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Ocena pracy doktorskiej mgr Barttomieja Zerka pt. ”Opracowanie nowego
rekombinowanego biatka fuzyjnego TRAIL - IFNy do celowanej terapii

przeciwnowotworowe;j”

Nowotwory sa bardzo trudnym celem terapeutycznym, co wiaze si¢ z
réznorodnoscia rasowa i osobnicza czlowieka, heterogennoscig guzow, zar6wno
nowotworéw pierwotnych jak 1 zmian przerzutowych, z warunkami
srodowiskowymi, ktére moga wplywaé na rozwdéj 1 postep choroby
nowotworowej. Wedlug najnowszych doniesien tylko 20-75% chorych na
nowotwory odpowiada na standardowe leczenie. W przypadku niektorych
nowotworow, np. czerniaka ten odsetek jest jeszcze nizszy i zamyka sie w
przedziale od 4-12%. Jednoczesnie, np. w USA, ponad 100 000 chorych umiera
z powodu reakcji niepozadanych (toksycznosci) zwigzanych z terapiag. W
zwigzku z tym istotnie wzrasta zapotrzebowanie na bardziej efektywne i
bezpieczne leki przeciwnowotworowe. Jedng ze strategii staje si¢ zatem rozwdj
medycyny spersonalizowanej, ktéra zyskuje coraz wieksze znaczenie w
onkologii. Na bazie wiedzy z zakresu genomiki, biologii molekularne;j,
biotechnologii, toksykologii oraz immunologii coraz prostsze staje sie
optymalizowanie i indywidualizowanie terapii ogdlnoustrojowej stosowanej u

chorych na nowotwory. Wiele nowych obiecujgcych lekéw i testow



genomicznych pozwalajacych na optymalizacje leczenia znajduje si¢ ciagle
jeszcze na etapie badan klinicznych. Rezultaty obserwowane w ramach
wczesnych badan klinicznych (I i II fazy) napawaja ogromnym optymizmem i
stanowig zapowiedZ dalszego, oczekiwanego postepu w personalizowane]
onkologii.

Gwaltowny rozwo¢j terapii celowanej w onkologii zwigzany jest z
oczekiwaniem wigkszej skutecznosci leczenia, wysokim kosztem wprowadzania
lekow na rynek, odkryciami nowych biomarkeréw, czy szybkim rozwojem
technologii genomicznych. Badania genomu cztowieka pomogly zidentyfikowaé
szereg molekularnych markerow predyspozycji do zachorowania, rozwingé
szereg badan przesiewowych oraz prognostycznych, jak roéwniez ulatwity
przewidywanie i monitorowanie reakcji na leki. Wprowadzanie terapii
celowanej na rynek ochrony zdrowia spotyka sie jednak ze starciem réznych
interesow duzych firm farmaceutycznych. Niektore, takie jak Roche (Basel,
Szwajcaria), ostatnio Amgen (Thousand Oaks, USA) czy Genzyme (Boston,
USA) inwestujac w terapi¢ celowang przyjely, ze strategia ta jest przyszioscia
medycyny. Z kolei inne firmy farmaceutyczne uwazaja jednak, ze ograniczanie
liczby chorych leczonych dopuszczonym juz do obrotu specyfikiem, znacznie
obnizy ich dochody. Obecne procedury rejestracyjne i refundacyjne wymagajg,
gdzie jest to mozliwe, przedstawienia wynikéw badan uwzgledniajacych role
biomarkeréw jako czynnikéw predykcyjnych przy wyborze docelowej grupy
chorych, ktérzy najkorzystniej odpowiadajg na dane leczenie. Przykladem moze
by¢ sytuacja, w ktorej EMEA odmoéwila dopuszczenia do obrotu w Europie
przeciwciala monoklonalnego stosowanego w leczeniu raka jelita grubego
(panitumumab). Producent natychmiast przedstawil wyniki badan z
uwzglednieniem biomarkera i uzyskal warunkowe dopuszczenie do obrotu w
monoterapii u chorych, ktérzy nie odpowiedzieli na standardows chemioterapie,

a zmiany przerzutowe wykazywaty ekspresje EGER oraz dziki gen K-RAS.



W Swietle przytoczonych faktéw wybodr tematu pracy doktorskiej mgr
Bartlomieja Zerka pt. “Opracowanie nowego rekombinowanego biatka
fuzyjnego TRAIL — IFNy do celowanej terapii przeciwnowotworowej” jest
istotny, aktualny i interesujgcy, o duzych walorach praktycznych. Uklad
przedstawionej do recenzji pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich, z
podziatem na rozdziaty: streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep, cel
pracy, materialy i metody, wyniki, dyskusje, podsumowanie i literature.
Rozprawa doktorska mgr Bartlomieja Zerka liczy 133 strony tekstu, w ktorych
zawartych jest 66 rysunkéw i 30 tabel. Tabele i rysunki umieszczono w tekscie,
co znacznie ulatwia korzystanie z nich w czasie czytania. Doktorant postuguje
si¢ precyzyjnym, zwigztym jezykiem naukowym, swobodnie poruszajac sie w
terminologii omawianych zagadnien. Zwraca uwage wielka starannosé graficzna
i edytorska pracy. Pismiennictwo liczy 258 pozycji i jest wlasciwie dobrane i
cytowane.

We wstepie pracy Doktorant perfekcyjnie przedstawia informacje szeroko
naswietlajace zakres tematyczny podjetych badan. W rozdziatach tych Autor
omawia zagadnienia dotyczace struktury interferonu IFN-o, IFN-y i
odzialywanie z receptorem, odpowiedZz interferonowa w nowotworach,
skuteczno$¢ kliniczng interferonéw. Druga cze$¢ wstepu dotyczy ligandu
TRAIL. Autor scharakteryzowal strukture, funkcje, mechanizmy dziatania,
opornosci i trudnosci aplikacyjne zwigzane z ligandem TRAIL. Doktorant
postuguje si¢ precyzyjnym, zwigztym jezykiem naukowym, swobodnie
poruszajac si¢ w terminologii omawianych zagadnier. Wstep pracy doktorskiej
jest doskonatym wprowadzeniem czytelnika do dalszej czgéci dysertacii.

Celem pracy doktorskiej mgr Barttomieja Zerka pt. ”Opracowanie nowego
rekombinowanego biatka fuzyjnego TRAIL — IFNy do celowanej terapii
przeciwnowotworowe;j” bylo opracowanie aktywnej muteiny w formie bialka
fuzyjnego opartej na czasteczce z grupy interferondw oraz na zoptymalizowanej

sekwencji liganda TRAIL. Zalozono, ze nowo zaprojektowana muteina



scINFTR3.0 powinna oddziatywa¢ z wigcej niz jednym celem molekularnym i
wykazywa¢ mechanizm angazujacy wiecej, niz jeden szlak sygnatowy.
Postawiony cel badawczy jest niezwykle ambitny i interesujacy. Wielu autoréw
potwierdzito synergizm lub komplementarno$é dziatania liganda TRAIL oraz
czasteczek z grupy interferondw. Dysertacja obejmuje projektowanie
rekombinowanych wariantéw biatka fuzyjnego TRAIL-IFNy, produkcje tego
bialka, analiz¢ jego wtasciwosci fizykochemicznych, badanie interakeji
uzyskanego bialka fuzyjnego z celami molekularnymi oraz szeroko zakrojone
badania aktywnosci biologicznej in vitro i in vivo. Badania biotechnologiczne,
fizykochemiczne, biologiczne i farmakologiczne budza ogromny podziw
Recenzentki. Sg one doskonale zaplanowane, przemyslane, wykonane i
precyzyjnie opisane w recenzowanej dysertacji, co potwierdza, iz Doktorant
pracowal w zespole badawczym kierowanym przez wybitnego naukowca -
Profesor Elzbiete Pekale.

Najwazniejszym celem przy konstruowaniu scINFTR3.0 byto wyposazenie
liganda $mierci w dodatkowy, niezalezny od apoptozy mechanizm, ktoéry miat
uwrazliwia¢ komérki nowotworowe na TRAIL, a takze powinien stymulowaé
lokalne komérki uktadu immunologicznego gospodarza do silnej odpowiedzi
immunologicznej i dodatkowej produkcji ligandéw rodziny TNF. Celem
dysertacji bylo tez obnizenie dolegliwoéci zwigzanych z toksycznoscig
ogolnoustrojowg i efektami ubocznymi stosowania interferonu. Ponadto,
zwigkszenie masy czasteczkowej poprzez polaczenie dwdch molekut, miato
poprawi¢ wiadciwosci farmakokinetyczne uzyskanego biatka fuzyjnego.

Autor zaprojektowat oraz opracowat metode produkeji biatka fuzyjnego
scINFTR3.0, ktorego czystos¢ oszacowano na ponad 90%. Mase czasteczki w
warunkach denaturujacych oraz natywnych Doktorant wyznaczyt technika
saczenia molekularnego, ktéra nastepnie potwierdzit na spektrometrze mas.

Postugujac si¢ technikag SPR i urzadzeniem Biacore3000 Autor sprawdzil



funkcjonalno$¢ domeny TRAIL poprzez testy oddziatywania z receptorami DR4
oraz DRS.

Bardzo bogata czgscig dysertacji, obfitujaca w liczne eksperymenty sa
rozdzialy poswigcone badaniom na liniach komérkowych. Na podstawie
uzyskanych wynikéw badan opisanych w rozprawie doktorskiej bez cienia
watpliwosci mozna stwierdzi¢, ze wzbogacenie TRAIL o dodatkowy
mechanizm dziatania podniosto jego aktywno$¢ antyproliferacyjna i skutkowato
poprawa potencjatu cytotoksycznego in vitro. Badania cytotoksycznosci
Doktorant przeprowadzit az na 28 liniach komérkowych. Dotyczy to takze linii
komorkowych opornych na TRAIL. Nalezy podkresli¢ fakt, ze scINFTR3.0 nie
wykazuje znaczacego efektu cytotoksycznego wobec badanych komérek
prawidtowych gruczotu sutkowego MCF-10A czy zyly pepowinowej HUV-EC-
C. Badania biologiczne in vitro s3 imponujace, obfituja w mnéstwo metod i co
za tym idzie wynikéw. Autor okreslil réznice aktywnosci pomiedzy czasteczka
TRAIL oraz scINFTR3.0. W przypadku linii wrazliwych na TRAIL
zaobserwowano synergizm dziatania, natomiast wobec linii niewrazliwych na
TRAIL, zaobserwowano przelamanie opornosci, nawet w przypadku linii
wykazujacych niski poziom ekspresji receptoréw DR4 i DRS.

W przypadku lekéw biatkowych problemem jest ich oddziatywanie na
uklad immunologiczny. Zaréwno w przypadku TRAIL, jak i scINFTR3.0
okazato si¢, ze skladniki osocza pozostaja niemalze bez wplywu dla
cytotoksycznej aktywnosci tych biatek (testy na liniach wrazliwych na TRAIL —
NCI-H460, HCT116), co pozwolito zakwalifikowa¢ je do podania dozylnego. W
kolejnym etapie badan Autor badal wplyw uzyskanej muteiny scINFTR3.0 na
proces apoptozy: wptyw bialka fuzyjnego na blon¢ komérkows oraz btong
mitochondrialng, przebieg cyklu komérkowego, wzrost poziomu aktywnych
kaspaz oraz ich produktéw. Badania cytometryczne jednoznacznie potwierdzily
przewage biatka scINFTR3.0 nad TRAIL. Przeprowadzone badania na liniach

komorkowych potwierdzity stuszno$¢ zastosowania rozwigzania laczacego



ligand Apo2 i IFN-y w jedng czasteczke. Wyniki testéw cytotoksycznosci oraz
markerow procesu apoptozy byly niezwykle satysfakcjonujgce, co zachecilo
Doktoranta do podjecia badan in vivo.

Badania in vivo, mgr Barttomiej Zerek przeprowadzit na samicach mysich
szczepu Crl:SHO-Prkdc*“Hr™ o obnizonej odpornosci, gdzie Autor wykazat
niedostateczng  aktywno$¢  przeciwnowotworowa  uzyskanego  biatka
scINFTR3.0. Jednoczesnie Autor rozprawy doktorskiej zwraca uwage na istotny
fakt, ze zar6wno TRAIL jak i IFN-y wykorzystane w zaprojektowanej
czgsteczce sg sekwencjami ludzkimi, rézniacymi sie¢ od mysich, co moze
wptywa¢ na uzyskane wyniki. Duzym problemem okazata si¢ ograniczona
rozpuszczalno$¢ uzyskanej muteiny scINFTR3.0 w roztworach wodnych
uniemozliwiajgca zastosowanie wyzszych dawek preparatu oraz wyznaczenie
dawki MTD. Autor zbadal réwniez aktywnos$é przeciwnowotworowa biatka
fuzyjnego scINFTR3.0 w mysim modelu watroby PLC/PRF/5, w mysim modelu
raka okreznicy oraz w mysim modelu raka nerki. W kazdym z tych
eksperymentéw obserwowano zmniejszenie objetosci guza, ale niestety nie
doszto do calkowitego wyleczenia. Reasumujgc, eksperymenty zawarte w
rozprawie doktorskiej sa bardzo dobrze zaplanowane, prowadzone w oparciu o
glebokg wiedzg, intuicj¢ i zdolnosci organizacyjne Doktoranta mgr Bartlomieja
Zerka i Jego Promotor Prof. Elzbiete Pekale.

Z wielkg przyjemnoScia recenzentka zapoznala sie z rozdzialem
“Dyskusja”, w ktérym Doktorant przeprowadzit szczegélowsg analize
uzyskanych wynikéw oraz dokonat konfrontacji badaf wiasnych z
osiggnieciami innych zespoléw badawczych. Praca doktorska mgr Barttomieja
Zerka zdaniem recenzentki ma charakter nowatorski i wnosi istotny wktad w
farmakoterapie choréb nowotworowych.

Praca doktorska mgr Bartfomieja Zerka rodzi pytanie: Czy Doktorant
widzi potrzebe dalszej modyfikacji rekombinowanego bialka fuzyjnego TRAIL

— IFNy w celu poprawy jego wlasciwosci terapeutycznych? Autor przeprowadzit



badania na bardzo szerokim zbiorze linii nowotworowych in vitro, jak in vivo,
wobec czego pragne zapytaC, jaka grupa nowotworéw moze byé celem
molekularnym uzyskanego biatka fuzyjnego?

Mozna uzna¢, ze cho¢ podjete przez Doktoranta badania maja charakter
podstawowy to mogg mie¢ one konsekwencje aplikacyjne, czego dowodem sa
dwa zgloszenia patentowe — patent polski i patent miedzynarodowy. Polaczenie
tych dwéch cech stanowi o powaznym ciezarze gatunkowym wynikéw
przedstawionych w pracy. Wida¢ ogrom pracy eksperymentalnej, wielu
przemyS$len i dyskusji naukowych na najwyzszym, S$wiatowym poziomie.
Nalezy réwniez podkresli¢ dorobek naukowy mgr Bartlomieja Zerka, jest On
jest autorem, lub wspétautorem 6 znaczacych prac naukowych o wysokich
wspoétczynnikach oddzialywania IF, wynoszgcym tacznie 12,734, 370 punktéw
MNiSW.

Z obowigzku recenzenta chcg zwrécié uwage na drobne bledy edytorskie,
np. str 106, str.103 zamiast ,kwas dwucynochinonowy” powinno byé kwas
biscynochinonowy, na str.106 na rysunku 63 niepodpisana jest o$ Y i blednie
podpisane sg krzywe, cytogramy na rysunkach 45-51, 53, 54, 56-59 sa zbyt
mate, a przez to sg nieczytelne. Oczywiscie, sg to drobne uchybienia, absolutnie
nie wplywajace na warto$¢ merytoryczng pracy.

Reasumujgc przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Barttomieja
Zerka pt. “Opracowanie nowego rekombinowanego biatka fuzyjnego TRAIL —
IFNy do celowanej terapii przeciwnowotworowej” cechuje si¢ istotnymi
walorami, do ktdrych zalicza si¢ adekwatna do postawionych zadan metodyke,
aktualno$¢ 1 wartos¢ praktyczng uzyskanych wynikéw oraz warto$ciows
dyskusje dowodzacg wiedzy i opanowania tematu przez Doktoranta. Rozprawe
doktorskg oceniam bardzo wysoko, uwazam za niezwykle interesujaca oraz
nowatorskg. Stanowi ona samodzielny dorobek naukowy, jest na najwyzszym
Swiatowym poziomie i W pemlni spelnia wymagania stawiane rozprawom

doktorskim okreslone w Art. 13 ust. 1 z dn. 14 marca 2003r. o stopniach i tytule



naukowym z pézniejszymi poprawkami z 2014r. (Dz.U. Poz. 1852). Ze wzgledu

na te walory, pragne rekomendowac rozprawe doktorskg mgr Bartlomieja Zerka
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do wyro6znienia.



