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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej mgr Kamili Agnieszki Butowskiej
pt.:” Wybrane koniugaty doksorubicyny jako potencjalne uktady w terapii
przeciwnowotworowej”
wykonanej pod kierunkiem dr hab. Jacka Piosika, prof. UG oraz prof. dr hab. Janusza Raka
na zlecenie Dziekana Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i GUMed
Podstawa prawna: art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym
oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r., nr 65 poz. 595 z pdzniejszymi

zmianami)
1. TEMATYKA

Prace badawcze podjete przez Panig Kamile Butowskg nalezy zakwalifikowa¢ do obszaru
nanomedcyny ktorej jednym z najpre¢zniej rozwijajacych si¢ obszarow jest synteza nosnikow
lekow w skali nanometrycznej. Szczegolnie duze zainteresowanie nanomedycna obserwuje
si¢ w ostatniej dekadzie. Badania z tego zakresu prowadzone sg w najlepszych osrodkach na
Swiecie m.in. na MIT, University of Oxford czy KAIST oraz jak wida¢
z powodzeniem na Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii UG i GUMed. Dzigki
unikatowym wiasciwosciom, zaleznym od typu materialu wykorzystanego do ich syntezy,
nowoczesne nanoplatformy poprawiaja rozpuszczalnos¢ lekow hydrofobowych, moga stuzy¢
jako zwigzki kontrastujgce w magnetycznym rezonansie jadrowym lub odczynniki
fototermiczne. Polem, na ktorym najczesciej wykorzystuje sie tego typu uklady jest
onkologia, gdzie nanonos$niki stuzg do transportu lekow cytostatycznych, a coraz czgscie)

stuza do prowadzenia skojarzonych terapii przeciwnowotworowych np. laczonej chemio-
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i fototerapii czy chemio- i genoterapii. Stosujac dotychczas wypracowane metody

funkcjonalizacji nanomaterialow mozliwe jest uzyskanie nanomateriatéw aktywnie
celujgeych do komérek nowotworowych, co znacznie zwicksza potencjal ich aplikacji.
Waznym aspektem prac nad nowymi nosnikami jest opracowanie metod nanoszenia leku
cytostatycznego na powierzchni¢ nosnika lub opracowanie metod pozwalajacych na jego
wprowadzenie do wngtrza. Kolejnym istotnym punktem w pracach nad zaawansowanymi
nanonosnikami lekow cytostatycznych jest kontrolowane uwalnianie leku pod wplywem
zewngtrznego bodzca w miejscu docelowym, zmieniony chorobowo. Badania w zakresie
nanomedycyny sa badanymi interdyscyplinarnymi i prowadzone sg na styku biologii (biologia
molekularna i biotechnologia), chemii (chemia koloidéw. chemia polimeréow, chemia
biomolekul, synteza chemiczna) a takze fizyki, medycyny i inzynierii materiatowej. Takie
prace wymagajg szerokiej wiedzy od pomystodawcy i koordynatora badan praktycznie
w kazdym przytoczonym zakresie, a takze umiejgtnosci wspolpracy ze specjalistami
z poszezegllnych obszaréw. W zwigzku z powyzszym stwierdzam, Ze tematyka badawcza
Doktorantki przedstawiana w jej dysertacji dotyczaca opracowania nowych nosnikow
doksorubicyny dla terapii przeciwnowotworowej jest aktualna i  wpisuje  sie

w trendy nowoczesnych badan w zakresie Nauk Chemicznych i Biologicznych.
2. STRUKTURA, ZAKRES I CEL ROZPRAWY

Podstawe oceny recenzowanej pracy doktorskiej, wedlug zalgczonej dokumentacji, ma

stanowi¢ cykl 5 spojnych tematycznie publikacji wyszczegolnionych ponizej.

* [P1] K. Butowska, W. Kozak, M. Zdrowowicz, S. Makurat, M. Rychlowski, A. Ha¢,

A. Herman-Antosiewicz, J. Piosik, J. Rak "Cytotoxicity of doxorubicin conjugated with
C60 fullerene .Structural and in vitro studies”Structural Chemistry. 2019, 30, 2327-2338.
* [P2] K. Butowska, K. Zamoj¢, M. Kogut, W. Kozak, D. Wyrzykowski, W. Wiczk,

J. Czub, J. Piosik, J. Rak “The product of matrix metalloproteinase cleavage of
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Doxorubicin - conjugate for anticancer drug delivery: calorimetric, spectroscopic, and

molecular dynamic studies on peptide-doxorubicin binding to DNA™ International Journal of
Molecular Sciences, 2020. 21, 6923.

« [P3] K. Butowska., W. Kozak, M. Kogut, Z. Pietralik-Molinska, A. Molinski,

K. Kitowska, M. Kozak, J. Czub, R. Sadej, J. Rak, J. Piosik ,,MMPs-sensitive release of
doxorubicin as a strategy for cancer targeted therap™ Materials, 2021

* [P4] K. Butowska, X. Han, N. Gong, R. El-Mayta, R. M. Haley, W. Zhong. W. Guo,

M.J Mitchell “Doxorubicin-conjugated siRNA lipid nanoparticles for combination

cancer therapy. Acta Pharmacologica Sinica B, 2021

Publikacje przegladowe:

* [P5 ]K.Butowska, A. Woziwodzka, A. Borowik, J. Piosik “Polymeric nanocarriers : a

transformation in doxorubicin therapies™ Materials, 2021, 14, 2135.

Oryginalne prace Doktorantki P1 i P2 przeszly proces recenzji i zostaly opublikowane na
famach recenzowanych migdzynarodowych czasopism. Ta sama sytuacja dotyczy artykutu
przeglagdowego P5. Natomiast pewne kontrowersje moze budzi¢ fakt, ze prace P3 i P4 bedace
integralng czescig cyklu nie zostal opublikowane i sg nadal w recenzji. Kopie prac P3 i P4
zostaly dotaczone do rozprawy i w mojej opinii wyniki badan przedstawione w tych
artykutach ukazg si¢ w najblizszym czasie drukiem. Nie mniej jednak uwazam, ze w takiej
sytuacji sposob przedstawiania dysertacji w formie cyklu publikacyjnego nie jest do konca
trafiony.

Przewodnik po publikacjach jest przygotowany z nalezyta starannoscia, napisany jest
w jezyku polskim bez rzucajgcych si¢ w oczy bledow pisarskich i gramatycznych. Na
poczatku Autorka zamiescila list¢ publikacji stanowiacych jej osiagnigcie naukowe a takze
wyszczegolnita swoj udzial na konferencjach. W kolejnych rozdzialach przedstawita
streszczenie pracy zarowno w jezyku polskim jak i angielskim oraz opisuj cel badan.
W kolejnych rozdziatach mgr Butowska przedstawita przeglad literatury i badania wlasne.
Rozdzial TV i V to odpowiednio podsumowanie i pismiennictwo. Calos¢ zakonczona jest

wykazem rysunkow i tabel, kopiami publikacji oraz o§wiadczeniami wspotautorow.
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Prace Doktorantki sa wieloautorskie, co wynika z interdyscyplinarnego charakteru

przeprowadzonych prac badawczych. We wszytkach artykutach Doktorantka jest pierwszym
autorem a dodatkowo raz gtownym autorem korespondencyjnym i raz drugim autorem
korespondencyjnym. Artykuly zostaly opublikowane, badz wg zamierzen Autorki bedg
opublikowane w czasopismach o wysokim wspolczynniku wptywu pomiedzy 1.8 a 11 (czego
goraco zycze). Dolaczone do pracy oswiadezenia wspotautorow jednoznacznie wskazujg na
wiodace rolg Doktorantki w prowadzonych badaniach i powstalych na ich bazie publikacji.
Nalezy podkresli¢ aktywno$¢ naukowg Doktorantki, ktora w mojej ocenie jest
ponadprzecietna. Pani mgr Butowska jest wspotautorkg az 13 publikacji (bgdz wkrotce
bedzie), rozdzialu w monografii i ponad 20 wystapien na konferencjach krajowych
i migdzynarodowych. Doktorantka jest takze laureatkg programu im. Wilhelminy
Iwanowskiej z Narodowej Agencji Wymiany Akademickiej dzieki, ktoremu odbyla staz
naukowy na Wydziale Inzynierii Uniwersytetu w Pensylwanii, co niewatpliwe zaowocowalo
podniesieniem poziomu przeprowadzonych badan a tym samym calej rozprawy doktorskiej.

Dlatego dziwi fakt, ze przy tak duzej aktywnosci mgr Butowskiej cz¢s$¢ literaturowa pracy ma
zaledwie 10 stron a przedstawianie wynikow badan to tylko 17 stron . Moim zdaniem szersze
przedstawienie zagadnienia nanonosnikow i oméwienia chociazby kliku klas nanomaterialow,
sposobow dostarczania doksorubicyny pozwoliloby na lepsze umiejscowienie, otrzymanych
przez Doktorantke, wynikow w $wietle doniesien literaturowych i stanowilby zrodto wiedzy
dla osob wchodzacych w temat dostarczania lekéw. Co wigeej, czytelnikowi pracy
doktorskiej pozwolitoby to na lepsze zrozumienie dokonan Doktorantki. Oczywiscie nie
chodzi o catkowite przepisanie artykutu przegladowego PS a jedynie o wskazanie tla
naukowego prowadzonych badan wilasnych. W tej czesci brakuje takze pelniejszego
omowienia strategii celowania lekow do komorek nowotworowych oraz terapii
przeciwnowotworowych. Pani mgr Butiowska w swojej rozprawie dos¢ pobieznie
przedstawia strategie uwalnia lekow oraz zjawisko interferencji RNA. Taki termin w ogodle
nie zostaje uzyty cho¢ mgr Butowska korzysta z tej metody w pracy P4. Ponadto Autorka
,oszczednie™ dyskutuje otrzymane wyniki. Oczywiscie 3 z 5 przedstawionych prac przeszly

juz proces recenzji a dyskusja wynikow w tych artykulach jest bardzo wartosciowa lecz dwa

Collegium Chemicum, ul. Uniwersytetu Poznanskiego 8, 61-614Poznan
NIP 777 00 06 350, REGON 000001293
tel. +48 61 829 15 53, ¢c-mail: depchem@amu.edu.pl

I %bw «:2??‘% " | .
et HEMIT 5
a0 . LECTE WYDZAW € www.chemia.amu.edu.pl




UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU

Wydziat Chemii

=

artykuty sa w recenzji i nalezaloby na potrzeby dysertacji rozszerzy¢ dyskusje otrzymanych
wynikow.

Cel pracy sformulowany przez Doktorantke jest poprawny, ale jednoczesnie szeroki
i .bezpieczny™ dlatego brakuje w nim szczegdlowych zalozen projektowych. Przeprowadzone
badania mialy charakter interdyscyplinarny obejmowaty projektowanie eksperymentow,
syntez¢ koniugatow oraz nanomateriatow, charakterystyke otrzymanych zwigzkoéw
1 materialow z zastosowaniem takich metod jak DLS, AFM, TEM, spektroskopia UV-Vis,
spektrometrii mas, NMR. testy cytotoksycznosci, badania z wykorzystaniem mikroskopii
konfokalnej oraz obliczen molekularnych.

Prace doktorantki zostaty juz zrecenzowane albo podlegaja ocenie, dlatego ogranicze si¢ tylko
do krotkiego przedstawienia ich tresci. W pracy PI Doktorantka przeprowadzilta
funkcjonalizacje fulerenu Ce pochodng malonianu, ktora nastepnie zostala wykorzystana do
kowalencyjnego zwigzania doksorubicyny. Niestety material ten byl nieskuteczny
w zwalczaniu komodrek nowotworowych, co pokazano na kilku linach komorkowych stosujac
testy WST i SRB. Ten stan rzeczy zostal przypisany tworzeniu si¢ agregatow, ktore byty
wieksze niz pory w jadrze komorkowym przez co chemioterapeutyk nie zostal dostarczony do
jadra komorkowe 1 nie interkalowal do DNA. Takie wnioski wysnuto m.in. na podstawie
obserwacji zdje¢ z mikroskopii konfokalnej. W pracy P2 Doktorantka podjeta proby syntezy
konigatu PEG-8-pep—DOX, ktory scharakteryzowala kilkoma technikami ze szczegdlnym
uwzglednieniem AFM czy spektroskopii UV-Vis. W tej pracy Pani mgr Butowska
szczegOtowo przedstawila mechanizm lgczenia si¢ produktu przejsciowego, powstatego
w wyniku hydrolizy8-pep licyna;—prolina;—leucynas—glicynas—leucynas—alaninas—glicynas—
glicynas w obecnosci metaloproteinaz, opisanego jako 4-pep z DNA. W tym celu postuzyla
si¢ spektroskopia UV-VIS, spektroflorymetrig oraz skorzystata z izotermicznej kalorymetrii
miareczkowej. Dane otrzymane podczas prac nad uwalnianiem leku w obecnosci
metaloproteinaz ~ pozwolily na  zaprojektowanie  eksperymentow  biologicznych
z wykorzystaniem PEG-8-pep-DOX. ktore jak wezesniej pokazano tworzyly fibryle na skutek
odzialtywan pomigdzy DOX a fragmentem peptydowym z DOX. Badania aktywnosci
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przeciwnowotworowej w warunkach in vitro przeprowadzono na kilku linach komorkowych

m.in. HT-1080, MDA-MB-436 oraz MCF-7.

W ostatniej czgsei dotyczacej wynikow badan whasnych Doktorantka przedstawila synteze
lipidowych nanoczastek powalajacych na jednoczesne dostarczanie siRNA oraz DOX
w celu zahamowania wzrostu guza w modelu mysim chfoniaka Burkitt’a. Praca P5 to artykut
przegladowy poruszajacy zagadnienie wykorzystania nanono$nikow na bazie polimerow do
dostarczania DOX.

W trakcie oceny rozprawy nasuwaja si¢ pewne pytania i komentarze, ktore mam nadzieje
zostang przedyskutowane podczas obrony pani mgr Butowskiej.

1. Dlaczego Doktorantka zdecydowala si¢ na wykorzystanie fulernu Ceo?

2. Dlaczego  wykorzystano DBU jako zasade w reakcji sprzegania fulerenu
z bromopochodng kwasu malonowego?

3. Jakimi metodami potwierdzono kolejne kroki funkcjonalizacji nanonosnikéw w pracach
Ploraz P4? Co mogtyby wnies$¢ badania w podczerwieni?

4. Jak mozna by zapobiec agregacji nosnika na bazie fulerenu, aby skutecznie dostarczaé
doksorubicyne¢?

5.Jak inaczej mozng zastosowa¢ strategic uwalniania lekéw z  wykorzystaniem
metalproteinaz w kontekscie uzyskanych wynikow? Czy sg plany na dalsze badania
w tym temacie?

6. W opisie wynikow dotyczacym nanosnika na bazie czastek lipidowych padaja stwierdzenia
ze ”... profil uwalniania DOX z LNP2-DOX zalezal od wartosci pH buforu w ktorym sie
znajdowal badany nosnik(Rys.18DorazRys.3DwP4).WynikieksperymentudlapHS.1wskazaty,
ze 80%DOX zostalo uwolnione z nosnika juz po 8 godzinach inkubacji, natomiast w
przypadku pHfizjologicznego bylo to jedynie 40%.”Prosze wytlumaczyé réznice w
uwalnianiu lekéw w zaleznosci o pH oraz przedyktowa¢ 40% uwalnianie si¢ leku
w warunkach fizjologicznych. Czy to duzo czy mato?

7. Prosz¢ o pelniejsze wyjasnienie zjawiska promowania wzrostu komorek MCF-7podczas

inkubacji z PEG-8-pep-DOX.
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8. Prosz¢ o podanie wihasciwosci nanoczastek lipidowych, ktore zdaniem Doktorantki sa

pozadane i przyczyniajg si¢c do wychwytu komarkowego i dlaczegolipidowe nanoczastki to

idealne systemy do dostarczania lekow™.

3. OCENA MERYTORYCZNA

Stwierdzam, ze opiniowana rozprawa doktorska posiada wiele aspektow poznawczych
1 stanowi oryginalny wklad Autorki w rozwoj strategii dostarczania Kkoniugatow
doksorubicyny dla terapii przeciwnowotworowej. Cel badawczy zostaly zrealizowany,
a wyniki badan opublikowano w renomowanych czasopismach naukowych z danej dziedziny.
Wszystkie osiggni¢cia naukowe mgr Kamili Butowskiej sa imponujace i dobrze rokuja na
dalszy rozwdj kariery Doktorantki. Aktywnos¢ na wszystkich polach zwigzanych z nauka jest
wyrozniajaca, gratuluje Pani mgr Butowskiej oraz Panom Promotorom tak ambitnej

Doktorantki.

4. WNIOSKI

Biorac pod uwage powyzsze fakty stwierdzam jednoznacznie, ze przygotowana przez Panig
mgr Kamile Agnieszke Butowska rozprawa pt.: ,.Wybrane koniugaty doksorubicyny jako
potencjalne uklady w terapii przeciwnowotworowej” spetnia wszystkie kryteria stawiane
pracom doktorskim, wymienione w Ustawie z dnia 14 marca 2003r. o stopniach i tytule
naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r.. nr 65 poz. 595
z pozniejszymi zmianami) oraz w Rozporzadzeniu Ministra Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego w sprawie szczegolowego trybu i warunkéw przeprowadzania
czynnosci  w  przewodach  doktorskich, w  postepowaniu  habilitacyjnym  oraz
w postepowaniu o nadanie tytutu profesora. z dnia 26 wrze$nia 2016 r. Dlatego tez kieruje do
Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne  Migdzyuczelnianego  Wydziah
Biotechnologii UG i GUMed wniosek o dopuszezenie Autorki do kolejnych etapow

(Lh)dom Bl

postepowania w przewodzie doktorskim.
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