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Celem badar stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej mgr Bartiomieja Zerka byto
opracowanie czgsteczki terapeutycznej opartej na technologii biatka fuzyjnego, przeznaczonej do
celowanej terapii przeciwnowotworowej. Terapia celowana, oparta na profilu molekularnym
nowotworu daje niewatpliwie wieksza szanse na wyleczenie od tradycyjnej chemioterapii. Bywa
rowniez skuteczna nawet w przypadku nowotwordw metastatycznych. Tak dobrany lek jest mniej
toksyczny i obciazajgcy organizm, zmniejszone jest ryzyko powiktan. Tematyka badan podjeta
przez Doktoranta jest wiec niezwykle aktualna.

Zaaprobowane wspotczesnie do stosowania w leczeniu nowotworow terapie celowane
wykorzystujg inhibitory transdukcji sygnatu, modulatory ekspresji gendw, inhibitory angiogenezy,
immunokoniugaty, immunoterapie, czy induktory apoptozy. Zaprojektowana i otrzymana przez
Doktoranta czgsteczka wpisuje sie w ostatnie z wymienionych mechanizmdw dziatania.

Rozwdéj nowego produktu leczniczego rozpoczyna sie od wyboru przez badacza
potencjalnego celu molekularnego, oraz okreslenia struktury wiodgcej. Zasada ta sprawdza sie
zaréwno w poszukiwaniu lekow syntetycznych jak i biotechnologicznych. W przypadku terapii
celowanej nowotworow celem molekularnym moze byé np. specyficzne biatko obecne
w komdrkach nowotworowych, ale nie w normalnych komdrkach, lub wystepujace w wiekszej
ilosci w komdrkach nowotworowych. Po zidentyfikowaniu potencjalnego celu, nastepnym

krokiem jest opracowanie terapii, ktéra wptywa na cel w sposdb, ktdéry zaktdca jego zdolnosé do
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promowania wzrostu lub przezycia komodrek nowotworowych. Wiekszos¢ lekéw stosowanych
w terapiach celowanych nowotworéw to albo zwigzki niskoczgsteczkowe, opracowywane dla
celéw zlokalizowanych wewnatrz komérki, albo zwigzki biatkowe, czasteczki o duzej masie,
np. przeciwciata monoklonalne do celdow znajdujgcych sie na zewnatrz komodrek lub na
powierzchni komdrki (np. przeciwciala monoklonalne czy koniugaty przeciwciato-lek).
Zaprojektowana przez Doktoranta czgsteczka — aktywna muteina w formie biatka fuzyjnego,
oparta na sekwencji liganda TRAIL nalezy do tej drugiej grupy. TRAIL (Apo-2 ligand) jest molekuta
zdolng do indukcji apoptozy w komdrkach nowotworowych przy zachowaniu bezpieczeristwa
wobec komérek normalnych, z czego z resztg wynikata koncepcja wykorzystania apoptozy
zaleinej od ,receptoréw $mierci” (powierzchniowych receptorow DR4 i DR5 nalezgcymi do
receptorow TNF, ktérych wspdlng cecha jest transdukcja sygnatu powodujgcego uruchomienie
kaskady kaspaz i apoptoze) w celowanej terapii nowotworéw. Niestety zaden z wielu kandydatow
na leki, majgcych dziata¢ w oparciu o ten mechanizm nie wykazat wystarczajgcej efektywnosci dla
wprowadzenia do lecznictwa, byé moze ze wzgledu na opornos¢ niektdrych typdw komodrek
nowotworowych na apoptoze indukowang TRAIL.

W efekcie tych niepowodzen pojawita sie koncepcja, w ktdrg wpisana jest rowniez
recenzowana praca doktorska, polegajaca na uzbrojeniu liganda smierci (TRAIL) w dodatkowy,
niezalezny od apoptozy mechanizm dziatania. Takim rozwigzaniem jest na przykiad otrzymywanie
rekombinowanych fuzji z domenami ludzkich interferonéw. W zatozeniu taka fuzja powinna
skutkowa¢ stymulacjg uktadu immunologicznego oraz uwrazliwieniem komoérek nowotworowych
na apoptoze indukowang przez TRAIL, wynikajacg z indukcji przez interferon gendéw kodujgcych
biatka odpowiedzialne za regulacje szlaku apoptozy. Uzasadniajgc celowos¢ wyboru tematu pracy
doktorskiej Autor powotuje sie na liczne publikacje, ktérych autorzy podkreslajg synergizm lub
komplementarno$¢ dziatania liganda TRAIL oraz czgsteczek z grupy interferondw.

Reasumujgc, tematyka podjeta przez Doktoranta jest niezwykle aktualna i dotyczy
opracowania aktywnej muteiny w formie biatka fuzyjnego, opartej na czgsteczce z grupy
interferonéw oraz na zoptymalizowanej sekwencji liganda TRAIL, ktéra powinna oddziatywac
z wiecej niz jednym celem molekularnym i wykazywaé wiecej niz jeden szlak sygnatowy,
o zatozonym przeznaczeniu do celowanej terapii przeciwnowotworowe;j.

Recenzowana dysertacja ma posta¢ 133 stronicowe] rozprawy w jezyku polskim

o klasycznym uktadzie, zawierajacej streszczenie w jezyku polskim i angielskim, czes$¢ teoretyczng
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(wstep), cel pracy, opis stosowanej metodyki (materiaty i metody), wyniki, dyskusje wynikéw oraz
podsumowanie. Praca zaopatrzona jest w 30 tabel i 66 ryciny.

Uzasadnieniem zainteresowania Doktoranta wybrang tematykg badawcza jest obszerny,
liczgcy 30 stron wstep teoretyczny do rozprawy. Autor poswieca w nim duzo uwagi interferonom,
w tym ich zastosowaniom w klinice, kodujacym ich genom, strukturze interferondéw a i dimerom
IFN-a, interferonom vy, indukcji odpowiedzi interferonowej, w tym odpowiedzi interferonowej
w nowotworach, wreszcie ich skutecznosci klinicznej. Ta czesé wstepu daje czytelne uzasadnienie
wykorzystania IFN-y w konstrukcji zaprojektowanego biatka fuzyjnego. Osobny podrozdziat
Doktorant poswieca ligandowi TRAIL, w tym jego strukturze, funkcjom, mechanizmowi indukcji
apoptozy w komoérkach nowotworowych, programom badawczym dotyczgcym skutecznosci
antagonistow DR4 i DR5 ze znanymi lekami, biatkom fuzyjnym — kandydatom na nowe leki,
a takze mechanizmom opornosci niektorych komérek nowotworowych na dziatanie liganda TRAIL.
W mojej ocenie dostarczone w tym podrozdziale dane literaturowe dobrze uzasadniajg potrzebe
zaprojektowanej fuzji liganda TRAIL np. z domenami ludzkich interferonéw

Zaprezentowany w dysertacji przeglad piémiennictwa jest bardzo szeroki; obejmuje 258
pozycji. Stanowi on czytelng podstawe dla postawionej przez doktoranta hipotezy badawczej,
dotyczacej potencjalnej aktywnosci przeciwnowotworowej zaprojektowanego biatka fuzyjnego
TRAIL-TNF-y.

Zaprojektowane przez Doktoranta badania wiasne byty réwniez bardzo szerokie
i obejmowaty nastepujgce etapy (1) projektowanie rekombinowanych wariantéw biatka fuzyjnego
TRAIL-IFN, (2) otrzymanie zaprojektowanego biatka fuzyjnego, (3) analize wfasnosci
fizykochemicznych otrzymanych produktéw, (4) testy interakcji z celami molekularnymi,
(5) badanie aktywnosci biologicznej biatka TRAIL-INF in vitro oraz (6) badanie aktywnosci in vivo.
Opis eksperymentdéw pozwala sadzi¢, ze Doktorant wykonywat te wszystkie badania osobiscie,
badZ czynnie uczestniczyt w ich wykonywaniu, co budzi podziw dla jego wszechstronnej wiedzy
i umiejetnosci.

Ze wzgledu na konieczno$¢ skrotowego podsumowania przeprowadzonych przez
Doktoranta badan, ktérych sama metodyka opisana jest na 23 stronach pracy, po krétkim opisie
prowadzonych badan przejde bezposrednio do podsumowania i oceny osiggnietych wynikdw

i wyciggnietych przez Autora pracy wnioskow.
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Doktorant deklaruje, ze punktem wyjscia do projektowania potencjalnego nowego
produktu leczniczego byt potencjalny lek przeciwnowotworowy Dulanermin, ktérego rozwdj
wstrzymano na etapie drugiej fazy badan klinicznych.

Zaprojektowane przez Doktoranta biatko fuzyjne o akronimie scINFTR3.0 skiadato sie
z tancucha pochodzgcego z czagsteczki TRAIL oraz domeny interferonowej potgczonej z jego
N-koricem. Potaczeniem byla dodatkowa sekwencja skiadajgca sie z pieciu elementow
umozliwiajacych aktywacje w odpowiednim $rodowisku a takie poprawiajacych stabilnos¢
i rozpuszczalno$é, a takize umozliwiajgca dodatkowa modyfikacje powierzchniowg w procesie
biokoniugacji.

Otrzymanie zaprojektowanego biatka fuzyjnego obejmowato etapy polegajace na
pozyskaniu gendw kodujacych sktadowe hiatka, klonowaniu molekularnym oraz transformacji
komorek bakteryjnych w systemie pET. Ekspresja biatek byta prowadzona w wybranych
5 szczepach E. coli. Procedura produkcji i oczyszczania biatka zostata zoptymalizowana
w relatywnie wysokiej skali dla otrzymania 1g produktu. llo$¢ ta umozliwita przeprowadzenie
bardzo szerokich badarn wfasnosci fizykochemicznych produktu a takze testéw aktywnosci
biologicznej, w tym testy interakcji z celami molekularnymi, badania aktywnosci in vitro i in vivo.

Badania wilasnosci fizykochemicznych, niezwykle istotnych dla aktywnosci biatka
fuzyjnego, obejmowaty m. innymi oznaczenia czystosci (metodg elektroforezy SDS-PAGE),
potwierdzenie tozsamosci (technika Western Blot), weryfikacje masy i homogennosci trimeru
(technika chromatografii zelowej SEC-HPLC) oraz monomeru (technika LC/MS) a takze weryfikacje
struktury drugorzedowej (metodg dichroizmu kotowego). Interakcje z celami molekularnymi
badane byly technikami plazmowego rezonansu powierzchniowego (SPR) oraz interferometria.
Badania aktywnosci produktu in vitro polegaty na testach efektu toksycznego wobec wybranych
linii komodrek nowotworowych, w tym z uwzglednieniem wplywu osocza na aktywnosc
cytotoksyczng (test MTT), badaniu wptywu biatka na integralno$¢ bton komorkowych i analizie
morfologicznych zmian w komodrkach nowotworowych, analizie cyklu komérkowego oraz na
innych szczegétowych analizach aktywnosci biologicznej, np. aktywnosci kaspazy 3, zmiany
potencjatu mitochondrialnego, wykrywaniu cietej formy biatka Bid czy ciecia PARP. Ostatnim
etapem pracy byto badanie aktywnosci biologicznej wybranego wariantu biatka TRAIL-IFN in vivo
w mysich ksenoprzeszczepach ludzkich guzéw nerki, watroby i okreznicy, oraz badania wptywu na
komérki uktadu immunologicznego. Podsumowujac bardzo szeroki zakres badan jaki obejmuje

rozprawa, Doktorant przeprowadzit badania skfadajgce si¢ na zasadnicze etapy rozwoju nowego
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produktu leczniczego - od etapu projektu innowacyjnej czasteczki do zaawansowanych badan
przedklinicznych.

Podsumowujgc rezultaty prowadzonych badan Doktorant stwierdza, ze otrzymane biatko
fuzyjne scINFTR3.0 ma niestety niewielkie szanse na przejicie kolejnych etapdw rozwoju leku
pomimo, ze wzbogacenie TRAIL o dodatkowy mechanizm dziatania podniosto jego aktywnosé
antyproliferacyjng i wzmocnito aktywnos¢ cytotoksyczng, nawet w liniach komérkowych opornych
na TRAIL, nie wykazywafo rowniez wzrostu efektu cytotoksycznego w komorkach prawidtowych.
Biatko scINFTR3.0 w badaniach nad mechanizmami $mierci komoérkowej, prowadzonych
z zastosowaniem markeréw apoptozy rowniez wykazywato przewage nad TRAIL. Znaczace
ograniczenia pojawity sie natomiast w eksperymentach in vivo. Wigzaty sie z ograniczong
rozpuszczalnoscig produktu oraz z niedostateczng aktywnoscig przeciwnowotworowg w mysich
modelach nowotwordw ludzkich. Dyskusyjne jest jednak, na ile model ten w petni odpowiada
nowotworom ludzkim. Problematyczne rowniez jest bezpieczenstwo stosowania potencjalnego
leku, zwigzane gtéwnie z jego dawkg. W przypadku otrzymanego biatka fuzyjnego trudne bytoby
uzyskanie dawki rownoczesnie bezpiecznej i efektywnej, dla ktdorej domena interferonu bedzie
jeszcze bezpieczna a domena TRAIL juz aktywna.

Wskazujgc w dyskusji niewatpliwe zalety ale réwniez powaine ograniczenia zwigzane
z potencjalnym stosowaniem w klinice testowanej innowacyjnej molekuty Doktorant proponuje
mozliwe modyfikacje struktury otrzymanego biatka fuzyjnego majace na celu usuniecie ,wad”
czgsteczki. Stawia pod rozwage réwniez sensownos¢ przeprowadzenia rozszerzonych testéw
stabilnosci czgsteczki z uwzglednieniem warunkdw ktdére mogg podwyzszy¢ jej rozpuszczalnosé
czy testow oddziatywania czgsteczki z celem molekularnym w bardziej ztozonych warunkach.
Nalezy stwierdzié, ze dyskusja wynikdéw przeprowadzonych eksperymentéw jest bardzo szeroka
i udowadnia wszechstronng wiedze Doktoranta w zakresie prowadzonych badan. Praca jest
w mojej opinii bardzo wartosciowa i trudno wskaza¢ jej stabe strony.

Jedyna uwaga krytyczna, jaka moge przedstawi¢ dotyczy spraw po czesci formalnych:
Doktorant ma tendencje do bardzo szerokiej analizy prowadzonych dziatan i dyskusji ich wynikow.
Jest to bardzo cenne w rozdziale Dyskusja czy w podsumowaniach efektéw prowadzonych badan.
Ta tendencja natomiast znaczgco utrudnia czytelnikowi zapoznanie sie z wynikami
eksperymentow. W mojej ocenie szeroka dyskusja wynikdow z odnoszeniem sie np. do efektéw
badan poprzednich czy do danych literaturowych nie powinna jednak pojawiaé sie w rozdziale

Whyniki. Jest to jednak uwaga natury gtdwnie formalnej.
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Podsumowujac pragne stwierdzi¢, ze mgr Barttomiej Zerek przedtozyt bardzo wartoiciowa
prace, wnoszgcg powainy wkiad do wiedzy na temat projektowania, metod otrzymywania,
badania aktywnoéci i wybranych parametréw farmakokinetycznych biatek fuzyjnych
oddziatujacych z wiecej niz jednym celem molekularnym i wykazujacych wiecej niz jeden szlak
sygnatowy, przeznaczonych do terapii celowanej nowotwordw.

Doktorant wykazat sie umiejetnoscig tworzenia hipotezy badawczej, projektowania
i przeprowadzenia bardzo ztozonych eksperymentéw z zakresu zaréwno szeroko rozumianej
inzynierii genetycznej jak i badania witasnosci i aktywnosci biologicznej biatek fuzyjnych, w tym
wptywajacych na aktywnos$¢ zwigzkéw biatkowych wtasnosci fizykochemicznych, badania ich
wigzania z celem molekularnym oraz aktywnosci biologicznej in vitro i in vivo. Wykazat réwniez
wysokie kompetencje w zakresie analizy otrzymanych wynikéw oraz formutowania wnioskdw.

W mojej ocenie recenzowana rozprawa w petni odpowiada wymaganiom stawianym
pracom doktorskim i przedktadam Wysokiej Radzie Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu
Jagielloriskiego Collegium Medicum wniosek o dopuszczenie pana mgr Barttomieja Zerka do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Biorgc pod uwage wysoki poziom recenzowanej pracy, oryginalno$¢ stosowanych metod
badawczych, szczegdlne walory poznawcze i aplikacyjne oraz fakt, ze wyniki badan sg
przedmiotem wynalazku zwracam sie do Wysokiej Rady z wnioskiem o wyréznienie rozprawy

doktorskiej pana magistra Bartiomieja Zerka.

Warszawa 18 czerwca 2021

Prof. dr hab. n. farm. Jadwiga Turto
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