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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. inz. Jana Procka
p.t. ,Projektowanie, wytwarzanie i charakteryzacja nanofarmaceutykéw
na przyktadzie disulfiramu”

Nowotwory ztosliwe sg jednym z gtdwnych zagrozen zdrowotnych w krajach
wysoko rozwinietych. Mimo wprowadzania do kliniki lekéw o nowatorskich mechanizmach
dziatania (takich jak inhibitory kinaz, czy przeciwciata monoklonalne) podstawg
chemioterapii onkologicznej pozostaja , klasyczne” leki cytotoksyczne, ktdre sg z reguty
bardziej toksyczne dla komdrek nisko zréznicowanych i szybko dzielgcych sie
(proliferujgcych), a znacznie mniej dla komadrek wysoko zréznicowanych
i nieproliferujgcych. Jednak w organizmie pacjenta chorego na nowotwor ztosliwy oprécz
komérek nowotworowych komdrkami szybko dzielgcymi sie sg takze zdrowe komaérki
szpiku kostnego, komarki nabtonkowe, itp. Totez lek cytotoksyczny podany uktadowo,
np. doustnie lub infuzjg dozylng, dziata toksycznie nie tylko na komdrki nowotworowe,
lecz réwniez na zdrowe, szybko proliferujgce komarki, wywotujac niebezpieczne efekty
niepozadane takie jak matoptytkowos¢, leukopenia, anemia itp. Wiele lekéw stosowanych
w chemioterapii nowotwordw powoduje ponadto zaskakujgce efekty niepozgdane,
dziatajgc toksycznie np. na miocyty miesnia sercowego. Innym powaznym problemem
zwigzanym z ,klasyczng” chemioterapiag nowotwordw jest zjawisko lekoopornosci,
narastajgca podczas terapii utrata wrazliwosci komérek nowotworowych na leki
cytotoksyczne. Z powyzszych wzgledéw poszukiwanie nowych podejs¢ do chemioterapii
nowotwordw nalezy nieustajgco do priorytetowych zagadnien farmacji i medycyny.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pana mgr inz. Jana Procka wpisuje
sie w ten priorytet. Ma ona charakter interdyscyplinarny, gdyz dotyczy z jednej strony
technologii nanoczasteczkowych form lekéw, a z drugiej strony - na przyktadzie disulfiramu
- jej potencjatu do praktycznego zastosowania w terapii nowotwordw. Tematyka rozprawy
jest - moim zdaniem - bardzo trafnie wybrana. Nanoczgsteczkowe (w szczegdlnosci
liposomalne) formy lekéw znajduja coraz wiecej zastosowan w onkologii, stwarzajac
mozliwosci selektywnego kierowania chemioterapeutykéw do ognisk nowotworowych
i - co za tym idzie - potegowania efektdw leczniczych przy zmniejszaniu efektéw
niepozgdanych. Natomiast disulfiram, jest dla onkologii lekiem bardzo interesujgcym,
gdyz nie jest ,klasycznym” cytostatykiem i jest marginalnie toksyczny wobec komérek
nienowotworowych.

1/5



POLSKA AKADEMIA NAUK

02-106 Warszawa

ul. A. Pawinskiego 5
Tel.: (0-22) 668 52 50
Fax: (0-22) 668 55 32
www.imdik.pan.pl

Rozprawa jest w sposdb typowy podzielona na rozdziaty, przy czym rozdzielone
zazwyczaj w rozprawach doktorskich czesci Wyniki i Dyskusja sg potagczone w jeden
rozdziat. Jest to opracowanie obszerne, liczagce 94 strony tekstu podstawowego, 77 rycin
(fotografii i wykresdw) oraz spis 196 cytowanych pozycji literaturowych. Uktad pracy jest
klarowny i przejrzysty.

Wstep zawiera liczgce 25 stron wprowadzenie w tematyke badan podjetych przez
Doktoranta. Najpierw, bardzo skrétowo lecz trafnie, przedstawione sg w nim korzysci, jakie
dla terapii onkologicznych moze przynies$¢ zastosowanie nanofarmaceutykéw. Nastepnie,
kompetentnie, w oparciu o dobrze dobrane piSmiennictwo, Autor omawia farmakologie
disulfiramu w aspekcie tradycyjnego zastosowania tej substancji do tzw. awersyjnej terapii
alkoholizmu. Nie moge sie jednak w tym momencie powstrzymac¢ od uzupetnienia
informacji podanych przez Pana Doktoranta o pewne zaskakujgce fakty zwigzane z wczesng
historig tej substancji. Disulfiram, zsyntetyzowany w Berlinie w roku 1881 przez
Grodzkiego, 20 lat pdZniej znalazt zastosowanie w przemysle gumowym jako akcelerator
procesu wulkanizacji. W roku 1937 amerykanski lekarz nazwiskiem Williams opisat w liscie
do czasopisma JAMA nietolerancje alkoholu etylowego wywotang u robotnikéw
eksponowanych w fabryce gumy na pyt zawierajgcy disulfiram i zasugerowat, ze substancja
ta mogtaby stuzy¢ do leczenia alkoholizmu. Sugestia ta nie doczekata sie praktycznego
zastosowania az do roku 1943, kiedy podobny efekt zauwazyli duriscy biochemicy Jacobsen
i Hald, ktorzy w Kopenhadze prowadzili badania z disulfiramem jako potencjalnym lekiem
przeciwko pasozytom jelitowym. Tolerancje na ten specyfik badacze ci sprawdzali na sobie
samych, a odkrywszy iz wywotuje on silng nietolerancje na alkohol etylowy - doprowadzili
do jego praktycznego zastosowania do leczenia alkoholikdw.

Nastepny podrozdziat Wstepu dotyczy poszukiwania nowych wskazan dla znanych
lekdw, co jest okreslane w literaturze anglojezycznej terminem repurposing. Skréotowe, ale
trafne poruszenie tego tematu umozliwito Autorowi zgrabne przejscie do kluczowego dla
rozprawy doktorskiej zagadnienia przeciwnowotworowej aktywnosci disulfiramu. Stusznie
wskazat On, ze jednym z mechanizmdw odpowiadajgcych za aktywnosé
przeciwnowotworowg tej substancji jest nieodwracalne hamowanie dehydrogenaz
aldehydowych (to dzieki temu znalazta ona zastosowanie w terapii awersyjnej
alkoholizmu), podczas gdy drugi wazny mechanizm toksycznosci disulfiramu wobec
komodrek nowotworowych zwigzany jest z chelatowaniem jondw cynku i przede wszystkim
miedzi. Ze wzgledu na wyksztatcenie Autora, ktdre nie jest medyczne ani biologiczne, lecz
techniczne, pozytywnie zaskoczyty mnie liczne i trafne odwotania do wynikéw badan
klinicznych dotyczgcych stosowania disulfiramu w terapii onkologicznej, przygotowane nie
tylko na podstawie naukowej literatury medycznej, ale takze prowadzonego przez
amerykanskie National Library of Medicine i National Institutes of Health rejestru badan
klinicznych ClinicalTrials.gov.

Kolejny podrozdziat Wstepu poswiecony jest pierwotnemu rakowi watroby
zwanemu takze rakiem watrobowokomdrkowym badz hepatomg. Omdwione sg w nim
epidemiologia i etiopatogeneza tego nowotworu, oraz aktualnie stosowane strategie
terapeutyczne. Musze przyzna¢, ze zdziwito mnie to, co Pan Doktorant napisat na str. 14,
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a mianowicie, ze Strategia leczenia raka wgtrobowokomdrkowego obemuje we wczesnej
fazie resekcje wgtroby lub jej transplantacje, zaleznie od ilosci i wielkosci ognisk choroby.
Wydawato mi sie bowiem, ze transplantacje narzgdowe s3 zawsze ,,ostatnig deskg
ratunku”, tak jak to jest w przypadku przeszczepdw serca albo nerek. Jednak, nie bedac
transplantologiem, postanowitem nie krytykowac tego, co Pan Doktorant napisat, bez
sprawdzenia. No i na moje szczescie, bo w przyjetych w roku 2012 miedzynarodowych
rekomendacjach w sprawie przeszczepdw watroby u pacjentdw z hepatoma stwierdzono,
ze - ze wzgledu na ograniczong podaz narzaddw - przeszczepy te nalezy wykonywac jedynie
u pacjentéw z niewielkim obcigzeniem organizmu nowotworem, gdyz wyniki leczenia
przeszczepem sg u takich pacjentdw najlepsze.

W obszernym podrozdziale 2.6. Nosniki lekéw omdwione sg rézne rodzaje
nanofarmaceutykdw, takie jak polimery, micele, czy dendrimery. Najwiecej uwagi Autor
poswieca liposomom, przedstawiajgc nie tylko ich strukture, ale réwniez podstawowe
metody ich otrzymywania i wprowadzania do nich substancji farmakologicznie czynnych,
ktdre - co z pozoru wydaje sie oczywiste - sg odmienne dla lekdw hydrofilowych i
lipofilowych. Sporo uwagi poswiecit Autor metodom ,,aktywnego zamykania” substancji
w liposomach - przy czym moze trafniejszym bytby tu termin ,aktywne tadowanie”.

Rozdziat Cele i zatoZenia pracy zwiezle podaje postawione przez Autora zadania
badawcze. Kolejne rozdziaty, Materiaty i Metody zawierajg dane dotyczgce wykorzystanych
W pracy materiatdéw oraz réznorodnych metod badawczych. Godny podkreslenia jest fakt
zastosowania przez Doktoranta szerokiej gamy technik badawczych oraz samodzielne
opracowanie metod analitycznych wykorzystanych do przeprowadzenia doswiadczen
opisanych w rozprawie. Nalezy zauwazy¢, ze zastosowane techniki — zaréwno ogélnie
znane, jak i nowoopracowane przez Doktoranta, sg adekwatnie dobrane do celéw badan.
Doswiadczenia zostaty przeprowadzone rzetelnie i opisany sposéb ich wykonania nie budzi
zadnych zastrzezen.

W potaczonym rozdziale Wyniki i Dyskusja Autor wykazat sie dobrg znajomoscia
literatury przedmiotu oraz dojrzatoscig interpretacji uzyskanych wynikéw. Duze wrazenie
robig rozmieszczone w poszczegdlnych rozdziatach liczne ryciny. Rozprawe wieniczy rozdziat
,Podsumowanie”, w ktérym Autor rekapituluje zatozenia i cel pracy oraz zgrabnie
przedstawia uzyskane wyniki i ptyngce z nich wnioski, wykazujac zrealizowanie zatozonego
celu oraz podkreslajgc dodatkowe osiggniecia — w tym opracowanie nowych metod
badawczych.

Doktorant przeprowadzit potrzebne i nowatorskie badania majgce na celu
opracowanie nowej formy leku dla terapii raka watrobowokomarkowego. Dobdér modelu
doswiadczanego zostat dokonany wtasciwie i byt poparty dogtebng znajomoscia fizjologii
watroby i patofizjologii raka watrobowokomadrkowego. W pracy przedstawiono kolejne
etapy prowadzace do uzyskania nanofarmaceutyku. Zawarty jest w niej m.in. opis szeroko
zakrojonych badan nad réznymi formami nosnikdw liposomowych oraz nad lokalizacjg
disulfiramu wprowadzanego do nosnika w jego dwuwarstwie lipidowej. Doktorant wykazat,
ze disufiram znajduje sie w centralnej czesci dwuwarstwy lipidowej. W kolejnym kroku
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analizowat mozliwo$¢ opracowania nosnikéw zawierajgcych disulfiram i jony miedzi,
wzmacniajgce efekt terapeutyczny. Badania te zaowocowaty m.in. opracowaniem techniki
pozwalajgcej na zamykanie w liposomach zadowalajacej ilosci wprowadzanego kompleksu.

Na potrzeby pracy Doktorant opracowat ilosciowe metody analityczne
umozliwiajace chemiczne i fizykochemiczne scharakteryzowanie wytworzonych liposomow.
Metody te, oparte przede wszystkim na wysokosprawnej chromatografii cieczowej,
postuzyly do okre$lania sktadu wytworzonych liposomdw. Doktorant badat réwniez
zachowanie sie we krwi liposomowej formy disufiramu i profil jego toksycznosci wobec
wybranych linii komérkowych. Badania cytotoksycznosci wykazaty, ze podawanie
disufiramu w postaci liposomowej nie zmienia efektu toksycznego wywieranego na
komarki w porédwnaniu do disufiramu rozpuszczonego w DMSO.

Niewiele mozna zarzucié rozprawie Pana mgr inz. Jana Procka, totez krytyczna czes¢
recenzji nie bedzie zbyt obszerna. Moje gtéwne zarzuty dotyczg kolejnosci omawiania
zagadnien. Wydaje mi sig, ze tematyka podrozdziatu 2.1. Nanofarmaceutyki w terapii
przeciwnowotworowej jest najblizsza tematyce podrozdziatu 2.6. Nosniki lekow, podczas
gdy rozdzielajgce je podrozdziaty 2.2., 2.3. i 2.4. dotyczgce disulfiramu tgczg sie tematycznie
z podrozdziatem 2.7. Disulfiram w nanonosnikach. Z kolei rozdziat Wyniki i dyskusja
rozpoczyna sie podrozdziatem 6.1. Strategia dostarczania nanofarmaceutykdéw do raka
wgtrobowokomdrkowego, w ktorym przede wszystkim przedstawione sg podstawowe
informacje o budowie i funkcjach zdrowej watroby, a mniej miejsca zajmujg informacje na
temat charakteru zmian patologicznych zwigzanych z hepatoma, ktére majg znaczenie dla
projektowania nanofarmaceutykdéw majacych dostarczaé lek preferencyjnie do ognisk tego
guza. Informacje o budowie i funkcjach zdrowej watroby nie majg w istocie znaczenia dla
tematyki rozprawy, natomiast opis charakteru zmian patologicznych w hepatomie jest
nieco zbyt pobiezny. W szczegdlnosci brak tam - jak i w catej rozprawie - informacji na
temat naczyn limfatycznych w ogniskach nowotworowych - a przeciez sadzi sig, ze to
wtasnie zmiany naczyn limfatycznych w obrebie ognisk nowotwordw ztodliwych maja
kluczowe znaczenie dla selektywnego wychwytu nanofarmaceutykdéw takich jak liposomy.
W kazdym razie tematyka tego podrozdziatu nie dotyczy ani wynikdw ani ich dyskusji, lecz
raczej zatozen pracy - totez powinien on by¢ umieszczony we wstepie.

Pozostate uwagi krytyczne majg juz znaczenie zupetnie marginalne. Wigkszos¢
ilustracji ma zbyt mate rozmiary, co znacznie utrudnia ich przyswojenie. Dla przykfadu,
widma emisyjne pokazane na ryc. 37 (str. 57) i ryc. 38 (cze$¢ lewa) naktadajg sie na siebie
tak doktadnie, ze duzo czasu zabrato mi zrozumienie, ze ryciny te faktycznie pokazuja
widma uzyskane dla liposoméw z rézng zawartoscia disulfiramu. (Trzeba byto poda¢
w opisie ryciny, ze widma naktadajg sie na siebie). We wstepie, w Tabeli 2 dotyczacej
sktadnikéw nanofarmaceutykéw testowanych pod katem dostarczania lekdw do raka
watrobowo-komaodrkowego wymieniona jest atorwastatyna, inhibitor syntezy cholesterolu -
ktéry co prawda ma aktywnos¢ przeciwnowotworowg, ale cytowana przez doktoranta
publikacja nie dotyczy uzycia tego leku do terapii nowotworu, lecz do obnizania stezenia
cholesterolu w krwi. Z kolei na poczatku Dyskusji, na str. 54, Pan Doktorant dwukrotnie uzyt
nazwy Komdrki Borowicza-Kupfera - podczas gdy wtasciwa nazwa tych komarek, osiadtych
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Powyzsze uwagi nie wptynety jednak w znaczagcym stopniu na ocene rozprawy,
ktdérg oceniam bardzo pozytywnie. Z przyczyn wskazanych powyzej uwazam, Ze spetnia ona
warunki okreslone w artykule 13 Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym ... i w
zwigzku z tym sktadam Wysokiej Radzie Politechniki Wroctawskiej wniosek o dopuszczenie
pana mgr. inz. Jana Procka do dalszych etapdw przewodu doktorskiego. Wnioskuje takze o
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