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Ocena

rozprawy doktorskiej mgr Anny Marii Serwotki-Suszczak
z Zakladu Inzynierii Bialka Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Wroclawskiego

pt. ,Koniugaty bialek wigzacych integryne o3 i HER2 do wykoerzystania
w terapiach przeciwnowotworowych”

Jednym z najczesciej stosowanych rodzajéw leczenia nowotwor6éw jest chemio-
terapia. Leczenie to uszkadza zardwno komorki zdrowe jak i komdrki nowotworowe, co
skutkuje wystapieniem szeregu dziatan niepozadanych. Ostatnio duzo uwagi poswigca si¢
badaniom majacym na celu polepszenie skutecznodci chemioterapii i zmniejszenie
zwiazanych z nia dziataf niepozadanych. Duzym postepem w tej dziedzinie byto
zastosowanie réznego typu nosnikow lekow. Zadaniem nosnikow jest dostarczenie lekdw o
duzym stezeniu do komérek nowotworowych przy jednoczesnym zmniejszeniu
toksycznosci ogolnoustrojowej. Prowadzone s liczne badania majace na celu otrzymanie
nosnika, ktéry charakteryzowatby sie wysoka selektywoscia z jednoczesnie niska
immunogennoécia. Warunkiem powodzenia leczenia ukierunkowanego molekularnie jest
zdefiniowanie wlasciwego ,,celu molekularnego”, dobranie odpowiedniego leku aktywnego
wobec okrelonego ,,celu” oraz wyselekcjonowanie grupy chorych, ktora odnosi korzysci z
leczenia.

Wprowadzenie do terapii lekow ukierunkowanych na cele molekularne przyczynito

sie do poprawy wynikow leczenia wielu schorzen. Niezwykle obiecujace wydaje si¢ uzycie

jako nognikéw przeciwcial monoklonalnych potaczonych z silnymi cytostatykami w postaci

tzw. ADC (koniugaty przeciwciato-lek; antibody-drug coniugate).




Celem pracy doktorskiej bylo zaproj ektowanie dwoch koniugatow, w ktorych przeciwciata
zastapione zostaty biatkami o podobnych wiasciwosciach, roznigce sie jednak rozmiarem i
stopniem skomplikowania struktury, ich charakterystyka i ocena potencjatu cytotoksycznego.

1. Koniugat bialka diaffibody (utworzonego przez fuzje dwoch biatek affibody wigzacych
receptor HER2) polaczonego z cytostatykiem monometyloaurystatyng E za pomocg
tacznika walinowo-cytrulinowego. Duplikacji biatka affibody dokonano, aby zwigkszy¢

mase biatka w celu wyeliminowania trudnosci zwiazanych z mozliwym szybkim klirensem

nerkowym.
2. Koniugat bialka scFv wiazacego integryng B3 potaczonego z cytostatykiem
monometyloaurystatyna E za pomocg tacznika walinowo-cytrulinowego.
Zabieg wykorzystania biatek o takich cechach miat na celu ograniczenie wad ADC
wynikajacych z obecnosci przeciwcial, zmniejszenie kosztow i utatwienie produkeji.
Receptor HER2 wystgpuje na powierzchni zdrowych komorek, ale w przypadku niektérych
nowotworéw, w tym w 25-30% rakow piersi, dochodzi do jego nadekspresji. Cecha ta wigze sig
7 bardziej agresywnym przebiegiem choroby i gorszym rokowaniem.
Integryny odgrywaja duzg role w progresji nowotworu, promujac wzrost guza pierwotnego.
Ich udziat w wewnatrzkomérkowym mechanizmie transdukcji sygnatu ma wptyw na zdolnosé
migracji komorek nowotworowych przez $ciang naczyn i umozliwia powstawanie narzadowo-
specyficznych przerzutow. Stymuluja réwniez proces angiogenezy.
Obserwowane w wielu nowotworach zto$liwych zaburzenia ekspresji integryn zwigzane sg
z gorszym przebiegiem choroby, szybszym powstawaniem przerzutow i ztym rokowaniem.
Wstepne doniesienia wskazuja na skutecznoé¢ inhibitorow integryn w terapii nowotworow 1 moga
one postuzy¢ jako ich markery oraz pozwalajg tez oceni¢ ryzyko nawrotu choroby i powstawania
przerzutdw. k
Temat pracy doktorskiej jest niezmiernie aktualny o duzych implikacjach klinicznych.
We Wstepie Doktorantka opisuje zasady stosowania terapii celowanych w schorzeniach
nowotworowych, w tym zwiazkow niskoczasteczkowych oraz przeciwcial monoklonalnych.
Dodatkowo omawia koniugaty przeciwciat monoklonalnych z cytostatykami oraz ich zastosowanie
kliniczne. W tym rozdziale szeroko omawia mechanizmy dziatania tych koniugatow i sposoby
koniugacji lekéw do przeciwcial, w tym przy pomocy lgcznikéw ph-labilnych, tacznikow
wrazliwych na redukcje, tacznikow hydrolizowanych enzymatycznie oraz problemy zwigzane z ich
produkeja i wywolywanymi dziataniami niepozadanymi. Kolejno bardzo doktadnie omawia biatka
alternatywne do przeciwcial, w tym szezegolnie doktadnie te, ktore zostaly wykorzystane w pracy

doktorskiej — affibody i scFv. Opisuje biatka affibody zaprojektowane na podstawie sekwencji




stabilnej domeny A biatka A pochodzacego z bakterii Staphylococcus aureus oraz biatka scFv
zawierajace te cze$¢ przeciwciata, ktéra odpowiada za rozpoznanie i wigzanie antygenu. Kolejny
rozdzial poswiecony jest markerom nowotworowym i ich zastosowaniu klinicznym. Nastepnie
Doktorantka omawia doktadnie markery nowotworowe wykorzystane w rozprawie doktorskie;j:
receptor ludzkiego naskérkowego czynnika wzrostu typu 2 (HER2).

Cato$¢ Wstepu napisana jest rzeczowo i przejrzyscie. Wstep stanowi bardzo dobre, w pelni
wyczerpujace wprowadzenie do badan wlasnych Doktorantki. Jako model do badania
zaprojektowano dwa koniugaty cytostatykow z biatkami analogicznymi do przeciwciat o
potencjalnym zastosowaniu w terapiach przeciwnowotworowych.

Doktorantka zaprojektowata dwa koniugaty biatek — diaffibody anty-HER?2 oraz scFv anty-
integryna o,B3 — z lekiem monometyloaurystatyna E (MMAE — monometyloaurystatyna E), bardzo
silnym syntetycznym cytostatykiem, bgdacym pochodna peptydéw wystepujacych naturalnie
w §limaku morskim Dolabella auricularia, hamujacym podziaty komoérek poprzez blokowanie
polimeryzacji tubuliny.

Dokonano wyboru odpowiednich modeli komérkowych charakteryzujacych sie
nadprodukcja HER2 oraz integryny {3 oraz modeli kontrolnych pozbawionych tych receptorow.
Doboru linii komérkowych dokonano poprzez analizg literatury, a nastepnie potwierdzono z
uzyciem metod fluorescencyjnych, mikroskopii oraz cytometrii przeptywowej, a takze z uzyciem
techniki Western Blotting.

W ramach pracy zaprojektowano oraz uzyskano i 0czyszczono bialka, diaffibody anty-
HER? oraz scFv anty-integryna of3, oraz wykonano ich charakterystyke biofizyczna majaca na
celu gtéwnie zbadanie ich oddziatywania z ligandami. W kolejnym etapie biatka poddano
koniugacji z cytostatykiem monometyloaurystatyna E, a nastepnie wykonano charakterystyke
biofizyczna otrzymanych koniugatow.

Kolejno przygotowane koniugaty analizowano pod katem ich potencjatu przeciwnowo-
tworowego. Wykonano analizg ich wptywu na zywotno$é komorek nowotworowych
charakteryzujacych sie nadprodukcja liganda wzgledem komérek kontrolnych. W przypadku
koniugatu diaffibody anty-HER2-MMAE wykazano stosunkowo wysokg cytotoksycznos,
powodujacq spadek zywotnosci komorek HER2-pozytywnych nawet do 10% oraz wyznaczono
wspotezynnik ICso w zakresie 1-10 nM w zaleznosei od linii komérkowej. Stabsze wyniki
uzyskano dla koniugatu scF'v anty-integryna ayB3-MMAE, wywotujacego spadek zywotnosci
komérek zawierajacych integryne o3 maksymalnie do 20%, jednak przy zastosowaniu

stosunkowo wysokich stezeft. Wspétezynnik 1Cso wyznaczony dla tego koniugatu wyniést 115 nM.




Otrzymane w ramach pracy koniugaty wykazaly potencjat do zastosowania w terapiach
przeciwnowotworowych.

Metody badawcze sa adekwatne do zaplanowanych badan. Wszystkie metody badawcze
zostaty opisane bardzo szczegotowo. Zwraca uwage nowoczesna metodologia. Caty rozdzial
obrazuje ogrom pracy, ktory Doktorantka musiata wlozy¢ podczas wykonywania badan oraz
wskazuje na bardzo wysoki poziom warsztatu badawczego, w ktérym praca ta zostala wykonana.
Wiyniki pracy zostaly opracowane starannie i jasno przedstawione w postaci tabelarycznej i na
rycinach.

W Dyskusji Autorka wykazala, ze jest $wietnie obeznana z piSmiennictwem, ktore jest
aktualne i starannie dobrane oraz ze potrafi interpretoWaé wiasne wyniki w §wietle innych
doniesien. Dyskusja jest obszerna i wyczerpujaca. Drobne uwagi zaznaczylam w tekscie
Rozprawy. Catos¢ Rozprawy konczy podsumowanie, w ktérym Autorka stwierdza, ze uzyskane
koniugaty cytostatykow z biatkami oddziatujacymi z markerami nowotworowymi charakteryzuja
si¢ wysoka cytotoksycznoscig. Do oceny mozliwosci zastosowania ich w terapiach przeciwnowo-
tworowych niezbedna bylaby dalsza analiza ich skutecznosci i specyficznosci z wykorzystaniem
modeli zwierzecych, a nastgpnie w badaniach klinicznych.

Reasumujac uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Anny Marii
Serwotki-Suszczak ma charakter poznawczy i duze implikacje kliniczne. Zakres wykonanych
badan przekracza wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Praca posiada prawidtowy ukiad
i strukture podziatu tresci. Uzyskane wyniki maja oryginalny charakter i stanowia podstawg do
dalszych badan. Autorka wykazata szerokg wiedzg teoretyczna oraz opanowanie nowoczesnych,
skomplikowanych technik laboratoryjnych. Ze wzgledu na bardzo wysoki poziom naukowy
przeprowadzonych badan, niezwykle staranng redakcje pracy mam zaszezyt przedstawi¢ Wysokiej
Radzie Naukowej Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego wysoce pozytywna
recenzje pracy z wnioskiem o dopuszczenie mgr Anny Marii Serwotki-Suszczak do dalszych

etapow przewodu doktorskiego oraz o wyrdznienie tej rozprawy.
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