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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Jana Procka ,, Projektowanie, wytwarzanie i

charakteryzacja nanofarmaceutykow na przyktadzie disulfiramu”.

Rozprawa doktorska mgr inz. Jana Procka ,Projektowanie, wytwarzanie i
charakteryzacja nanofarmaceutykow na przykladzie disulfiramu” jest monografig
przedstawiajacg wyniki badan dotyczacych opracowania roznych strategii dostarczania
disulfiramu i jego pochodnych do komoérek nowotworowych z wykorzystaniem
liposomowych nosnikow. Przygotowana w laboratorium prof. Marka Langnera,
$wiadczy o duzym znawstwie zaréwno probleméw metodycznych jak i badanych
obiektow.

Praca sklada si¢ z czterech glownych rozdzialow (Wstep, Materialy, Metody i
polgczone Wyniki z Dyskusjg), w ktérych autor przedstawit podstawowe informacje
dotyczace nanofarmaceutykéw w terapii nowotworowej, disulfiramu - znanego od lat
jako Esperal w leczeniu alkoholikéw, jego aktywnosci przeciwnowotworowej,
noénikéw lekéw 1 raka watrobowokomorkowego (24 strony), materiatow i
metodologii eksperymentéw (24 strony) tj. przygotowania liposomow, metodyki
pomiaru rozmiardw agregatdw, wykorzystania techniki chromatografii cieczowej
(HPLC) do oznaczania zawartosci disulfiramu i lipidu w btonach, oznaczania
zawartosci jonéw miedzi wewnatrz liposomow, interakeji disulfiram-albumina i opis
hodowli komérek nowotworowych w reakeji na disulfiram. Czg$¢ dotyczacg wynikow
wlasnych i dyskusji (40 stron) autor zorganizowal w logiczny ciag, w ktorym
przedstawil dane opisujace dostarczanie nanofarmaceutykéw do komorek raka
watrobowokomérkowego, —okreslenia  lokalizacji disulfiramu w dwuwarstwie
lipidowej, wykorzystania cyklodekstryn i jonow miedzi do zamykania disulfiramu,
interakcji  disulfiram-albumina i wreszcie aktywnosci  przeciwnowotworowej
disulfiramu dostarczonego w liposomach. Pracg zamyka Podsumowanie (3 strony) 1

196 pozycji literaturowych.
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Rozprawe¢ otwiera nieco przydlugie, ale zawierajace istotne osiagniecia,
dwustronicowe Streszczenie, w ktorym znalazly si¢ niezbyt szczgsliwe okreslenia, jak
.administracja dwéch lekéw w nosniku”, w odniesieniu do umieszczenia, podawania,
a nie zarzadzania, czy ,,zbadano wplyw skladu lipidowego wielkosci gradientu jonow
miedzi” — nie bardzo rozumiem jak mozna bada¢ sklad wielkosci. Niestety takich
potknie¢ natury redakcyjnej jest wigcej i wymieniam je na koncu recenzji.

Wstep jest wyczerpujacym i interesujacym opisem badanych obiektow i
stosowanych metod na tle dostepnej literatury, chociaz Autor nie wykazat si¢ peing
starannoscig np. w odniesieniu do cytowanej literatury, w ktorej raz podawane sg
nazwiska wszystkich autoréw, a w innych wytacznie pierwszego. Rowniez wysoka
warto$¢ merytoryczng ostabiajg inne usterki natury technicznej. W tekscie brak
odniesienia do Rys 2. Na stronie 5 pojawiaja si¢ reszty aminokwasowe dehydrogenaz
aldehydowych, a wsérdd nich glutamina, podczas gdy powinien by¢ glutaminian. W
schemacie reakcji (Rys. 2) wymienia si¢ S-metylotransferaze nie podajac o jaka
konkretnie chodzi a jest ich wiele. Nazwy zwiazkow (Rys 2.) sg roznie pisane: raz z
fragmentami angielskimi (thio) a innym polskimi (tio). Ze zdaniem ,po
zidentyfikowaniu nowego celu molekularnego skutecznosé¢ leku moze by¢ oceniana w
fazie drugiej badan klinicznych” mozna dyskutowaé, gdyz droga od czasteczki
aktywnej i biatka, ktore moze by¢ jej celem do badan klinicznych jest niezwykle dluga
i kosztowna. W dalszej czg¢sci doktorant bardzo interesujgco przedstawil teorie i
modele rozrostu tkanek nowotworowych w tym model ewolucyjny nowotworowych
komorek macierzystych Chiby i wsp. z 2016 r.

Kolejne strony to rownie interesujacy opis interakcji disulfiram - jony Cwt i
Zn*" 1 ich roli w leczeniu guzéw litych i wptywu nie tylko na dehydrogenazy
aldehydowe, ale takze szlak kinaz MAPK. Nieco denerwujg skany w ,,mikroskali”
wielu rysunkéw z oryginalnych publikacji z prawie nieczytelnymi opisami jak np.
Rys. 5, podobnie jak w dalszej czgs$ci pracy rysunki z wynikami.

Nastepne fragmenty dotycza opisu metod leczenia raka watrobowokomoérkowego 1 w
tym kontekscie nanofarmaceutykow, ktore jak stusznie Autor zauwaza nie rozwigzuja

problemu opornosci wielolekowej ale zwigkszaja jego stgzenie w tkance docelowej. W
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koncu wstepnej czesci opisano techniki zamykania substancji w liposomach i warunki
strukturalne, ktére musi spetniaé liposom by stanowi¢ skuteczny nosnik leku, a takze
niezwykle wazna informacja o publikacji z 2014 roku Liu i wsp., ktéra opisuje
badania o podobnej tematyce w stosunku do tego nad czym pracowat Doktorant, tyle,
ze w odniesieniu do raka piersi. Ciekawe czy Autor pracy probowat si¢ skontaktowac
z ta grupa w celu uzyskania informacji o procedurze przygotowania liposoméw ew.
czy ukazaly sie kolejne prace tych uczonych.

Cele i zalozenia pracy opisano jasno na jednej stronie chociaz mozna byto ograniczy¢
sie do pierwszego zdania o ,.opracowaniu nanofarmaceutyku z disulfiramem” 1
wypunktowanych na koncu celow szczegétowych. Reszta w gruncie rzeczy jest
powtdrzeniem streszczenia.

Zarbwno opis Materialéw, jak i Metod badawczych nie budzi wigkszych
zastrzezen. Mozna oczywiscie dyskutowaé ze stwierdzeniem (str. 35), ze HPLC jest
jednym z najszerzej stosowanych narzedzi do oznaczania stgZenia zwigzkow w
mieszaninach, czy brakiem chromatografii powinowactwa ws$réd technik
chromatograficznych, a takze zbyt szczegétowym opisem aparatu do HPLC czy
detektora ELS. Natomiast pomyst by w tej czgsci przedstawi¢ przykladowe
chromatogramy (Rys. 21-23) cho¢ nowatorski jest do zaakceptowania, jakkolwiek
réwnie dobrze mozna by je umiesci¢ w wynikach, badZ suplemencie. Drobna uwaga
dotyczy Rys.23, na ktérym jednostki powierzchni wyraza si¢ w mV/min! W dalszej
cze$ci opisano autorska metode oznaczania miedzi wewnatrz liposomow z uzyciem
czeri eriochromowej. Ponownie Rys. 27 i 28 sa niezwykle mato czytelne. W
szczegodlnosci na 2-gim i 3-cim panelu Rys.27 powinny by¢ po cztery krzywe, a sg po
dwie, a pisanie widma absorbcyjne, zreszta powtérzone na nastgpne; stronie i Rys. 60
jest wstydliwe. Podpis do Rys. 28 (panel prawy), podobnie do innych zawierajacych
dane eksperymentalne, jest niejasny i nie zawiera podstawowych danych
eksperymentalnych. Wobec czutosci metody oznaczania miedzi nasuwa si¢ pytanie
czy woda uzywana do eksperymentéw byla specjalnie przygotowywana w celu
usuniecia jonéw metali. W opisie badan interakcji disulfiram-albuminy pojawia si¢

okreslenie dotyczace korekcji na wewnetrzny efekt filtracyjny gdy zapewne chodzi o
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tzw. efekt filtra wewnetrznego (ang. inner filter effect) zwiazany z zanizaniem
intensywnosci fluorescencji wobec zbyt stezonych roztwordéw fluorofora.

W nastgpnym podrozdziale Doktorant szczegélowo opisal metodologie
pomiaru statej wigzania disulfiramu do albumin w oparciu o pofaczone analizy
krzywych wygaszania fluorescencji reszt tryptofanylowych albumin w modelu Sterna-
Volmera i réwnania Scatcharda co bylo dos¢ karkotomnym zadaniem z powodu
stopnia komplikacji ukfadu (fluorofory w réznym mikrootoczeniu, do$¢ niskie
wydajnosci kwantowe fluorescencji, potencjalnie r6zne miejsca wiazania itd.). Wydaje
sie, ze krzywe S-V powinny by¢ nieliniowe, a konieczne pomiary czaséw zycia
stanow wzbudzonych. Z drugiej strony w przypadku reszt tryptofanylowych mamy z
reguly do czynienia z wielosktadnikowymi krzywymi zaniku fluorescencji np. dla
HSA 0,8; 3,6 i 7,2 ns, a dla BSA uktad sie jeszcze bardziej komplikuje gdyz to biatko
ma dwie lub trzy reszty Trp (zaleznie od ewentualnej sekwencji sygnatowej) czego
niestety nie zauwazono. Rys. 34 przedstawia schemat budowy aparatu do pomiaréw
kinetycznych technikg zatrzymanego przeplywu. Prositbym o wyjasnienie jaki wptyw
moze mie¢ dyfuzja w komorze pomiarowej wobec az 60-cio sekundowego czasu
pomiaru stopnia hemolizy.

Wyniki i dyskusja stanowig jeden rozdzial co powoduje, ze np. pierwszy
podrozdzial 6.1 zajmujacy dwie i p6t strony stanowi opis funkcjonowania watroby nb.
bardziej pasujacy do Wstgpu i nie zawiera wynikow. W rozdziale 6.2 przedstawiono
interesujace wyniki dotyczace lokalizacji disulfiramu w btonie lipidowej. Rozumiem,
ze Doktorant postugiwat si¢ w obliczeniach oprogramowaniem fluorymetru to jednak
btad we wzorze 22 na anizotropi¢ fluorescencji nie powinien si¢ znalez¢ w tekscie, w
ktorym w mianowniku zamieniono znak. Jesli chodzi o interpretacje wynikow to nie
do konfica zgadzam sie z wnioskiem ptyngcym z Rys. 39, wg ktorego disulfiram nie
wplywa znaczaco na uporzadkowanie lipidow w liposomach. Wg mnie zmiana
anizotropii na poziomie 0.04 to wcale nie taka mata zmiana i probowatbym wynik
zweryfikowaé¢ metoda niezalezng. Prositbym o komentarz w tym zakresie. Wnioski

plyngce z pomiarow czasdéw zycia o centralnej lokalizacji disulfiramu w dwuwarstwie
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lipidowej, wydaja sie poprawne i wazne w kontekscie pracy jednak oryginalne krzywe
zaniku niewatpliwie uwiarygodnilby je jeszcze bardziej.

Wykorzystanie cyklodekstryn do biernego zamykania disulfiramu we wnetrzu
liposoméw samo w sobie nie stanowi nowosci naukowej, natomiast ekstruzja zelu
lipidowego w opisywanym ukladzie bez watpienia jest 1 stanowi duze osiggnigcie
recenzowanej pracy. Metoda pozwala na wydajne zamykanie duzych molekut w
liposomach. Jedynie mam watpliwos¢ czy rzeczywiscie wydajnos¢ zamykania HPBCD
zalezy od st¢zenia zwiazku (Rys. 45).

Kolejne interesujace rezultaty dotycza aktywnego tadowania disulfiramu do
liposoméw na dwa sposoby: z wykorzystaniem EDTA jako chelatora niezamknigtych
jonéw miedzi i sacharozy jako regulatora cisnienia osmotycznego. Niejasna dla mnie
jest uwaga (str. 72) dotyczaca buforowania roztworu i wydajnosci tworzenia
kompleksu disulfiram-jony miedzi skoro w pracy nie badano wptywu buforu na te
reakcje, a zdanie na stronie 76, ze pomiary aktywnego zamykania disulfiramu
prowadzono w buforze Tris/NaCl pH 6 jest nie najbardziej precyzyjna, gdyz w tym pH
Tris nie jest buforem (pK 8,06; zakres buforowania 7-9,2), chociaz na interpretacje
wynikéw nie powinno to mie¢ wplywu. Rys. 57-59 opisano jako widma emisyjne
tryptofanu w HSA i BSA. Problem w tym, ze BSA ma dwie reszty tryptofanylowe i
stad interpretacja wynikow dla albuminy wotowej jest bardzo problematyczna. Zresztg
w obu przypadkach, przy wyznaczaniu statych dysocjacji disulfiram-biatko nie
osiagnigto wysycenia (Rys. 61-63) co uniemozliwia ich poprawne wyznaczenie, a
ewentualnie ocene jakosciowa. Co wigcej trudno interpretowac dane z Tab. 10 skoro
nie przedstawiono jednostek Kp. To samo dotyczy Rys. 65. i statych asocjacji.
Interpretujagc wyniki w oparciu o analize¢ Scatcharda dobrze byloby przedstawi¢
otrzymane krzywe. Do§wiadczenia recenzeta z ich stosowaniem w prostym przypadku
interakcji biatko — hormon, pokazuja, jak niezwyklej precyzji pomiardw wymagajg.
Zmiany liczby miejsc wiazacych w zakresie 0.5 — 1 (Rys.65) oznaczajg, ze wszystkie
maja 1 miejsce i nie interpretowatbym ich jako wieksze czy mniejsze.

Koncowe wyniki bardzo waznych i interesujacych eksperymentow s3 zwigzane
z aktywnoscig przeciwnowotworowg disulfiramu zamknietego w liposomach.
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Wykorzystujac nowotworowe linie komoérkowe Autor w sposéb wiarygodny

przedstawil skuteczno$¢ disulfiramu wyrazajaca si¢ ograniczong przezywalnoscig
komorek.

Prace zamyka trzystronicowe podsumowanie, ktére wypunktowuje
najwazniejsze osiggniecia rozprawy i do ktorych oprocz samego pomystu na
»specjalizowane” liposomy zaliczylbym okreslenie lokalizacji leku w dwuwarstwie
lipidowej, ktére w konsekwencji pozwolito zoptymalizowa¢ sktad btony, nastepnie
opracowanie metody oznaczania skfadnikéw formulacji liposomowej =z
wykorzystaniem techniki HPLC i tym samym opisanie wptywu ksztaltu czasteczki
lipidu na wydajno$¢ zamykania disulfiramu we wngtrzu dwuwarstwy. Do sukcesu
pracy zaliczam réwniez ciagle wstepne, ale wartosciowe wyniki dotyczace
nanofarmaceutyku zawierajgcego kompleksy disulfiram - jony miedzi. Natomiast z
ostatnim zdaniem w podsumowaniu, 0 wyznaczeniu statych dysocjacji lek-albumina,
nie zgadzam sie, chyba ze Doktorant mnie przekona podczas obrony.

Badania zaprezentowane w przedstawionej do recenzji pracy pokazuja, ze pan
mgr Jan Procek zdaje sobie sprawe z mozliwosci bardzo wielu metod biofizycznych
oraz, ze potrafi je stosowac, chociaz wydaje si¢, ze w kilku przypadkach poszedt nieco
za daleko z interpretacja. Prace takie maja ogromne praktyczne znaczenie dla
zrozumienia mechanizméw wprowadzania lekow, biatek lub materialu genetycznego
do komorek.

Uwagi recenzenta w niewielkim stopniu obnizaja wysoka oceny pracy, a maja
uscislic moje watpliwosci i w wiekszosci odnoszg si¢ do stylu pracy, ktérej nieco
zabraklo ostatniego szlifu, a nie zawarto$ci merytorycznej i czesto maja charakter
redakcyjny lub dyskusyjny. Mam nadzieje, ze pomoga doktorantowi w dalszej pracy
naukowej. Pan mgr inz. Jan Procek okazat si¢ sprawnym eksperymentatorem, ktory
opanowat technologi¢ przygotowywania modelowych liposomoéw, jak rdwniez szereg
zaawansowanych technik fluorescencyjnych, pracy z liniami komoérkowymi i
przedstawit wiarygodne wyniki, ktore stanowia zamknigta catos¢.

Podsumowujac moge stwierdzi¢, ze rozprawa doktorska mgr inz. Jana Procka
spelnia wymagania stawiane w art. 14 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach

naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z
6
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2014 r. poz. 1852 z p6ézn. zm.), oraz stosownie do par. 6 ust. 3 1 4 rozporzadzenia

MNiSzW z dnia 30 pazdziernika 2015 r., stanowi oryginalne rozwigzanie naukowe,
wykazuje wiedze teoretyczna Autora i umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej. W zwigzku z powyzszym wnosz¢ do Wysokiej Rady Wydziatu
Podstawowych Probleméw Techniki Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie mgr
inz. Jana Procka do dalszych etapéw postgpowania doktorskiego.

(AN

prof. dr hab. inz. Piotr Dobryszycki

7 recenzenckiego obowigzku wymieniam drobne bledy, ktore nie umniejszaja

warto$ci merytorycznej pracy, aczkolwiek ich ilos¢ nieco przekracza standardy:

1. Mam watpliwo$é czy uzycie stowa charakteryzacja, zardwno w tytule
rozprawy jak i w celach jest prawidtowe, lepsza bytaby charakterystyka.
2. Tytut podrozdziatu 5.12 — jest ,,hodowli ...” zamiast ,,hodowle...”

(O8]

Pomieszanie nazw angielskich i polskich zwiazkéw chemicznych: Tab. 2 (np.
dehydroascorbic acid, ale oksaliplatyna(prodrug), copolimer/kopolimer itd.
Spis skrotéw — cze$é nazw angielskich mimo, ze maja polskie odpowiedniki.
Str. 2, disulfriam”

Str. 8 ,,W 2100 roku szacowany koszt byt ....szacowany...”

Str. 14 ,,reticulu endoplazmatyczne”

Str. 22 ,, ...blony .... uformowana,,

M Ooee L o WAL R

Str. 26 ,, inhibitor kinazy 1 aktywowanych mitogenami”

10. Str 28. — brak stowa celéw w zdaniu ,, W rozprawie przedstawiono ....”
11. Str29 —,, ... wykorzystano ... jednego .....znacznikow”

12. Str. 37 —,,Evaorative...”

13. Str. 45 — , Krzyw”

14. Str. 48 —.,...proporcjonalne...”

15. Str. 51 —,,.. ligandnu..”

16. Str. 51 — ,, odpowiadajg zmiang entalpii...”
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17. Str. 56 — .,...intensywnosci fluorescencji ... posiadajg niskg wydajnosé

kwantowq fluorescencji....”
18. Str. 63 — ,lipisomy..”
19. Str. 64 — [?] brak odno$nika
20. Str. 70 —,,...zawady sferyczne...”
21.8tr. 71 — ,, ...w przypadku rak wqgtrobowokomdrkowy”
22.Str. 71 — odnos$nik do str. 61 - 7777
23. Str. 72 —,,...wykrycie jony miedzi...
24.Str. 77 —,, ...stezenie albumin.. wacha sig..” !!!!!!
25. Str. 82/83 — btad w numeracji; brak rysunku 66
26. Str. 89 — (rozdzial 2.5) nie zawiera informacji o wptywie jonéw miedzi
27. Str.90 — odwotanie do Rys. 76 dotyczy Rys. 77.

28. Dobrym zwyczajem jest pisanie okreslen anglojezycznych italicami.
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