaju podawanych lekow oraz indywidualnej odpowiedzi
pacjenta. Najczestszymi niepozadanymi skutkami chemioterapii zglaszanymi przez pacjentow
onkologicznych sa zmeczenie, nudnosci, przekrwienie, biegunka i wypadanie wtosow.

Na calym $wiecie w najlepszych laboratoriach naukowych prowadzone sg prace nad
nowymi syntetycznymi lekami oraz zwigzkami pochodzenia naturalnego wykazujacymi
potencjalne wiasciwosci antynowotworowe. Istotnym elementem badan jest znalezienie
metody dostarczania leku do komorki nowotworowej, ograniczenie jego niepozadanego
wplywu na zdrowe komorki organizmu czlowieka w trakcie terapii przeciwnowotworowej
oraz zjawiska lekoopornosci. W nurt tych badan doskonale wpisuje si¢ rozprawa doktorska

Pana mgr. Kamila Durki. Doktorant w swojej pracy zbadal wptyw dwoch silnie



cytotoksycznych lekow przeciwnowotworowych z grupy taksanéw oraz ich liposomalnych
form na komorki ludzkie $rodbtonka mikrowaskularnego HMEC-1. Dodatkowo ocenit
cytotoksycznos¢ samego nanono$nika liposomalnego jak rowniez nosnika skoniugowanego z
penetrujagcym blong peptydem gH625. Nalezy podkresli¢, ze badania prowadzone byty przy
wspolpracy z prof. Stefania Galdiero z Department of Pharmacy University of Naples
"Federico II" we Wioszech, co potwierdza swiatowa range problemu i §wiadczy o uznaniu dla
zespotu naukowego, w ktorym Pan mgr Kamil Durka pracowat i przygotowywal rozprawe
doktorska.

Przedstawiona mi do recenzji dysertacja Pana mgr. Kamila Durki liczy sobie 140
stron. Uktad recenzowanej rozprawy doktorskiej jest typowy dla tego rodzaju prac. Tekst
zostat podzielony na az dziesie¢ rozdziatow: 1. Wstep (str. 9-31), 2. Zalozenia i cel pracy (Str.
32-34), 3. Materiaty (str. 35-38), 4. Metody (str. 39-55), 5. Wyniki (str. 56-107), 6. Dyskusja
(str. 108-119), 7. Whnioski (str. 120), 8. Streszczenie (str. 121), 9. Summary (str. 122) i 10.
Bibliografia (str. 123-140). W rozprawie znajdziemy 29 rysunkow (rycin) i 17 tabel.
Cytowana literatura liczaca 230 pozycji jest dobrana wtasciwie i obejmuje najnowsze
doniesienia naukowe. Praca napisana jest w sposob czytelny i zrozumialy z matym
wyijatkiem, ktory omowi¢ w dalszej czesci recenzji. Jest opatrzona licznymi, w wiekszosci
dobrze zaprojektowanymi rysunkami i tabelami, co w duzej mierze ulatwia zrozumienie
materiatu. Dodatkowo po spisie tresci znajduje si¢ wykaz skrotow, ktory w znaczacy sposob
usprawnia czytanie pracy.

Przywilejem recenzenta jest chwalenie autora natomiast obowigzkiem wskazanie
btedow, niedociagni¢¢ i wyrazenie uwag krytycznych, ktore nasunely si¢ w trakcie czytania,
co tez czynie ponizej. Pozwole sobie pomingé wskazanie tak zwanych literowek i usterek
stylistycznych. Na wstepie chciatbym si¢ odnie$¢ do stosowanego przez Doktoranta stowa
»Rycina”. W mojej opinii nalezatoby w jego miejsce stosowac stowo ,,Rysunek”, jak to jest
przyjete w nowoczesnych opracowaniach naukowych. Odniostem tez wrazenie, ze w
niektorych momentach autor stosuje wyrazenia lub stowa nalezace do tzw. ,zargonu”
specjalistycznego. Sugeruje w miar¢ mozliwosci unika¢ tego rodzaju stownictwa, poniewaz
moze by¢ ono niezrozumiate czy mylace dla osob czytajacych pracg a niebgdacych
specjalistami w danej dziedzinie.

Wstep zawiera przeglad literatury tematu. Doktorant opisat metody otrzymywania,
budowg¢ chemiczng i dziatanie taksanéw oraz peptydy penetrujace btony komodrkowe. Autor
nie ustrzegt si¢ kilku drobnych literéwek i lapsusow stownych jak np. ,,minimalna sekwencja”

zamiast ,,najkrotsza sekwencja”, ale rowniez bledow i brakdw merytorycznych, ktore
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zwrocily moja uwage 1 wymagaja komentarza. Strona 13, piaty wiersz od dotu, opisujac
budowe chemiczng taksandéw autor napisat: ,,Tréjcykliczny pierscien taksanowy zawiera dwa
pierscienie 6-cztonowe i jeden 8-cztonowy oraz pierscien oksetanowy, przytqgczony w pozycji
C-4 i C-5 (Zejc i wsp., 2009; Surapaneni i wsp., 2012) (Rycina 1.1)”. Doktorant wymienia
cztery pierscienie, dlaczego wiec uzywa nazwy ,trojcykliczny pierscien taksanowy”? Rozni
autorzy w swoich pracach w réznoraki Sposob opisuja pierscien taksanowy, nalezy wybraé
jeden z nich a nie taczy¢ opisy z roznych publikacji. Na stronie 17, dziesiaty wiersz od gory
oraz powtdrzenie na stronie 19, dziewiaty wiersz od dotu: ,,Paklitaksel wigze si¢ na koncu N
aminokwasu znajdujgcego sie¢ W pozycji 31 podjednostki [-tubuliny (Rycina 1.2).” takie
sformutowanie jest niepoprawne. Termin ,,N koniec” w chemii peptydow i bialek jest
jednoznacznie zdefiniowany i oznacza poczatek sekwencji gtownego tancucha peptydowego.
Autorowi zapewne chodzito 0 atom azotu znajdujacy si¢ na koncu tancucha bocznego
aminokwasu znajdujacego si¢ w pozycji 31. Czy jednak jest to prawdg i paklitaksel wigze si¢
z jednym aminokwasem wskazanym przez autora? Niestety nie, wystarczy zajrze¢ do pracy
Tabaczar S., Koceva-Chyta A., Matczak K., Gwozdzinski K. Molekularne mechanizmy
aktywnosci przeciwnowotworowej taksanoéw. 1. Oddziatywanie docetakselu na mikrotubule.
Postepy Hig Med Dosw (2010) 64: 568-581, ktora doktorant podat w spisie literatury, aby si¢
przekonad, ze jest to duzo bardziej ztozony proces I niestety nie znalaztem tam wzmianki o 31
aminokwasie. Nalezatoby w pracy umiesci¢ wiasciwy i bardziej rozbudowany opis wigzania
si¢ dwoch omawianych taksanéw do PB-tubuliny nie zapominajac, ze leki z tej grupy po
przytaczeniu si¢ do B-tubuliny przyjmuja formg litery T zwang rowniez ,,formg motyla”.

W kolejnej czgsci Pan mgr. Kamil Durka prezentuje Zalozenia i cel pracy. Doktorant
przedstawit uzasadnienie podjecia tematu badan oraz czym si¢ kierowat w doborze obiektow
do badan. Jasno sformutowat cel pracy oraz hipotezy badawcze. Nalezy podkresli¢, ze
wybrane nanoformy taksanow nie byty do tej pory badane i umieszczone w dysertacji wyniki
sg pierwszymi uzyskanymi dla tych obiektow, co niewatpliwie stanowi jakze wazny element
nowosci 1 wyjatkowosci tej pracy. Jako recenzent nie mam krytycznych uwag do tej czgsci.

Na kolejnych stronach znajduje si¢ oméwienie Materialow stosowanych do badan a
w dalszej czgséci doktorant opisat Metody, ktore Stosowat w trakcie realizacji projektu. W
mojej opinii ta czes¢ jest niedopracowana i zawiera sporo istotnych btedow. W rozdziale
Metody autor podaje wzory strukturalne oraz reakcje jakim ulegajg zastosowane chromofory i
fluorofory natomiast catkowicie pomija ich widma absorpcji i fluorescencji a jedynie w
tekécie podaje dlugosci fal wzbudzenia i obserwacji. Prezentacja widm utatwitaby

zrozumienie wyboru dhlugosci fal (ustawien aparatury naukowej) w wykonywanych
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doswiadczeniach. Brak jest rowniez podrozdziatu, w ktérym bylyby zaprezentowane
wszystkie rownania matematyczne wraz z uzasadnieniem ich wyboru, stosowane do
dopasowania krzywych i obliczania poszczegolnych parametrow. Opisy uzytych
odczynnikow i stosowanych procedur powinny by¢ jasne oraz nie budzi¢ watpliwosci,
umozliwiajac tym samym ich odtworzenie w dowolnym laboratorium. Niestety tak nie jest
np. na stronie 40, w opisie wykonania oznaczenia jest napisane: ,,Z zawiesiny komorek,
uzyskanej w wyniku trypsynizacji monowarstwy, pobierano 3 proby o objetosci 100 ul kazda i
barwiono 4% roztworem biekitu trypanu w NaCl w stosunku objetosci 1:1.” Nalezato podac
jakie byto stezenie NaCl i do czego odnosi si¢ sformutowanie w stosunku objetosci 1:1, przy
takim zapisie mozna si¢ jedynie domyslaé. W Tabeli 4.1. umieszczonej na stronie 42,
oznaczenia poszczeg6lnych zwigzkow (11 kolumna) sg catkowicie niezrozumiate i inne niz w
dalszym tekscie (dotyczy pozycji: Nanonosnik liposomalny (Lipo), Nanonosnik liposomalny
skoniugowany z penetrujgcym peptydem gH625, Peptyd penetrujgcy gH625). Dlaczego w
pozycji Nanonosnik liposomalny skoniugowany z penetrujgcym peptydem gH625 sg az cztery
wartosci stezen, a dla dwoch uzyto tego samego symbolu gH625min? W dodatku wyglada
jakby to byt btad i brakowato wiasciwych dwoch stgzen maks. i min., poniewaz jest to
powtorzenie wartosci z dwoch pozycji powyzej i dwoch z ponizej. W kolejnej Tabeli 4.2.
rowniez jest blad: PTX enkapsulowany w nanonosniku liposomalnym skoniugowanym z
peptydem gH625 (LipoDTX-gH625) a powinno by¢ LipoPTX-gH625. Co gorsza Doktorant
popetnia btedy nawet w tytutach podrozdziatéw. Podrozdziat 4.5.2. zostat zatytulowany
~Mikroplytkowy test spektrofotometryczny z resazuryng (REMA)” sugerujac wykonanie
pomiaréw absorbancji, natomiast w opisie wykonania oznaczenia Doktorant mierzyt sygnat
fluorescencji, wiec w tytule powinno by¢ test spektrofluorymetryczny. W nastgpnym
podrozdziale 4.5.3. ,,Mikroplytkowy test spektrofluorymetryczny z sulforodaming B (SRB)”
sytuacja jest odwrotna. Tytul sugeruje pomiar fluorymetryczny natomiast opisane sg pomiary
absorbancji. W tym miejscu nasuwa si¢ kolejne pytanie, skoro do badan zastosowano znany
znacznik fluorescencyjny sulforodaming B to, dlaczego mierzono absorbancj¢ zamiast
sygnatu fluorescencji, przeciez Doktorant dysponowat odpowiednim sprzetem? Ogolnie
wiadomo, ze pomiary sygnatu fluorescencji (najnizsze mierzalne stezenia ~ 101% mol/dm?®) sa
duzo bardziej czulsze niz pomiary absorbancji (najnizsze mierzalne stezenia ~ 10 mol/dm?).
Niepewno$¢ pomiaru bytaby wtedy duzo mniejsza. W tym samym podrozdziale na rysunku
przedstawiajacym strukture chemiczng soli sodowej sulforodaminy B jest btad. Jak sam autor
podpisat jest to sol, wigc skad na rysunku pomiedzy tlenem a sodem jest narysowane

wigzanie kowalencyjne (-O-Na)? Jest to so6l kwasu sulfonowego, czyli mamy do czynienia z
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wigzaniem jonowym i na schemacie powinno by¢ -O'Na" lub -ONa. Strona 49, wiersz 2 od
gory autor napisal: ,,W celu wykrycia dwuniciowych peknig¢ DNA przeprowadza sig
elektroforeze w warunkach neutralnych.”. Chcialbym zapyta¢ co autor mial na mysli
uzywajgc zwrotu warunki neutralne? Czy chodzi tu o wartos¢ pH np. pH fizjologiczne, pH
obojetne? Strona 49, wiersz 12 od gory ,,Po tym czasie do odpowiednich szalek dodawano
wolne i litaksany, liposomalng forme taksanow oraz liposomalng forme taksanow
zawierajgca ligand peptydowy gH625.” wydaje sie, ze to zdanie powinno brzmieé ,,Po tym
czasie do odpowiednich szalek dodawano wolne taksany, liposomalng forme taksanow oraz
...”. Ta sama strona wiersz 8 od dotu ,,Szkietka lizowano w zimnym buforze...” chciatem
zwrbci¢ uwage, ze Z pewnoscia autor nie lizowat szkietek a komorki na nich osadzone. Strona
50, piaty wiersz od gory ,.Glutation zbudowany jest z trzech aminokwasow (L-glutamina,
cysteina, glicyna) ...”, niestety nie moge si¢ z tym zgodzi¢, nie rozumiem tez czemu autor
okreslit izomeri¢ optyczng tylko pierwszego aminokwasu a nie podat tej informacji w
przypadku cysteiny. W sekwencji glutationu pierwszym aminokwasem jest kwas L-
glutaminowy a nie glutamina jak to napisat Doktorant. Dodatkowo nalezatoby uzupetnié, ze
rowniez cysteina jest L enancjomerem oraz zamiast standardowego wigzania peptydowego
migedzy grupa aminowa (-NH2) cysteiny i grupa a-karboksylowa (-COOH) kwasu
glutaminowego, tworzy si¢ wigzanie z grupa y-karboksylowg tego aminokwasu. Strona 51,
wiersz 11 od dotu ,Roztwdr podstawowy MCB o stezeniu 40 mmol przygotowano
rozpuszczajgc...” autor zle zapisat stezenie. 40 mmol jest liczno$cig materii a nie stezeniem,
poprawnie nalezy zapisaé w postaci 40 mM lub 40 mmol/dm3. W nastepnym zdaniu autor
podaje warunki pomiaru fluorescencji (strona 51, wiersz 10). Przejrzysto$¢ procedury
wymaga przeniesienia tego zdania. Warunkiem poprawnego wykonania pomiaru sygnatu
fluorescencji od koniugatu biman-glutation (GSH-MCB) jest wcze$niejsze odmycie
barwnika, ktory nie wnikngt do komorek. Ta uwaga dotyczy rowniez pozostatych opisow
metod opisywanych przez Doktoranta. Zawsze przed wykonaniem pomiaru absorbancji czy
tez sygnatu fluorescencji nalezy odmy¢ nadmiar barwnika, ktory nie wniknat do komorki
inaczej otrzymane wyniki beda zafatszowane. Strona 55, pierwszy wiersz ,,...(Po tym) czasie
usuwano sonde i lizowano komorki dodajgc 50 ul buforu lizujgcego...”, to zdanie powinno
brzmie¢ ,,...(Po tym) czasie usuwano nadmiar sondy fluorescencyjnej i lizowano komorki
dodajgc 50 ul buforu lizujgcego...”.

Na dalszych stronach dysertacji znajduje si¢ prezentacja wynikoéw (rozdziat Wyniki)
uzyskanych przez Pana mgr. Kamila Durke w trakcie realizacji doktoratu a dalej niezbyt

dtuga ich Dyskusja. Musze przyzna¢, ze nie podoba mi si¢ takie rozwigzanie. W mojej opinii
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te dwa rozdzialy powinny stanowié¢ jedng cato$¢ i posiada¢ tytut np. Prezentacja i Dyskusja
Wynikéw. Opis niektorych wynikow jest zbyt lakoniczny i w rezultacie niejasny. Dotozenie
dyskusji poprzez potaczenie dwoch rozdzialow, utatwitoby zapoznanie si¢ z tymi wynikami i
W znaczacy sposob podniostoby jakos¢ dysertacji, tym bardziej ze w rozdziale Dyskusja jest
wiele powtorzen stwierdzen z wczesniejszych stron i czasami bardziej przypomina on wstep
teoretyczny niz dyskusj¢ wynikow. W pierwszym podrozdziale Doktorant prezentuje bardzo
ciekawe zdj¢cia majgce przedstawia¢ morfologie badanych liposoméw wykonane przy uzyciu
transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM) natomiast brakuje jakiejkolwiek dyskusji.

Bardzo bym prosit Pana mqgr. Durke 0 doktadne omowienie tych zdjeé w trakcie obrony. Na

podstawie matych zdje¢ umieszczonych w dysertacji trudno wyciagnaé jakie§ wnioski. Na
przyktad porownujac zdjecia (ta sama skala) a) pusty liposom i d) liposom skoniugowany z
peptydem gH625 oraz b) liposom z enkapsulowanym paklitakselem i €) liposom
skoniugowany peptydem gH625 z enkapsulowanym paklitakselem na zdjeciach liposoméw
skoniugowanych z peptydem gH625 nie widac¢ struktury liposomow, dlaczego? Czegsé
wykresow jest catkowicie nieczytelna ze wzgledu na sposob prezentacji danych sg to Ryciny
5.2.-5.4.; 5.13.-5.17. Jaki jest sens tgczenia punktow odcinkami prostymi, ktore ma miejsce,
gdy nie jest dopasowywana krzywa? O braku prezentacji rOwnan uzywanych przez autora do
dopasowania krzywych juz wspominatem powyzej. Czgsto podobne zmiany na wykresach
okreslane sg jako nieistotne a w innym przypadku uznawane za istotne - jakimi kryteriami
kierowat si¢ Doktorant? Jaka byta ilo§¢ powtorzen dla jednych okreslonych warunkéw np. dla
danego stezenia? Ile razy powtarzane byly doswiadczenia? Takich informacji nie znalaztem w
przedstawionej do recenzji pracy, a przeciez autor wylicza §rednig arytmetyczng i odchylenie
standardowe. Strona 88, trzeci akapit w zdaniu ,Zagregowana forma JC-1 wykazuje
czerwono-pomaranczowq fluorescencje (485/538 nm), a forma monomeryczna — zielong
(530/590 nm).” btednie zostaty podane dtugosci fal, powinno by¢: ,,Zagregowana forma JC-1
wykazuje czerwono-pomaranczowg fluorescencje (530/590 nm), a forma monomeryczna —
zielong (485/538 nm)”. W rozdziale Wyniki pojawiajg si¢ oznaczenia, ktore powinny by¢
wyjasnione i wymienione w Tabeli 4.1. (wspomnianej wczesniej): LipoMIN, LipoMAX,
gH625min, gH625max, LipoMIN-gH625, LipoMAX-gH625, Lipo-gH625min, Lipo-
gH625max. Mozna si¢ dosy¢ tatwo domysle¢ co oznaczajg cztery pierwSze 0znaczenia, to juz
kolejne wymagaja doktadnego wyjasnienia. Z pracy wynika, ze syntezg 1 charakterystyke
nanono$nikdw wykonano przez zespo6t prof. Stefanii Galdiero (Department of Pharmacy and
DFM Scarl, University of Naples “Federico II”, Naples, Italy) a co z liposomami z
enkapsulowanymi lekami (modyfikowane peptydem gH625 i niemodyfikowane)? Czy
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Doktorant przygotowywat je samodzielnie? Jaka byla procedura? Brakuje tez informacji jakie
bylo stezenie lekéw w liposomach i jak to si¢ ma do stezen lekow W postaci niezwigzane;j
stosowanych w badaniach?

Dysertacja Pana mgr. Kamila Durki konczy si¢ wnioskami wymienionymi w punktach
oraz streszczeniem w jezyku polskim i angielskim. Nalezy podkresli¢, ze Doktorant w swojej
pracy wykazal stusznos¢ postawionej hipotezy badawczej. Udowodnil, ze mozliwe jest
obnizenie toksycznosci dwoch lekow przeciwnowotworowych paklitakselu i docetakselu
poprzez ich enkapsulacje w pegylowanym liposomie skoniugowanym z peptydem gH625
wobec mikrowaskularnych komorek linii HMEC-1. Dzigki takiemu zabiegowi pojawienie
efektow cytotoksycznych jest opdznione w czasie a ich natezenie znaczaco obnizone.
Dodatkowo wykazatl, ze sam nanono$nik liposomalny ani jego funkcjonalizacja peptydem
gH625 nie wywoluje negatywnych skutkow wobec badanych komorek. W mojej ocenie
zaprezentowane badania i ich wyniki s3 nieslychanie wazne dla rozwoju lekow
antynowotworowych i chemioterapii, pokazuja bowiem jak mozna w znaczacy sposob
zmniejszy¢ ich cytotoksychnos$¢ i zwigkszy¢ biodostepnosé. Dodatkowo zaprezentowana
metoda enkapsulacji leku w pegylowanym liposomie skoniugowanym z peptydem gH625
moze by¢ zastosowana do wprowadzania do organizmu czlowieka innych substancji
leczniczych trudno rozpuszczalnych w wodzie. Co najwazniejsze sa to oryginalne badania
naukowe i wykonane po raz pierwszy na $wiecie. Pomimo wskazanych przeze mnie btedow i
niedociagnie¢ uwazam przedstawiong do recenzji dysertacj¢ za bardzo wartosciowa pod
wzglgdem naukowym i wpisujaca si¢ w jeden z najwazniejszych nurtoéw badan w walce z
chorobami nowotworowymi. Licze, ze w niedlugim czasie zaprezentowane wyniki zostang
opublikowane w renomowanym czasopismie.

Podsumowujac, stwierdzam, ze oceniana rozprawa doktorska Pana mgr. Kamila
Durki, przygotowana pod opieka Pani prof. dr hab. Anety Kocevy-Chyta i Pani dr Karoliny
Matczak, stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, jak rowniez wykazuje
0golng wiedze teoretyczng Doktoranta 1 dowodzi umiejgtnosci samodzielnego prowadzenia
pracy naukowej. Autor rozprawy spelnia wymagania stawiane kandydatom do stopnia
naukowego doktora. Wnosze o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pana mgr. Kamila Durki

do dalszych etapow postepowania doktorskiego.
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