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OCENA

rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Piktel pt. “Aktywno$¢ przeciwnowotworowa nanoczgsteczek
magnetycznych sfunkcjonalizowanych analogami kationowych peptydéw przeciwbakteryjnych” wykonanej
pod kierunkiem prof. dr hab. Roberta Buckiego z Samodzielnej Pracowni Technik Mikrobiologicznych i

Nanobiomedycznych Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.

Terapia howotworéw, pomimo zaangazowania ogromnych $rodkow finansowych oraz naktadu pracy, do
dnia dzisiejszego nie jest zadowalajgca. Staly postep wiedzy dotyczacy patofizjologii komdrki
nowotworowej oraz czynnikow warunkujagcych  farmakokinetyke i farmakodynamike lekéw
przeciwnowotworowych, umozliwity wprowadzenie do klinicznego zastosowania nowych, celowanych
drobnoczasteczkowych lekéw przeciwnowotworowych, lekéw biologicznych (przeciwciata, biatka fuzyjne)
oraz terapii genowej (komérki CAR-T). Nowe strategie terapeutyczne przyczynity si¢ jednakze do poprawy
skutecznoéci leczenia w odniesieniu do niektérych typow nowotwordw, zwtaszcza o okreslonej
charakterystyce molekularnej. Jedng z  przyczyn ograniczonej  skutecznosci farmakoterapii
przeciwnowotworowej jest ograniczona wybidrczoéé dystrybucji lekéw/substancji biologicznie aktywnych
do komoérek nowotworowych oraz aktywacja mechanizméw usuwajacych leki w komérkach
nowotworowych. Dlatego nadal poszukuje sig skutecznych onkologicznych strategii terapeutycznych
opartych nie tylko na poszukiwaniu nowych czasteczek o aktywnosci przeciwnowotworowej, ale rowniez
umozliwiajacych ich efektywng penetracjg i retencje w komérkach nowotworowych. Dlatego tez temat
badawczy podjety przez Doktorantke jest w petni aktualny, faczacy zastosowanie nosnikéw lekéw o
potencjalnej zdolnosci bardziej wybiérczego transportu do komoérki nowotworowej, umozliwiajacych
jednoczesnie ominiecie funkcjonalnej bariery btonowej uwarunkowanych wystgpowaniem transporterow
L wyrzucajacych” (ang. efflux transporters) z nowymi czasteczkami o aktywnoéci przeciwnowotworowej. tj.
peptydem LL-37 i ceragening CSA-13. Nalezy réwniez podkredli¢, ze zatozenia rozprawy doktorskiej znalazty
uznanie ekspertéow Narodowego Centrum Nauki - badania stanowigce podstawe przedtozonej do oceny
rozprawy doktorskiej byty finansowane z funduszy Narodowego Centrum Nauki w ramach projektu
PRELUDIUM pt. ,Immunomodulujace wiasciwosci nanosysteméw zawierajacych substancje aktywne
btonowo oraz ich potencjat w terapii nowotworow lekoopornych”. Ponadto Doktorantka uzyskata Srodki
finansowe na przygotowanie rozprawy doktorskiej w ramach programu stypendialnego Naukowej Fundacji

Polpharmy (VI edycja).



Na rozprawe doktorska mgr Eweliny Piktel sktadajg sie trzy prace opublikowane w renomowanych
czasopismach: dwie prace pogladowe - 1) Piktel E, Niemirowicz K, Watek M, Wollny T, Deptuta P, Bucki R.
Recent insights in nanotechnology-based drugs and formulations designed for effective anti-cancer
therapy. J. Nanobiotechnology. 2016, 14:39 (IF=4.946) oraz Piktel E, Niemirowicz K, Wnorowska U, Watek
M, Wollny T, Gtuszek K, G62dz S, Levental |, Bucki R. The Role of Cathelicidin LL-37 in Cancer Development.
Arch. Immunol. Ther. Exp (Warsz). 2016, 64:33-46 (IF=2.040) oraz jedna praca oryginalna — 1) Piktel E,
Prokop |, Wnorowska U, Krél G, Ciesluk M, Niemirowicz K, Savage PB, Bucki R. Ceragenin CSA-13 as free
molecules and attached to magnetic nanoparticle surfaces induce caspase-dependent apoptosis in human
breast cancer cells via disruption of cell oxidative balance. Oncotarget. 2018, 9:21904-21920 (IF=5.168). We
wszystkich pracach Doktorantka jest pierwszym autorem, jej udziat w powstaniu poszczegélnych prac
wynosi odpowiednio: 55%, 70% oraz 62%, co zostato potwierdzone przez pozostatych wspotautoréw
poszczegélnych prac. Ponadto przedtozona do oceny praca zawiera wstep, omowienie prac sktadajacych sie
na prace doktorska, zdefiniowane cele pracy, omdwienie materiatéw i metod, wynikéw oraz wnioskéw jak

réwniez streszczenia w jezyku polskim i angielskim.

We wstepie Doktorantka przedstawita mechanizmy lezgce u podtoza opornosci komérek nowotworowych
(moze nalezatoby réwniez uwzgledni¢ informacje o zmniejszonej ekspresji transporteréw wychwytujacych,
réwniez niektére leki przeciwnowotworowe, np. OCT1 oraz OCT3), potencjalne zastosowanie naturalnych
peptydéw przeciwbakteryjnych i ich analogéw w terapii nowotworéw (omowione szczegétowo w
opublikowanej pracy pogladowej) oraz zastosowania nanostruktur  jako no$nikdéw  terapii

przeciwnowotworowych (oméwione szczegotowo w opublikowanej pracy pogladowej).

W oparciu o przestanki zawarte we wstgpie i pracach poglagdowych Doktorantka sformutowata nastepujace
cele pracy doktorskiej: 1) ocena aktywnosci przeciwnowotworowej peptydu LL-37, jego syntetycznego
analogu CSA-37 oraz opartych na nich nanosysteméw w stosunku do linii komérek raka piersi MCF-7 oraz
MDA-MB-231; 2) supresja zdolnosci ludzkiej katalicydyny do stymulacji wzrostu komoérek nowotworowych
poprzez jej immobilizacje na powierzchni nanoczasteczek magnetycznych o udowodnionym dziataniu
przeciwnowotworowym; 3) ocena mechanizmu przeciwnowotworowego dziatania cerageniny CSA-13 oraz
MNP@CSA-13 w stosunku do komoérek raka piersi MCF-7 oraz 4) okre$lenie wptywu immobilizacji

cerageniny CSA-13 na powierzchni nanoczasteczek magnetycznych na jej aktywno$¢ przeciwnowotworowa.

Dla zrealizowania postawionych celéw Doktorantka przeprowadzita badania na liniach komérkowych raka
piersi, wykazujacych ekspresje oraz pozbawionych receptora estrogenowego, tj. MCF7 (ATCC®HTB-22™)
oraz MDA-MB-231 (ATCC®HTB-26™). Przy zastosowaniu technik kolorymetrycznych (MTT, LDH) oraz



cytofluorymetrycznych wykonata analize cytotoksycznosci badanych zwigzkéw w postaci wolnej oraz w
postaci nanosysteméw, wraz z okreéleniem jej mechanizméw (m. in. procesu apoptozy, aktywacji kaspaz,
powstawania reaktywnych form tlenu, zmian zawartoéci glutationu) oraz przy zastosowaniu mikroskopii
konfokalnej okreélita wewnatrzkomdrkowg internalizacje badanych nanosysteméw. Nalezy stwierdzi¢, ze
sposéb zaplanowania badan oraz ich realizacja $wiadcza o bardzo dobrym merytorycznym przygotowaniu
Doktorantki. Wynikaja one réwniez z diugotrwatej pracy i doéwiadczenia w obszarze prowadzonego
badania promotora prof. Roberta Buckiego, ktéry jest uznanym ekspertem w dziedzinie. By¢ moze
uzasadnione bytoby przeprowadzenie badan na komérkach nienowotworowych, co umozliwitoby
zdefiniowanie stopnia internalizacji badanych zwigzkow i nanostruktur przez komorki nienowotworowe
oraz ich aktywnosci biologicznej. Poniewaz badane nanostruktury charakteryzujq si¢ wtasciwosciami
magnetycznymi uzasadnione bytoby réwniez ustalenie wptywu pola magnetycznego na internalizacjg i
aktywno$¢ biologiczng peptydu LL-37 i cerageniny CSA-13 i badanych nanostruktur. Do okreslenia
wewnatrzkomérkowej lokalizacji CSA-13 oraz MNP@CSA-13 mozna by zastosowa¢ projekcje 3D, ktora

wskazuje bezposrednio na wewnatrzkomérkowa internalizacje.

Po przeprowadzeniu szeregu dobrze zaprojektowanych doswiadczert Doktorantka wykazata m.in,,
aktywno$é przeciwnowotworowg cerageniny CSA-13 oraz MNP@CSA-13 potwierdzong w testach MTT oraz
LDH; wykazanie wptywu cerageniny CSA-13 oraz MNP@CSA-13 na zaburzenie réwnowagi
oksydoredukcyjnej  (wzbudzenie  stresu oksydacyjnego): zmniejszenie aktywnosci  czynnikéw
przeciwutleniajacych; aktywacjg procesu apoptozy (test z aneksyn V, wzrost aktywacji kaspaz, fragmentacje
DNA). Wykazano réwniez, ze immobilizacja cerageniny na powierzchni nanoczastek magnetycznych na
bazie tlenku zelaza istotnie nasila aktywnos¢ przeciwnowotworowq (gtéwnie przez wzrost
wewnatrzkomérkowej internalizacji i nasilenia stresu oksydo-redukcyjnego). Wyniki czesci doswiadczalne]
pracy doktorskiej opublikowano w renomowanym czasopi$mie Oncotarget (2018, 9:21904-21920). Cennym
wiec bytoby uzupetnienie uzyskanych wynikéw o dane dotyczace wptywu pola magnetycznego na
internalizacje CSA-13 oraz MNP@CSA-13 (oraz w przysztosci okredlenie wptywu pola magnetycznego na
bardziej swoista dystrybucje badanych nanoczastek w obrebie guza nowotworowego i aktywnos¢

przeciwnowotworows).

Na podstawie przeprowadzonych badari Autorka przedstawita pie¢ wnioskéw: 1. Istotne statystyczne
zmniejszenie przezywalnosci komérek rakowych MCF7 (ATCC®HTB-22™) oraz MDA-MB-231 (ATCC®HTB-
26™) w obecnosci cerageniny CSA-13 oraz nanosystemu zawierajgcego czasteczki CSA-13 zimmobilizowane
na powierzchni nanoczasteczek magnetycznych tj. MNP@CSA-13 sugeruje ich znaczny potencjat

przeciwnowotworowy; 2. Immobilizacja peptydu LL-37 na powierzchni nanoczasteczek magnetycznych na



bazie tlenku Zelaza nieznacznie zmniejsza zdolnoéé wolnego peptydu do stymulacji wzrostu komdrek
nowotworowych; 3. Inkubacja komérek raka piersi MCF-7 w obecnoéci CSA-13 oraz MNP@CSA-13 skutkuje
indukcjg apoptozy, co uwarunkowane jest zaburzeniem réwnowagi oksydo-redukcyjnej, zwiekszeniem
przepuszczalnosci bton mitochondriéw, depolaryzacja btony mitochondrialnej oraz aktywacja kaspaz; 4.
Immobolizacja cerageniny CSA-13 na powierzchni nanoczgstek magnetycznych na bazie tlenku zelaza i tym
samym wykorzystanie MNP jako nosnikdw lekéw istotnie nasila aktywnos$¢ przeciwnowotworowg
analizowanego analogu, gtéwnie poprzez wzrost wewnatrzkomérkowej internalizacji i zwigkszenie stezenia
zwigzku we wnetrzu komorki, a takie poprzez nasilenie zmian w statusie oksydo-redukcyjnym komorki
rakowej, co sugeruje mozliwo$¢ zastosowania magnetycznych nanosystemdéw w terapii nowotworéw
lekoopornych; 5. Uzyskane wyniki badar wskazujg na mozliwos¢ wykorzystania syntetycznych analogéw
naturalnych peptydéw przeciwbakteryjnych z grupy ceragenin w skutecznej eradykacji komérek rakowych,
sugeruja mozliwo$¢ powstania nowych form terapii przeciwnowotworowej w oparciu o zwigzki o
aktywnosci btonowej oraz zawierajgce je nanosystemy, a takze uzasadniajg prowadzenie dalszych badar w
tym obszarze. Sformutowane przez Doktorantke wnioski dobrze oddajg uzyskane wyniki, wynikaja
bezposrednio z analizy wynikéw uzyskanych w czasie realizacji badan. Niektére z nich powinny by¢ bardziej
uogolnione (wniosek 1), czg$¢ wniosku 4 i 5 zawiera podobne tresci.

Reasumujac nalezy stwierdzi¢, ze cel pracy zostat w petni zrealizowany, a uzyskane wyniki s oryginalnym
osiggnigciem Autorki, ktéra dobrze opanowata nietatwy warsztat badawczy i wykazata dobre merytoryczne
przygotowanie. Uwazam, ze praca stanowi znaczacy dorobek z elementami nowoéci naukowych i w petni
odpowiada wymaganiom stawianym pracom doktorskim. Dlatego tez zwracam sie do Rady Wydziatu
Lekarskiego z Oddziatem Stomatologii i Oddziatem Nauczania w Jezyku Angielskim w Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie mgr Eweliny Piktel do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie, ze wzgledu na bardzo wysoki poziom merytoryczny pracy, docenionej roéwniez przez grono
migdzynarodowych ekspertéw, wnioskuje o wyrdznienie pracy summa cum laude. Wyniki pracy
opublikowano w renomowanych czasopismach o zasiegu migdzynarodowym: Archivum Immunologiae et
Therapiae Experimentalis (Warsz) (IF=2,040), Journal of Nanobiotechnology (IF=4,946) oraz Oncotarget
(IF=5,168).
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