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Ocena rozprawy doktorskiej Pani mgr Moniki Toporkiewicz
,Liposomowy nosnik leku genetycznego
przeznaczony do celowanej terapii nowotworow krwi”

Przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska Pani Moniki Toporkiewicz dotyczy kregu
zagadnien wzbudzajacych wielkie zainteresowanie. Jest nim poszukiwanie nowych,
skuteczniejszych lekdw przeciwnowotworowych - a w tym przypadku, bardziej konkretnie,
lekéw przeciwbiataczkowych.

Poszukiwania nowych lekdw sg prowadzone w réznych kierunkach. Obecnie jednym z
bardziej obiecujgcych jest konstruowanie tak zwanych ,inteligentnych form lekéw”, ztozonych
nanostruktur ktérych zadaniem jest selektywne dostarczanie substancji czynnej do miejsc jej
dziatania. Ten kierunek jest szczegdlnie obiecujgcy miedzy innymi dlatego, ze umozliwi¢
moze terapeutyczng ingerencje w materiat genetyczny, czyli ,terapie genowa”. Przy
konstruowaniu tego rodzaju lekow wykorzystana by¢é musi wiedza z wielu réznych, odlegtych
bardzo od siebie dziedzin nauki, od biofizyki przez inzynierie chemiczng do biologii
molekularnej i medycyny klinicznej - jest to wiec zadanie intelektualnie bardzo wymagajace.
Rozprawa doktorska Pani Moniki Toporkiewicz dowodzi - moim zdaniem - ze doktorantka tym
szczegblnym wymaganiom podotata. Nie oznacza to, ze rozprawa pozbawiona jest wad i
niedostatkow - ale zaznaczam od razu, ze nie majg one zasadniczego znaczenia dla oceny jej
wartosci merytorycznej.

Rozprawa doktorska Pani Moniki Toporkiewicz liczy 122 strony maszynopisu i ma
~Klasyczng” konstrukcje. W liczagcym 31 stron wstepie autorka omawia, kolejno: podstawowe
wiadomosci dotyczace biataczek i ich podtoza cytogenetycznego - ze szczegdinym
uwzglednieniem przewlektej biataczki limfocytarnej i roli antyapoptotycznego biatka Bcl-2 w
tym schorzeniu; koncepcje terapii genowej i podstawowe kierunki poszukiwan metod
terapeutycznego transferu materiatu genetycznego do komorek, oraz zastosowanie
wirusowych i niewirusowych nosnikéw kwaséw nukleinowych. Poszczegdlne zagadnienia
omawiane sg kompetentnie, w oparciu 0 obszerng i prawidtowo cytowang literature naukowa
- chociaz wiele poruszonych we wstepie tematdéw nie ma zwigzku z tematyka pracy.
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W dalszym ciggu Wstepu, na stronach od 21 do 25 przedstawione jest zagadnienie
antysensowych oligonukleotydéw jako potencjalnych lekéw przeciwnowotworowych; w tej
kategorii blizej omdwiony jest Oblimersen, przedstawiony jako fosfotiolowany
oligodeoksynukleozyd zawierajacy 18 zasad, skierowany przeciwko genowi biatka Bcl-2.
Oblimersen kilka lat temu byt przedmiotem badan klinicznych jako potencjalna terapia
przewlektej biataczki limfatycznej. Zakonczeniem wstepu jest podrozdziat 5. zatytutowany
J~Naturalne bariery limitujgce efektywne dostarczenie leku genetycznego do komorek
docelowych’, ktdry - moim zdaniem - zastuguje na szczegdlnie wysokg ocene, gdyz w jasny i
uporzgdkowany, wrecz plastyczny sposéb przedstawia trudnosci, jakie na drodze do ,miejsca
docelowego” w komorce napotyka ,lek genetyczny”, taki jak na przyktad antysensowy
oligonukleotyd. W tym podrozdziale zamieszczona jest rycina 6., bedgaca ilustracjg
omawianego zagadnienia. Z duzym prawdopodobienstwem przypuszca¢ mozna, ze jest to
autorskie dzieto doktorantki - jest to bowiem jedyna rycina we wstepie, ktdra nie jest
opatrzona odnosnikiem do zrddta literaturowego. Schemat zamieszczony na tej rycinie jest
bardzo pomocny w wyobrazeniu sobie trudnosci, jakie na swojej drodze pokonywaé musi
kazdy terapeutyczny materiat genetyczny, zanim dotrze do miejsca docelowego - do jadra
komdrkowego albo do cytoplazmy. Z drugiej strony, podpis pod tym schematem jest - moim
zdaniem - mylacy, bo pokazane sg na nim etapy i bariery, ktdre musi pokona¢ nie
~niewirusowy mosnik lekow genetycznych”, lecz lek genetyczny taki jak antysens, ktory na
pierwszych etapach umieszczony jest w nosniku, lecz w nastepnych jest juz z niego
uwolniony. Nie mam watpliwosci, ze autorka o tym doskonale wie, bo przeciez na str. 42
napisata: ,,Uwaza sie, ze gtowng droga wnikania liposomow i lipopleksow do wnetrza komorki
docelowej jest endocytoza... , natomiast proces fuzji bfon pozwala na uwolnienie lipopleksow
lub samego materiatu genetycznego z endosomu.”

Drugg czescig rozprawy jest rozdziat ,,Cel pracy”. Autorka definiuje cel swoich badan jako
~Stworzenie liposomowego nosnika antysensowych oligonukieotydow anty-BCL2
przeznaczonego do celowanej terapii nowotworow krwi pochodzenia B-komorkowegd”,
precyzujac dalej, ze nosnik taki powinien miedzy innymi ,,... chronic zamkniety w nim kwas
nukleinowy przed biatkami surowicy i osocza...”, ,wykazywac niska nieswoistg aktywnosc
cytotoksyczng i hemolityczng”’, oraz dobrze by byto, aby dodatkowo ,,...charakteryzowat sie
[on] zwiekszong toksycznoscig wzgledem komorek docelowych’. Widac tu pewien ktopot ze
zdefiniowaniem faktycznego celu pracy, bo czytelnik nabiera watpliwosci, czy celem tym jest
opracowanie nosnika dla réznych lekdw genetycznych, na przyktad dla réznych
antysensowych oligonukleotyddw, czy tez chodzi o opracowanie konkretnej formy leku w
oparciu o znang substancje czynng o znanym dziataniu przeciwbiataczkowym? Zresztg ten
ktopot zaznacza sie juz w tytule pracy, bo przeciez to nie nosnik leku genetycznego bedzie
przeznaczony do terapii nowotwordw krwi, lecz forma leku ztozona z substancji czynnej leku
umieszczonej w tym nosniku, na przyktad w liposomie.



Kolejne niezgrabnosci pojawiajg sie juz na nastepnej stronie, na ktdrej autorka precyzuje
cele czastkowe, jakie miata osiggng¢ w realizacji celu pracy. Aby unikng¢ nieporozumien
podkreslam od razu, ze kiedy czytelnik gtebiej sie w te cele czgstkowe ,wgryzie”, to okazuje
sie, ze sg one dobrze zaprojektowane, stanowig logiczny cigg zadan prowadzacych do
zatozonego celu - a wiec merytorycznie nie budzg watpliwosci. Tylko Ze nie jest w tej
sekwencji celdow czastkowych jasno okreslone, co byto punktem wyjscia dla prac Pani
doktorantki. Jesli (pkt 1 na str 47) pierwszym celem czgstkowym byto wdoskonalenie
parametrow liposomowego nosnika asODN, to skad wzieto nosnik wyjsciowy ktdry byt przez
nig udoskonalany? Dalej (pkt 3) mowa jest o optymalizacji procesu przytaczania przeciwciat
anty-CD20 do powierzchni liposomow tL-Di czytelnik zgadywac¢ musi, czy te liposomy tL-D sg
tozsame z udoskonalonym nosnikiem asODN. Jeszcze dalej mowa jest o ukierunkowanym
przeciwciatami liposmowym nosniku iL-D zawierajgcym asODN anty-BCL2 - tylko skad sie
wzigt ten antysens anty-BCL2? W sumie: czytelnikowi sporo czasu i intelektualnego wysitku
zabiera zrozumienie, ze - mdéwigc w skrocie - w pracy chodzito o opracowanie i
przetestowanie na modelach in vitro i in vivo liposomowej postaci antysensu o sekwencji
zasad tozsamej z sekwencjg zasad w Oblimersenie. A to, ze opracowana w tym celu
konstrukcja liposoméw moze stac sie platformg do tworzenia postaci réznych lekéw
genetycznych skierowanych przeciwko komdrkom wyposazonym w rézne powierzchniowe
epitopy, staje sie wiadome dopiero po przeczytaniu dyskus;ji. Jak juz jednak zaznaczytem, te
rozne niezgrabnosci nie majg zasadniczego znaczenia, bo cigg badan obejmujacy
optymalizacje konstrukciji liposomédw, ich charakterystyke, ocene toksykologiczng, oraz ocene
cytotoksycznosci in vitro i in vivo na modelu ksenograftu ludzkich komorek chtoniaka Burkitta
do myszy bezgrasiczych zostat prawidtowo zaprojektowany.

Trzecig czeScig rozprawy jest rozdziat zatytutowany ,Materiat i metody”, liczacy 15 stron.
Jego zawarto$¢ wywiera na czytelniku duze wrazenie - gdyz w realizacji oméwionego
powyzej bardzo ambitnego planu badan autorka postuzyta sie znaczng liczbg réznorodnych
metod, miedzy innymi: otrzymywata liposomy i wykorzystata kilka metod biofizycznych do
oceny ich wtasciwosci; przytgczata do nich przeciwciata; zamykata w nich fluorescencyjne
barwniki kalceine ktdrej wyciek monitorowata spektrofluorymetrycznie i DiD ktory
lokalizowata przyzyciowo w myszach przy pomocy urzadzenia Xtreme dla ustalenia
biodystrybucji liposoméw podanych dozylnie; zamykata w liposomach oligonukleozydy;
izolowata biate krwinki z krwi ludzkiej przy pomocy wirowania w gradiencie fikolu; prowadzita
hodowle linii komdrkowych in vitro i badata przezywalnos¢ komérek testem MTT i indukcje
apoptozy wykrywajac fosfatydyloseryne metodg cytometrii przeptywowej z uzyciem aneksyny
po ekspozycji na liposomy i immunoliposomy bez antysensu i z antysensem; oraz - ostatnie,
ale nie najmniej wazne - wykonywata do$wiadczenia na myszach bezgrasiczych z
hodowanymi podskérnie guzami chtoniaka ludzkiego. Wyniki pomiaréw byty analizowane
statystycznie testami nieparametrycznymi. Wykorzystanie w pracy nad doktoratem tak
duzego wachlarza réznorodnych metod, od biofizycznych poprzez hodowle komorkowe, az do
eksperymentdw na zwierzetach zastuguje na pochwate. To wtasnie miedzy innymi ze
wzgledu na te réznorodnos¢ uzytych metod juz na poczatku niniejszej oceny zaznaczytem, ze



doktorantka podofata - moim zdaniem - szczegdlnym wymaganiom, przed jakimi staje badacz
chcacy opracowac nowg metode terapii genowe;j.

Kolejng czescig rozprawy jest liczacy 27 stron rozdziat ,Wyniki”. Autorka prezentuje w nim
w zwartej i uporzadkowanej formie rezultaty poszczegdinych etapdw swoich prac. Ale zanim
czytelnik do tego dotrze, to na pierwszej stronie tego rozdziatu (str. 63 rozprawy) spotyka go
niespodzianka - dowiaduje sie mianowicie, ze ,,punktem wyjscia do konstrukcji
immunoliposomow tL-D byt preparat ljposomow CCL, ktorego sktad objety jest zastrzeZzeniem
patentowym.” 1 jest tu zacytowane miedzynarodowe zgtoszenie patentowe - ktdrego autorka
rozprawy nie jest wspotautorem. Dopiero w tym miejscu staje sie jasne, co bylo punktem
wyjscia i celem pracy. Chodzito przeciez o przetworzenie opracowanego uprzednio w jej
miejscu pracy kationowego liposomalnego nosnika dla lekdw genetycznych (patrz tytut
zgtoszenia patentowego), zwanego - jak twierdzi autorka - liposomami CLL w
immunoliposomy nakierowane na komorki posiadajgce na swojej powierzchni epitopy CD20,
a wiec mogace dostarczac lek genetyczny do limfocytow przewlektej biataczki limfatycznej
ktore sg komorkami CD20+.

Wyniki przedstawione przez autorke - ktorych jest bardzo duzo i nie bede ich wszystkich
omawiat - potwierdzity stuszno$¢ drogi, ktdrg obrata. Okazato sie miedzy innymi, ze
immunoliposomy skierowane przeciwko epitopom CD20 i zawierajgce antysensowy
oligoinukleotyd anty-BCL2 zachowujg sie tak, jak powinny - miedzy innymi sg stabilne
podczas przechowywania, nie ulegajg dezintegracji pod wptywem biatek osocza krwi i sg
wyraznie silniej toksyczne wobec hodowli komérek CD20+ niz wobec hodowli komérek CD20-
(patrz ryc. 18). W szczegodlnosci dotyczy to linii komorek ludzkiego chtoniaka Burkita znanej
pod nazwg Raji, w ktdrej Pani doktorantka metodg Western Blot wykrywata immnoaktywnosc¢
biatka Bcl-2 i stwierdzata jej obnizenie w wyniku inkubacji z immunoliposomami
zawierajgcymi antysens anty-Bcl2 (ryc. 24). Podobny wynik uzyskata eksponujgc na
immunoprzeciwciata z antysensem limfocyty pobrane od pacjenta z przewlektg biataczka
limfocytarng (ryc. 27). Ukoronowaniem przedklinicznych eksperymentéw z
immunoliposomami zawierajgcymi antysens anty-Bcl2 byty eksperymenty na myszach
bezgrasiczych, w wiekszosci rdwniez zakonczone pozytywnymi wynikami. Jednak nie zostata
w tych eksperymentach potwierdzona addytywnos¢ cytotoksycznego efektu
immunoliposomoéw z antysensem anty-Bcl-2 i konwencjonalnego niskoczgsteczkowego
cytostatyku mitoksantronu, zaobserwowana uprzednio na hodowlach komdrkowych. Moze
byto tak dlatego, ze mitoksantron dziata gtdwnie na komdrki proliferujgce? Moze warto by
uzy¢ cytostatyku indukujgcego apoptoze réwniez w limfocytach w spoczynku, kladrybiny albo
fludarabiny?

Ostatnim rozdziatem rozprawy jest liczaca 12 stron Dyskusja, ktdra jest - moim zdaniem -
najlepiej napisang czescig rozprawy, by¢ moze dlatego, ze piszac poprzednie rozdziaty Pani
doktorantka nabyta juz sporego doswiadczenia w pisaniu. Dyskusja zawiera wiele jasno
wyrazonych mysli; wiele z nich - moim zdaniem - powinno by¢ zamieszczone w rozdziatach



Wstep oraz Cel pracy. Na przyktad juz na pierwszej stronie Dyskusji czytamy, ze , Oblimersen
pomimo zastosowania zastgpienia wigzania fosfodiestrowego wigzaniem fosforosiarkowym,
bardzo szybko ulega degradacji...”". Dlaczego ta informacja nie zostata zamieszczona we
Wstepie? Przeciez zawarte tam (na str. 23) stwierdzenie, ze ,,... Oblimersen jest
fosforotiolowanym antysensowym oligodeoksynukleotydem...” nie wyjasnia, na czym
polegata i czemu stuzyta rzekoma fosforotiolacja tej antysensowej sekwencji skierowanej
przeciwko genowi kodujgcemu biatko Bcl-2. Dopiero po przeczytaniu tej uwagi zawartej na
poczatku Dyskusiji staje sie jasne, ze kiedy w rozdziale Materiat i metody (na str 48)
przeczytatem ,,... niemodyfikowane chemicznie oligonukleotydy,[w tym] antysensowy
oligonukleotyd przeciw genowi BCLZ wedtug sekwencji Oblimersenu sodowego...”, to byt to
skrot myslowy. Aby by¢ w tym miejscu dobrze zrozumianym, powinno sie uzy¢
sformutowania ,,0ligonukleotydy zbudowane ze zmodyfikowanych chemicznie
(fosforotiolowanych) zasad”. Prosze bowiem zauwazy¢, ze z pojeciem ,o0ligonukleotyd
zmodyfikowany chemicznie” czytelnikowi ,nie siedzgcemu po uszy” w zagadnieniach terapii
genetycznych skojarzy sie ,normalny” oligonukleotyd, najpierw zsyntetyzowany a potem
chemicznie zmodyfikowany. I dalej, dopiero na samym koncu Dyskus;ji, na str. 101,
znajdujemy mysl, ze ,Jednym z gtownych celow zastosowania nosnika dla leku genetycznego
Jjest koniecznosc zapewnienia ochrony przeciwdziatajgcej degradacji leku przez egzogenne
nukleazy.” Dlaczego autorka nie powiedziata tego w rozdziale Cel pracy?

W przeciwienstwie do Wstepu i Celu pracy, Dyskusja prawie nie zawiera skrétow
mys$lowych ani niedomdwien - zawiera natomiast wiele bardzo trafnych uwag, bez watpienia
$wiadczacych o wysokim stopniu intelektualnej kontroli doktorantki nad poruszanymi
tematami. Chociaz wypomnie¢ mozna, ze na str. 94 znajdujemy znowu nie do konca
poprawng mysl, ze ,,celem projektu byto opracowanie lijposomowego, ukierunkowanego
nosnika lekow genetycznych, skutecznego w terapii nowotworow krwi..."”. Ale pozostate mysili
zawarte w Dyskusiji zastugujg juz tylko na pochwaty, miedzy innymi dlatego, ze wyjasniaja
watpliwosci, jakie zrodzity sie podczas czytania Wstepu. Oto przyktad: na str. 102 Pani
doktorantka napisata, ze "... zastosowanie przeciwciata terapeutycznego ukierunkowujgcego
nosnik ma na celu jedynie selektywne rozpoznanie komorki docelowej, a nie wywotywanie
efekyu terapeutycznego.” To stwierdzenie potwierdza stuszno$¢ moich watpliwosci co do
trafnosci tytutu i kilku sformutowan w rozdziale Cel pracy.

Podsumowujac, rozprawe doktoskg Pani Moniki Toporkiewicz oceniam bardzo pozytywnie.
Moja krytyka ograniczyta sie do wad konstrukcyjnych tego dzieta, ktdre - szczerze méwiac -
nie utatwity mi jego oceny. W rozprawie sg zawarte wszystkie niezbedne informacje, ale
niektore - i to te kluczowe dla zrozumienia istoty opracowanego przez autorke rozwigzania -
zostaty dos¢ skrzetnie ukryte w rozdziatach Wyniki i Dyskusja. Autorka - moim zdaniem - ani
we wstepie, ani w celu pracy nie wyrdznita w wystarczajgcym stopniu Oblimersenu i nie
podkreslita, ze to wiasnie antysens o takiej jak Oblimersen sekwencji, lecz zbudowany z
niemodyfikowanych nukleotyddw, zostat przez nig wybrany do sprawdzenia trafnosci
koncepcji kierowanego dostarczania leku genetycznego do komoérek CD20+. Tytut rozprawy i



omowienie celu pracy odnoszg sie do liposomowego nosnika leku genetycznego, ktdry jako
taki, czyli bez leku genetycznego w Srodku, nie zadziata - co autorka wie, lecz wiedze te
ujawnita czytelnikowi dopiero pod koniec dyskusji. Jednak - jak juz zaznaczytem na poczatku
recenzji - te moje, by¢ moze nieco kasliwe, uwagi majg w istocie drugorzedne znaczenie.
Zycze Pani doktorance, jej Promotorowi i catemu zespotowi, aby opracowane przez nich
rozwigzanie stato sie tg wymarzong ,magiczng kulg” przeciwko biataczkom i innym
nowotworom ztosliwym i otworzyto nowy rozdziat genowej terapii chordb nowotworowych.
Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa spetnia wszystkie wymagania stawiane
pracom na stopien naukowy doktora i wnosze o dopuszczenie Pani Moniki Toporkiewicz do
dalszych etapéw postepowania. Wnioskuje takze o wyrdznienie rozprawy.
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