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Recenzja pracy doktorskiej mgr Kamili Agnieszki Butowskiej pt. "Wybrane koniugaty
doksorubicyny jako potencjaine ukiady w terapii przeciwnowotworowej”

Pomimo duzego postepu w ciggu ostatnich lat jaki dokonat sie w zakresie nauk
medycznych, farmaceutycznych i przyrodniczych, choroby nowotworowe nadal stanowiag
jedno z najpowazniejszych wyzwan stojgcych przed wspétczesng nauka. Podstawowym
problemem zwigzanym z farmakoterapig przeciwnowotworowg jest wysoka i niespecyficzna
toksycznos¢ cytostatykéw, wigzaca sie z wystepowaniem powaznych dziatan niepozgdanych.
Jedng z koncepcji poprawy efektywnoéci i profilu bezpieczeristwa farmakologicznej terapii
przeciwnowotworowej jest ograniczenie biodystrybucji cytostatykéw jedynie do tkanki
docelowej. Zastosowanie w terapii onkologicznej nowych, ,inteligentnych” nosnikéw lekéw
przeciwnowotworowych jest jednym z perspektywicznych rozwigzan dajacych nadzieje
na zwigkszenie skutecznosci leczenia. Przedstawiona do oceny praca doktorska pt. "Wybrane
koniugaty doksorubicyny jako potencjalne uktady w terapii przeciwnowotworowej" wykonana
przez Panig mgr Kamile Butowskg (pod opieka dr hab. Jacka Piosika, prof. UG
oraz prof. dr hab. Janusza Raka) bardzo dobrze wpisuje si¢ w aktualne trendy badan
nad innowacyjng postacig lekéw przeciwnowotworowych.

Niniejsza praca doktorska stanowi cykl trzech publikacji, dwéch oryginalnych prac i jednej
przeglagdowej. Ponadto wyniki badan stanowig przedmiot kolejnych dwoch publikaciji
oryginalnych przedtozonych do recenz;ji.

Jako glowny cel pracy Doktorantka postawita sobie zaprojektowanie i otrzymanie nowych
nosnikow doksorubicyny (DOX), bedgcych potencjalnymi uktadami do zastosowania w terapii
przeciwnowotworowej. W czesci literaturowej pracy, Autorka przedstawita w sposéb bardzo
syntetyczny najwazniejsze informacje dotyczace systeméw dostarczania substancji
leczniczych otrzymywanych z polimeréw naturalnych i syntetycznych oraz materiatéw
nieorganicznych. W kolejnym rozdziale Doktorantka oméwita farmakologie DOX oraz nowe
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strategie terapeutyczne w zakresie leczenia nowotworéw. Pani mgr Kamila Butowska
zacytowala najwazniejsze pismiennictwo zwigzane z tematem. Rozwinieciem czesci
teoretycznej dysertacji jest bardzo ciekawy artykut przegladowy (Publikacja P5) wchodzacy
w skiad cyklu, przedmiotem ktérego sg polimerowe nosniki DOX. Oceniajac te czes$é dysertacji
uwazam, ze Doktorantka wykazata sig duzg wiedzg teoretyczna, umiejgtnoscig prawidtowego
doboru zrédet literaturowych i selekcji informacji. Magister Kamila Butowska bardzo umiejetnie
uzasadnita konieczno$¢ podjecia badan stanowigcych przedmiot ocenianej rozprawy
doktorskiej.

W ramach pracy eksperymentalnej, Doktorantka przeprowadzita:
synteze koniugatu typu fuleren Cso—DOX (Ful-DOX);
synteze koniugatu wrazliwego na dziatanie metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomoérkowej;
synteze nanoczgstek lipidowych z kowalencyjnie potaczong DOX i enkapsulowanym matym
interferujgcym kwasem rybonukleinowym:;
analize strukturalng i fizykochemiczng otrzymanych nosnikow oraz identyfikacje kluczowych
parametréw do wydajnego dostarczania DOX;
badania in vitro toksycznosci no$nikéw wobec wybranych ludzkich linii komérkowych:;
badania in vivo efektéw terapeutycznych najlepiej rokujgcego nosnika.

W pierwszym etapie czg$ci eksperymentalnej, Doktorantka postanowita otrzymadc koniugat
Ful-DOX  stosujgc jako tgcznik  malonian bis(14,14-dimetylo-12-0x0-3,6,9,13-
tetraoxopentadekanowy) (Publikacja P1). Do otrzymania wspomnianego koniugatu
wykorzystata reakcje Bingela-Hirsha. Struktura otrzymanego produktu zostata potwierdzona
przy uzyciu spektrometri mas MALDI-TOF, spektroskopii magnetycznego rezonansu
jadrowego (NMR) i spektrofotometrii UV-Vis. Ponadto wykonane zostaty obliczenia
teoretyczne metoda teorii funkcjonatu gestosci (DFT). Eksperymentalne dane spektroskopowe
wykazaly dobrg korelacje z wynikami obliczenn DFT. Doktorantka, wykorzystujgc technike
dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS), stwierdzita tendencje do niekorzystnego (z punktu
widzenia aplikacyjnego) tworzenia agregatéw o promieniu hydrodynamicznym okoto 800 nm.
Zgodnie z wczesniejszymi podejrzeniami, badania in vitro przeprowadzone na liniach
komérkowych raka piersi (MCF-7, T47D i MDA MB 231) oraz raka prostaty (PC3)
przy zastosowaniu dwoch testow cytotoksycznosci — SRB i WST-1, potwierdzity brak
aktywnosci przeciwnowotworowej otrzymanego koniugatu.

W kolejnym etapie badan, Doktorantka otrzymata koniugat DOX z tetrapeptydem (4-pep)
leucynas—alaninas—glicynar—glicynas posiadajacy dodatkowo grupe protekcyjng Fmoc (grupe
fluorenylometoksykarbonylowa) w celu tymczasowej ochrony grupy a-aminowej N-koncowego
aminokwasu (Fmoc—4-pep) (Publikacja P2 i P3). Wczesniej, Autorka postanowita sprawdzi¢
czy oktapeptyd glicyna1—prolinaz—leucynag—giicyna4~—leucyna5—-alaninab—gficynar—glicynaa
(B—pep) jest odpowiednim substratem do opracowania nosnika DOX wrazliwego



na metaloproteinazg  macierzy zewngtrzkomorkowej (MMPs). Na  podstawie
przeprowadzonych eksperymentdw stwierdzita, ze hydroliza wigzania peptydowego zachodzi
w pozycji —glicynas—leucynas—. Ponadto po przeprowadzeniu analizy ilo$ciowej Doktorantka
potwierdzita, ze zaproponowany 8—pep jest odpowiednim substratem do opracowania no$nika
DOX wrazliwego na MMP. Proces koniugacji 4—pep i DOX przeprowadzita wykorzystujac
reakcje kondensacji chloromréwczanu isobutylu (CICOOBu) z N-chronionym 4—pep
w obecnosci trietyloaminy (TEA) w dimetyloformamidzie (DMF), a nastepnie reakgji
z chlorowodorkiem DOX z TEA w DMF. Nastgpnie, Fmoc—4—pep-DOX zostat poddany
procesowi deprotekciji. W kolejnym etapie, Doktorantka przeprowadzita badania oddziatywar
finalnego produktu koniugacji (4-pep—DOX) oraz DOX z fragmentem DNA o diugosci 20 par
zasad. W tym celu wykorzystata spektrofotometrie UV-Vis, spektrofluorymetrie
oraz izotermiczng kalorymetrie miareczkowa. Wykonane eksperymenty pozwolity Doktorantce
stwierdzi¢, ze produkt posredni hydrolizy jest w stanie oddzialywaé z DNA. Ponadto,
na podstawie otrzymanych wynikéw, mgr Kamila Butowska zaproponowata hipoteze jakoby
uwolnienie DOX z produktu przejSciowego nie jest konieczne do efektywnego dziatania
cytotoksycznego zwigzku i juz sam 4-pep-DOX moze znaczaco zaburzad procesy
komérkowe. Kierujac sig tym, Doktorantka w kolejnym etapie badan postanowita otrzymac
nosnik wrazliwy na dziatanie MMP, wykorzystujgc PEG-8—pep—DOX. W celu otrzymania
koniugatu PEG-8-pep-DOX przeprowadzita trzyetapowg synteze sktadajgca sie
z: a) koniugacji Fmoc-8-pep z DOX, b) usunigcia ostony Fmoc, c) reakcji 8—pep—DOX
z estrem aktywnym. Strukturg PEG-8—pep—DOX Autorka potwierdzita metodg spektrometrii
mas MALDI-TOF. Dodatkowo, badania potencjalu zeta wykazaly, ze koniugat
PEG—-8-pep-DOX wykazywat ujemny tadunek, co moze ostabiaé wychwyt komorkowy
ze wzgledu na réwniez ujemnie natadowang btong komdrkowa. Analiza morfologii koniugatu
metodg mikroskopii sit atomowych wykazata, Zze powstajg agregaty o ksztalcie fibryli
o rozmiarach 6-24 nm. Doktorantka stusznie stwierdzita, 2e zaobserwowana zdolnos$é
do agregacji moze skutkowaé obnizong aktywnoscig biologiczng PEG—8—pep—DOX.
Dodatkowo, mgr Kamila Butowska postanowitam zbadaé¢ mechanizm agregacji w celu
sprawdzenia czy wigzanie peptydowe ulegajgce hydrolizie w wyniku dziatania MMP, jest
dostepne dla enzymu pomimo tworzenia fibryli. Doktorantka wykorzystata symulacje dynamiki
molekularnej (MD) dla monomeru, dimeru, tetrameru oraz oktameru PEG-8—pep—DOX.
Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzita, ze struktura agregatow i eksponowanie
fragmentu peptydowego moze $wiadczy¢ o tym, ze pomimo agregacji fragment peptydowy
wrazliwy na dziatanie MMP jest dostepny dla efektywnego dziatania enzymu. W celu
weryfikacji postawionych tez, przeprowadzita testy dziatania cytotoksycznego koniugatu
wykorzystujgc trzy linie komérek nowotworowych: wikniako-miesaka HT-1080, raka piersi
MDA-MB-436 (linie wykazujacg wysokg ekspresje MMP) oraz raka piersi MCF-7 (linig



wykazujacg niska ekspresje MMP). Okazalo sig, ze PEG-8—pep—-DOX wykazywat wtasciwosci
cytotoksyczne wzgledem linii HT-1080 i MDA-MB-436. Efekt ten nie byt obserwowany
w przypadku linii MCF-7, co moze by¢ bezposrednio zwigzane z brakiem wzmozonej ekspres;ji
MMP.

W kolejnym etapie pracy eksperymentalnej, Doktorantka otrzymata nanoczastki lipidowe
(LNP) zawierajagce RNA oraz DOX. Magister Kamila Butowska zdecydowata sie na uzycie
siRNA (maly interferujgcy kwas rybonukleinowy) powodujacego represje genu Bcl-2
i deregulacje ekspresji antyapoptycznego biatka Bcl-2. W pierwszym etapie, zoptymalizowata
proces ofrzymywania LNP zawierajgcych siRNA. Sredni promien hydrodynamiczny
otrzymanych LNP miescit si¢ w zakresie od 85 do 95 nm, a nanoczastki charakteryzowaly sie
niewielkim tadunkiem ujemnym. Nastepnie, Autorka dokonata weryfikacji aktywnosci
biologicznej otrzymanych uktadéw stosujgc linie komorkowg chioniaka Burkitt'a (Raji),
wykazujgcg wysoka aktywnos¢ genu reporterowego lucyferazy. Na podstawie uzyskanych
wynikéw, do dalszych badan Doktorantka wytypowata LNP2 jako uktad o najkorzystniejszych
parametrach fizykochemicznych, nie wywolujacy efektéw cytotoksycznych oraz prowadzacy
do wydajnego wyciszania genu lucyferazy. W celu przytaczenia DOX do powierzchni LNP2
uzyta klinicznie przebadanej Aldorubicyny, posiadajgcej w strukturze grupe maleinowg
oraz wigzanie hydrazonowe, ktére moze sprzyjaé selektywnemu uwalnianiu DOX
w obnizonym pH. W kolejnym etapie, mgr Kamila Butowska przeprowadzita badania
uwalniania cytostatyku z otrzymanych LNP. Test zostat wykonany w warunkach fizjologicznych
oraz przy pH 5.1, ktére odpowiada pH obserwowanemu w endosomach lub poznych
lizosomach. Z kolei oceng wychwytu komérkowego i uwalniania DOX in vitro przeprowadzita
z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej. Ponadto Doktorantka przeprowadzita badania
(stosujac metode Western Blot) majace na celu potwierdzenie wygaszenia genu Bcl-2, a tym
samym obnizenie ekspres;ji biatka Bc/-2. Autorka zaobserwowata znaczace obnizenie poziomu
ekspresji biatka Bcl-2 wynoszgce 55% w poréwnaniu do siLuc LNP2. Okazato sie jednak,
ze wyciszenie genu Bcl-2 bylo niewystarczajgce do osiggniecia efektdw cytotoksycznych,
co wykazaty wyniki testu CellTirer-Glo. Dopiero siBcl2 LNP2 z przytaczong DOX (siBcl2 LNP2—-
DOX) przejawialy wiasciwosci cytotoksyczne. W koAcowym etapie badan, Doktorantka
przeprowadzita badania analizy potencjatu terapeutycznego siBcl2 LNP2-DOX na mysim
modelu nowotworowym (dojrzate samce myszy szczepu NSG charakteryzujgce sie dysfunkcjg
uktadu immunologicznego). Badania zakoriczono 11 dni po rozpoczeciu terapii. Wielko$é guza
przez caly okres trwania eksperymentu monitorowano poprzez pomiar bioluminescenciji,
a nastepie otrzymane dane normalizowano wzgledem dnia 0. Otrzymane wyniki wskazaty
na znaczgcy wzrost guza w grupie kontrolnej; zarejestrowany ostatniego dnia badan sygnat
luminescencji pochodzacy z guza byt 10-krotnie intensywniejszy w poréwnaniu do dnia 0.

Grupa poddana terapii przy uzyciu siLuc LNP2 wykazywata podobny trend w przyroscie guza,



co sugeruje brak aktywnosci przeciwnowotworowej. Warto podkreslié, ze po 11 dniach terapii
z uzyciem siBcl2 LNP2-DOX rozmiar guza nie wykazywat przyrostu.

W ostatniej czgsci dysertacji, Doktorantka na podstawie krytycznej dyskusji sformutowata
spodjne, wywazone i logiczne wnioski.

Reasumujgc, dysertacja zostata zredagowana w sposéb bardzo staranny. Prace czyta sie
dobrze. Ukfad tresci jest logiczny i spéjny. Zakres pracy doktorskiej jest bardzo obszerny.
Warty podkreslenia jest fakt, ze praca stanowi cykl 2 publikacji oryginalnych oraz 1 pracy
przegladowej o tacznym wspdlczynniku oddziatywania IF = 11,433. Ponadto czesé wynikow
stanowi przedmiot kolejnych dwdch artykutéw przedtozonych do recenzji. Niewgtpliwie, jest
to bardzo duze osiggniecie Doktorantki. Magister Kamila Butowska jest pierwszym autorem
we wszystkich publikacjach. We wszystkich pracach widoczny jest udziat Doktorantki
w koncepcji, koordynacji badan oraz przygotowaniu manuskryptu. Swiadczy to o wiodacej roli
Doktorantki w publikacjach wchodzacych w sktad cyklu. Magister Kamila Butowska
przeprowadzita bardzo duzg liczbe syntez, badan strukturalnych, fizykochemicznych,
analitycznych i biologicznych, co wskazuje na duzg pracowitosé i konsekwencje Autorki.
Niektére z wykonanych badan wymagaty duzego do$wiadczenia, co jest dowodem wysokich
kwalifikacji Doktorantki. Dane eksperymentalne zostaly przedstawione w spos6b bardzo
czytelny i prawidlowo zinterpretowane. Wszystkie wyniki zostaty logicznie skomentowane
w odniesieniu do aktualnego stanu wiedzy. Doktorantka dokonata prawidtowej interpretacji
duzej liczby danych eksperymentalnych, co $wiadczy o jej biegtej znajomosci zastosowanych
metod i technik badawczych. Jestem réwniez pod ogromnym wrazeniem tak duzego og6lnego
dorobku naukowego mgr Kamili Butowskiej, rzadko spotykanego na tym etapie kariery
akademickiej.

Prositbym Doktorantke o komentarz/informacje dotyczacy/ca nastepujgcych kwestii:

1) Lekki niedosyt w ocenie recenzenta pozostawia dyskusja dotyczgca profilu uwalniania DOX
z LNP2-DOX. Niewykluczone, ze dopasowanie danych eksperymentalnych do modeli
kinetycznych, pozwolitoby Doktorantce na sformutowanie wnioskéw dotyczacych mechanizmu
i kontroli uwalniania cytostatyku z otrzymanych LNP. W ocenie recenzenta (na postawie
przestawionego wykresu) uwolnienie substanciji leczniczej nie jest zbyt wysoce kontrolowane,
Co moze mie¢ wplyw na biobezpieczeristwo i skutecznosé terapii.

2) Czy zdaniem Doktorantki, proby wykorzystania fulerenéw i ich pochodnych jako nosnikéw
substancji przeciwnowotworowych sg zasadne?

3) Czy przeprowadzono badania stabilno$ci koniugatu PEG-8-pep-DOXinanoczastek RNA—
LNP-DOX?

4) Czy zaobserwowano dziatania uboczne otrzymanych nosnikéw w badaniach na myszach?



Whniosek koncowy

Rozprawa doktorska mgr Kamili Butowskiej jest wartosciowym, oryginalnym
i interdyscyplinarnym opracowaniem naukowym. Uwazam, ze uzyskane wyniki badan
wzbogacaja wiedze w obszarze nauk biologicznych, chemicznych i farmaceutycznych.
Doktorantka wykazata sie umiejetnoscia planowania i wykonywania eksperymentéw,
interpretowania i krytycznej dyskusji wynikéw badan oraz formutowania logicznych
whnioskow.

Reasumujac z peinym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji
praca doktorska mgr Kamili Butowskiej pt. "Wybrane koniugaty doksorubicyny jako
potencjalne ukfady w terapii przeciwnowotworowej" z nadmiarem spetnia wymagania
stawiane przez Ustawe z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce.
W zwiazku z tym, wnosze do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne
Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr Kamili Butowskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorgc pod uwage bardzo wysoki poziom merytoryczny rozprawy
oraz opublikowanie wynikéw badan w uznanych czasopismach naukowych, wnioskuje

do Wysokiej Rady o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr Kamili Butowskiej.
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