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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Anny Serwotki-Suszczak pt. ,,Koniugaty biatek wigzacych integryng
oyB3 i HER2 do wykorzystania w terapiach nowotworowych” wykonanej pod kierunkiem prof.
dr hab. Jacka Otlewskiego

Praca dotyczy badan nad chemioterapeutykami przeciwnowotworowymi, zastosowania
inzynierii bialek do otrzymania nowych cytostatykoéw. Badania nad przygotowaniem koniugatow
o zwiekszonej specyficznosci wobec komorek nowotworowych do terapii celowanej majg na
celu polepszenie skutecznosci leczenia i obnizenie skutkéw ubocznych. Do badain wybrano dwa
biatka o wilasciwosciach podobnych do przeciwcial, o niskiej masie czasteczkowej, diaffibody
anty-HER2 oraz scFv anty-integryna af3, zwigzane z lekiem MMAE, syntetycznym
cytostatykiem, pochodng naturalnego peptydu. Podjety problem jest umiejscowiony w jednym z
najwazniejszych nurtdéw nauki S$wiatowe]j, ukierunkowanej na tkankg¢ nowotworowsa terapii
celowanej. W tym tez celu wcigz poszukuje si¢ wysoce specyficznych markerdw
nowotworowych. Sa to istotne zagadnienia biologii eksperymentalnej i medycyny majgce na
celu ograniczenie zgonéw wywotanych przez choroby nowotworowe. Praca ma szerokie
znaczenie biologiczne, a wyniki mogg znalezé wykorzystanie praktyczne w opracowywaniu
nowych lekow. Podjety w tej pracy problem jest kontynuacja programu realizowanego w
Zaktadzie Inzynierii Biatka na Wydziale Biotechnologicznym Uniwersytetu Wroclawskiego.
Praca ma uklad typowy dla rozpraw doktorskich, jest podzielona na rozdzialy, na poczatku
umieszczono wykaz skrotow, wstep, nastn;pnie(cel pracy, czes¢ metodyczng, wyniki i dyskusj¢ z
podsumowaniem, streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz spis pismiennictwa, rycin,

tabel i dorobku naukowego. Praca zawiera 138 stron maszynopisu wraz z 53 rysunkami i 8




tabelami, cytowanymi 272 pozycjami pismiennictwa gléwnie (72%) z ostatniej dekady. We
wstepie do rozprawy autorka umiejgtnic wprowadza w tematyke, bez zbgdnej rozbudowy,
kompilacji, uzasadnia logicznie temat i cel badan, wprowadza do tematyki nowotwordw, ich
epidemiologii i od razu przechodzi do omowienia terapii celowanej przy pomocy zwigzkow
niskoczgsteczkowych, przeciwcial monoklonalnych i ich koniugatow z cytostatykami. Przybliza
kwestie samego cytostatyku w koniugacie, rodzajow tgcznikdw i sposobow koniugacji, by
podda¢ krytyce przeciwciata monoklonalne w tych zastosowaniach i przejé¢ do omawiania
alternatywnych do przeciwciat biatek, jak affibody i roézne fragmenty przeciwcia’f.UOSobny
rozdzial poswigcono markerom nowotworowym, jako celom terapeutycznym dla koniugatéw z
lekiem, ale tez jako czasteczkom o znaczeniu predykcyjnym do oceny ryzyka zachorowania,
diagnostyki rokowniczej i monitorowania postgpu leczenia, dalej do omodwienia receptora
naskérkowego czynnika wzrostu HER2 i integryny a,fs, uzytych w pracy. Taka konstrukcja
wstepu pozwolita autorce na konkretne ujgcie w jednym zdaniu celu badan, zaprojektowania i
otrzymania dwoch koniugatéw biatka z lekiem.

W czgéci metodycznej opisano modele i procedury postgpowania z komdrkami,
cytometri¢  przeplywowa, mikroskopi¢ fluorescencyjng, powierzchniowy rezonans
plazmonowy, immunobloting, wprowadzong technik¢ oznaczania zywotnos$ci komérek przez
pomiar ich impedancji. Dalej autorka opisuje ekspresj¢ i oczyszczanie bialka diaffibody anty-
HER2, przygotowanie koniugatéw najpierw z 5-jodoamidofluoresceing, potem z lekiem
monometyloaurystatyna, oddzialywania z ligandem, termostabilnos¢, cytotoksycznos¢. Takie
samo post¢powanie zastosowano w przypadku konstruktu anty-integrynowego. Do oceny
wynikdw uzyto analizy statystycznej. Zestaw metod jest szeroki, dobrzerisanych, co wazne,
kazda procedurg poprzedza zdanie wstgpne o metodzie i celowosci jej uzycia, przez co rozdzial
jak tez cala praca, jest cickawym, logicznym, jednolitym wywodem.

Autorka otrzymata dwa koniugaty, diaffibody anty-HER2 i scFv anty-integryna a,f3,
kazdy z nich zwigzany z lekiem MMAE, badz ze znacznikiem fluorescencyjnym. Wszystkie
produkty okazaly si¢ aktywne, wigzac si¢ do receptorow. Autorka wykazala wysokg
cytotoksycznos¢ koniugatu anty-HER2-MMAE, obnizajacego zywotnos¢ komodrek HER2
pozytywnych do 10%. Wyznaczony wspotczynnik 1Csg wynosit 1-10 nM w zaleznosci od linii
komoarkowej. Drugi koniugat anty-integrynowy byl mniej cytotoksyczny, obnizat zywotnos¢ do
20% komorek zawierajgcych integryne o.f3, przy stosunkowo wysokim stg¢zeniu ICsg
wynoszacym 115 nM. Wyniki majg wartos¢ podstawowg i praktyczng w zakresie nowych drog

konstrukcji koniugatow, cytostatykdéw z nosnikami docelowymi, ale takze dostarczaja nowych




produktéw do chemioterapii. Sg to gotowe zwiazki do dalszych badan na zwierzgtach i w
testach klinicznych. Mniejsza aktywno$é koniugatu anty-integrynowego moze 'wynike:é Z
wiekszej powszechnosci integryn w tkankach. Interesujaca i cenng informacja jest wykazanie
obecnosci, chociaz w mniejszej ilosci, receptora HER2 na komoarkach T-47D ludzkiego raka
srodprzewodowego sutka. Wazne jest takze porownanie metody MTT i techniki pomiaru
impedancji do okreslania wzrostu komoérek. Interesujacymi danymi referencyjnymi okazaty si¢
wyniki z uzyciem linii U-87 MG technika pomiaru impedancji (ACEAXCELLigence) i w
metodzie MTT, gdy okazalo sig, ze technika pomiaru opornosci elektrycznej nie nadawata si¢
do tej linii komorkowej, co ma znaczenie dla szerszego zastosowania tej metody. Innym
wkladem jest opracowanie buforu na bazie PBS z dodatkiem glicerolu, sacharozy i reduktanta
TCEP dla polepszenia rozpuszczalno$ci produktu w E. coli. Pytanie tutaj miatbym do
doktorantki o warunki uzycia tego odczynnika, gdyz nie moglem ich znaleZé w pracy, a nalezy
si¢ spodziewac jego szerszego zastosowania.

Dyskusja jest bardzo dobrze przeprowadzona, doswiadczenia sa omowione pod
wzgledem trudnosci technicznych, co dostarcza wiele cennych informacji. Autorka umiejetnie
podsumowuje uzyskane wyniki, w odniesieniu do pismiennictwa. Tutaj nalezy podkresli¢, ze
autorka jako pierwsza otrzymala biatko diafibody z podwojenia biatka afibody krétkim
tgcznikiem z kwasu glutaminowego i z miejscem koniugacji cytostatyku w postaci trzech reszt
cysteiny, co razem pozwala na przekroczenie granicy klirensu nerkowego.

Odnosnie uwag krytycznych dotycza one strony redakcyjnej i to zaledwie kilku
punktéw. Pozycje pismiennictwa 101, 103, 106, sa podane bez rocznika. PBS to roztwoér soli
fizjologicznej jako pierwszej funkcji tego roztworu, jej zbuforowany roztwor, raczej niz bufor
PBS, co zapisano w wersji angielskiej, a w tekscie uzywa si¢ jako bufor PBS. Odnosnie
mediow, istnieje przyjety termin pozywka. Na str 41 i dalej w tekscie uzywane okreslenia
poliklonalne przeciwciata anty-mysie skoniugowane jest niewystarczajagcym opisem, nalezy
podawac swoistos¢ tych przeciwcial. Mozna zastapi¢ ON str, 49 przez PN i RT na str. 54 przez
TP. Co do Western blottingu wydaje si¢, ze lepsze bytoby okreslenie Western bloting lub
immunobloting, tak jak lektynobloting, czy afibodybloting, jako grupa podobnych metod. Na
str. 41 wzorce masy czgsteczkowej zamiast wzorce masy, na str. 106 fenylo-Sepharose.
Podsumowujac, nalezy podkresli¢ ze nie mam uwag krytycznych do pracy o duzej wartosci,
dobrze zaplanowanej i wykonanej. Wyniki przedstawiajg cenne dane, ktére stanowig podstawg
do dalszych badan. Praca jest oryginalnym wkiadem w zakresie nauki podstawowej o

potencjalnym znaczeniu praktycznym na polu biomedycznym, przyczynia si¢ do istotnego




poszerzenia wiedzy o konstrukcji docelowych cytostatykéw. Autorka wykazala = sig
znajomoscig wlasciwie wykorzystanego pimiennictwa. ' '

. Uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Anny Serwotki-Suszczak spelnia warunki. okreslone
w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pdézn. zm.).
Whioskuje do Rady Wydziatu Biotechnologicznego Uniwersytetu Wroctawskiego o przyjecie tej
pracy doktorskiej i dopuszczenie mgr Anny Serwotki-Suszczak do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Pozwalam sobie rowniez ztozy¢ Wysokiej Radzie wniosek o wyrdznienie Féj pracy
ze wzgledu na duzg warto$é merytoryczng i bardzo dobre wykonanie czgsci doswiadczalnej oraz

napisanie calej rozprawy.
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