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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Justyny Maczynskiej
pt.: , Reakcja fotoimmunologiczna z zastosowaniem czgsteczek Affibody w komérkach nowotworéw HER2-
dodatnich” wykonanej w Katedrze i Zaktadzie Biochemii Lekarskiej Uniwersytetu Medycznego im. Piastow
Slaskich we Wroctawiu

(promotorzy: dr hab. Jolanta Saczko, prof. nadzw. oraz dr hab. Gabriela Kramer-Marek)

Tematyka dysertacji dotyczy badania procesu wigzania i aktywnosci biologicznej czasteczek Affibody-IR700 wobec
komérek nowotworéw HER2-dodatnich. Tematyka pracy doskonale wpisuje sie¢ w zapotrzebowanie spoteczeristwa
na nowe leki o dziataniu przeciwnowotworowym. Nowotwory to obecnie gtéwna przyczyna umieralnosci na swiecie.
Niestety w Polsce umieralno$é¢ z powodu nowotwordéw ztosliwych jest duzo wyzsza niz w wiekszosdci panstw
europejskich. Obserwowany jest staty wzrost zachorowalnosci na raka m. in. gruczotu sutkowego, jajnika, jelit czy
ptuc. Obecnie najlepsze wyniki leczenia dajg metody oparte na aktywacji uktadu immunologiczego do walki z
nowotworami. Niestety metody te, cho¢ wydtuzajg dtugos¢ zycia pacjentéw to sg skuteczne jedynie u ok. 20% z nich.
Inne, skuteczne metody walki z nowotworami réwniez wydtuzajg catkowity czas przezycia pacjentéw, ale u
wiekszosci z nich ostatecznie rozwija sie opornos$¢ na leczenie. Pomimo zaangazowania duzych srodkéw finansowych
a takze znacznego postepu w zakresie diagnostyki i leczenia choréb nowotworowych, istnieje wcigz bardzo duza
potrzeba poszukiwania nowych, bardziej skutecznych i spersonalizowanych metod leczenia choréb nowotworowych.
Jednym z nowoczesnych rozwigzarn, wspomagajacych terapie leczenia nowotworéw jest fotoimmunoterapia (PIT). W
metodzie tej wykorzystuje sie tzw. koniugaty, czyli potgczenia dwdch aktywnych biologicznie czasteczek
chemicznych, posiadajgcych wiasciwosci-obu z nich. Metoda PIT wykorzystuje zdolno$¢ celowania wysoce
specyficznego biatka, tzw. nosnika celujgcego (np. przeciwciata monoklonalnego) potgczonego z fotouczulaczem
(PS). Cytotoksycznie wobec komdrek nowotworowych dziatajg wéwczas reaktywne formy tlenu, ktére powstajg po
naswietleniu fotouczulacza. Pani Justyna Maczyriska w swojej pracy badata koniugaty ztozone z czasteczek Affibody i
czasteczek fotouczulacza (ftalocyjanina - IR700). Affibody to mate biatka imitujgce przeciwciata monoklonalne tzw.
mimetyki przeciwciat, ktére oferujg znakomitg selektywnoéé wigzania z wyznaczonymi celami molekularnymi. W
recenzowanej pracy czasteczki te zostaty wykorzystane do rozpoznawania receptoréw HER2, znajdujacych sie na
powierzchni ztosliwych komdrek nowotworowych. Tematyka pracy doktorskiej mgr inz. Maczyriskiej wpisuje sie we
wspotczesne trendy terapii onkologicznych. Nie dziwi wiec zainteresowanie Doktorantki tg niezwykle ciekawg
tematyka badawcza.

Rozprawa doktorska zostata wykonana pod opieka dwdéch promotordéw to jest dr hab. Jolanty Saczko, prof.
nadzw. oraz dr hab. Gabrieli Kramer-Marek. Prace doswiadczalne byty wykonywane w Katedrze i Zaktadzie Biochemii
Lekarskiej Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu oraz w Zespole Przedklinicznego
Obrazowania Molekularnego Wydziat Radioterapii i Obrazowania The Institute of Cancer Research, Londyn, Wielka
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Brytania. Doktorantka realizowata swoje badania dzigki finansowaniu z dwdch grantéw, ktérych byta/jest
kierownikiem (tj.: PRELUDIUM NCN oraz ETIUDA NCN). Drugi z nich obejmowat stypendium doktorskie i koniecznoé¢
realizacji czesci prac za granicg Polski. Na pochwate zastuguje fakt, iz Doktorantka samodzielnie zdobyta srodki
finansowe na swoje badania. Podjefa sie takze wyjazdu do prestizowego osrodka naukowego (The Institute of
Cancer Research, Londyn, Wielka Brytania) w ktérym dokonata cze$¢ najbardziej interesujacych badari tj.

obrazowania molekularnego.

Cato$¢ rozprawy obejmuje 169 stron maszynopisu i podzielona jest na 7 gtéwnych rozdziatéw (tj. wstep czyli
cze$¢ literaturowa, cel i zatozenia pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusja, wnioski i literatura). Spis
pismiennictwa obejmuje 334 pozycje a wigkszo$¢ cytowanej literatury obejmuje ostatnie pie¢ lat, co dowodzi na
niezwykle aktualng tematyke badawcza recenzowanej rozprawy. W pracy umieszczono kilkanascie wykreséw,
rysunkéw, schematéw i zdjeé, ktére znacznie utatwity zrozumienie przedstawionych wynikéw. Na korcu pracy
znajduje sie wykaz uzywanych skrétéw. W mojej opinii powinien on sie znajdowa¢ na poczatku rozprawy, co
utatwitoby jej czytanie. Praca ma uktad typowy dla prac eksperymentalnych z zakresu nauk przyrodniczych i
medycznych. W pracy znalaztam nieliczne btedy edycyjne i stylistyczne (gtéwnie anglicyzmy) (np. ,zewnatrz
komorki”, str. 20; ,,aC-helisy”, str. 21; ,receptor jest ekspresjonowany” str. 22, ,powolny klirens”, str. 47, ,synteza
peptydowa”, str. 48) ale w zaden sposdb nie umniejszajg one wysokiej wartosci edycyjnej i merytorycznej pracy.

Warto w tym miejscu doda¢, iz rozprawe doktorskg mgr inz. Maczyriskiej otwierajg trzy cytaty dotyczace
,hieukéw” (Albert Eistein), ,czarodziejskiej basni” (Maria Sktodowska-Curie) oraz ,bezdomnosci” (Ludwik Pasteur).
W mojej ocenie zostaty one bardzo dobrze dobrane, gdyz pokazujg duzg pokore Doktorantki wobec nauki,
wynalazkéw i nieodgadnionych jeszcze zjawisk przyrodniczych. Prace doktorska mgr inz. Maczyriska dedykuje m.in.
swojemu mezowi, dzieki ktéremu ,kazdego dnia dowiaduje sie czym jest szczescie”. Uwazam, ze niezwyktym
szcze$ciem dla obu Pai promotor byto opiekowanie sie ,szczesliwg Doktorantka” realizujgcq przy tym ambitng i
ciekawg prace naukowa.

Doktorantka, we ,Wstepie” swojej pracy wprowadzita czytelnika w caty zakres tematyki, ktéra jest
wymagana do petnego zrozumienia przeprowadzonych w pracy doswiadczeri i uzyskanych wynikéw. Doskonale
wywazyta zakres opisanej problematyki, co jest niezwykta umiejetnoscia. Na poczatku tego rozdziatu mg inz.
Maczyriska wprowadzita czytelnika w tematyke markeréw molekularnych ze szczegdlnym naciskiem na opis budowy
i dziatania receptoréw HER2. Mam tutaj tylko jedno pytanie dotyczace stwierdzenia, ze ,badania elektrostatyczne
sugerujg”. Céz to za badania? W kolejnym podrozdziatach ,Wstepu” Doktorantka opisata rodzaje/typy nowotworéw
posiadajacych nadekspresje genu HER2 oraz terapie celowane stosowane w leczeniu nowotworéw HER2
pozytywnych. Na zakoriczenie rozdziatu (, Wstep”) mgr inz. Maczynska wyjasnita od strony molekularnej i medycznej
na czym polegaja terapie fotodynamiczne. W zakresie tej czesci pracy nasunety mi sig trzy pytania. Czy mozna
powiedzie¢, jak napisata Doktorantka, ze cechg uczulaczy powinna by¢ wysoka czystosé chemiczna (str. 34)? Co
oznacza wedtug Doktorantki pojecie ,rozpuszczalnika biologicznego” (str. 35) oraz, ze ,,PDT daje bardzo dobry efekt
kosmetyczny” (str. 43)? Ta cze$¢ rozprawy doktorskiej (,Wstep”) oceniam bardzo wysoko, gdyz Doktorantka w
sposéb przejrzysty wprowadzita czytelnika w problematyke dysertacji. Przeglad literaturowy zostat dokonany
niezwykle starannie i $wiadczy o duzej wiedzy i swobodnym poruszaniu sie Doktorantki w obrebie wiedzy z zakresu:
biochemii, biologii komérki oraz chemii i fizyki medycznej.

W kolejnej czesci pracy (,Cel pracy”) mgr inz. Maczynska przedstawita cel swojej pracy, ktérym byto
opracowanie i ocena efektywnosci koniugatu Affibody-IR700 ukierunkowanego na receptor HER2 (Affiuer2-IR700)
w oparciu o modele raka jajnika i piersi in vitro i in vivo.
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Celami szczegétowymi recenzowanej dysertacji byto:
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(1) skoniugowanie czgsteczek Affibody z ftalocyjaning (IR700),

(2) ustalenie optymalnych warunkdéw kinetyki wigzania koniugatow,

(3) zbadanie efektu terapeutycznego in vitro na liniach komérkowych (2D oraz 3D) réznigcych sie
nadekspresjg receptora HER2,

(4) zbadanie zdolnosci PIT do indukowania immunogennej $mierci komérkowej,

(5) ocena odpowiedzi terapeutycznej koniugatu in vivo na modelach ksenograftow z nadekspresjg receptora
HER2.

Po wstepie teoretycznym i przedstawieniu celu pracy Doktorantka w sposdb zwiezty jak na ilo$¢ przeprowadzonych
eksperymentéw (20 stron) opisata stosowane przez siebie metody i techniki. Warto nadmieni¢, iz zastosowane
przez Doktorantke metody obejmujg techniki stosowane w réznych dyscyplinach naukowych w takich jak: chemia,
biochemia, histologia, biologia molekularna i weterynaria. W zakresie tego rozdziatu mam tylko jedng uwage
dotyczacg braku informacji o sekwencji aminokwasowe] stosowanego w badaniach Affibody. Zastosowane przez
Doktorantke metody sg standardowe i powszechnie uzywane ale za to wymagajgce doswiadczenia laboratoryjnego,
precyzji a czasami nawet odwagi (mam tutaj na mysli doswiadczenia na zwierzetach).

Kolejny rozdziat pracy, zatytutowany ,Wyniki”, zostat przez Doktorantke podzielony na pie¢ zasadniczych
czesci tj.: (i) charakterystyka wybranych linii komérkowych, (ii) charakterystyka koniugatu Affiter2-IR700, (iii)
reakcja fotoimmunologiczna in vitro, (iv) markery immunogennej $mierci komérkowej oraz (v) reakcja
fotoimmunologiczna in vivo. Kolejno$¢ prac eksperymentalnych zostata dobrana prawidtowo. W swojej pracy
mgr inz. Justyna Maczyiska w petni scharakteryzowata i przebadata koniugat Affiter2-IR700 w zakresie
aktywnosci przeciwnowotworowej wobec rdéznych linii komdrkowych (hodowle 2D), aby ostatecznie
wyselekcjonowac do dalszych badan dwie linie o najlepszych parametrach tj. SKOV-3 oraz BT-474. Dalsze prace
eksperymentalne Doktorantka prowadzita na wyselekcjonowanych liniach, ale uzywajgc tzw. hodowli
sferoidowych (3D), ktére znacznie lepiej oddajg rzeczywiste srodowisko guza nowotworowego. W kolejnym
etapie przebadata wptyw reakcji fotoimmunologicznej na komodrki oraz sprawdzita jakie mechanizmy
komérkowe sg aktywowane w komodrkach pod wptywem fotouczulaczy. Zwieniczeniem jej badan byty
doswiadczenia in vivo podczas ktérych ocenita efektywnos¢ terapeutyczng badanych koniugatéw  Affiner2-
IR700. Reasumujac, Doktorantka pokazata, ze koniugat Affiner2-IR700 wigze sie z receptorem HER2 lepiej niz
koniugat przeciwciato-FITC, zaréwno w hodowlach 2D i 3D jak i w testach in vivo. Pani mgr inz. Maczyriska
zastosowata wtasciwe metody i procedury wymagane do przeprowadzenia zaplanowanych eksperymentoéw.
Jedynym eksperymentem, ktérego nie jestem w stanie oceni¢ sg badania histologiczne. Z uwagi na moje braki w
wyksztatceniu w zakresie histologii bardzo prosze o objasnienie zdje¢ histologicznych skrawkéw badanych komérek
lub guzéw. Prosze réwniez o interpretacje uzyskanego wyniku o istotnosci statystycznej uzyskanego dla kontroli
nietraktowanej (Rys. 4.23).

W kolejnym rozdziale zatytutowanym ,Dyskusja” Doktorantka przedstawita najwazniejsze wyniki swojej pracy
doktorskiej i ukazata je w Swietle dotychczasowych badar opisanych w literaturze. Przeprowadzona przez
Doktorantke dyskusja jest bardzo spdjna i merytoryczna. Pytania jakie moégtby postawi¢ Recenzent stawia w
dyskusjach sama Doktorantka, co dowodzi jej duzej dojrzatosci naukowej. Do najwazniejszych osiggnige¢ pracy
stanowigcych jednoczesnie element nowosci naukowej zaliczam (i) wykazanie przez Doktorantke wysokiej
specyficznosci koniugatu Affiuer,-IR700 w wigzaniu receptoréw HER2 na modelach in vitro oraz in vivo, (ii)
udowodnienie skutecznosci terapeutycznej koniugatu na HER2-pozytywnych komadrkach raka piersi i jajnika oraz (iii)
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pokazanie ze fluorescencyjny koniugat Affiuero-IR700 wskazuje potencjat jako srodek w leczeniu Srédoperacyjnym w
zastosowaniu do wyznaczenia bezpiecznych margineséw guza oraz do usuwania resztkowych komdrek
nowotworowych przy uzyciu PIT. Na zakoriczenie chciatabym podkresli¢, iz przedstawiona do oceny praca doktorska
zainspirowata mnie do zastosowania biatek Affibody do moich wtasnych badan. Mozna wiec rzec, ze Doktorantka
uczynita mnie ,,szczesliwym Recenzentem”.

Przytoczone w niniejszej nieliczne uwagi krytyczne oraz kwestie dyskusyjne nie maja istotnego charakteru i
nie podwazajg w zadnej mierze wartosci rozprawy i mojej bardzo pozytywnej jej oceny. Reasumujgc, uwazam, ze
cze$¢ doswiadczalna pracy doktorskiej zostata dobrze zaplanowana, wyniki zostaty zinterpretowane poprawnie a cel
pracy zostat w petni zrealizowany. Rozprawa doktorska mgr inz. Justyny Maczyriskiej zawiera bogaty, solidny i
wartos$ciowy materiat doswiadczalny dotyczacy wykorzystania koniugatu Affier2-IR700 do terapii nowotworowe;j.
Kandydatka wykazata sie ponadto znajomoscig wielu technik eksperymentalnych oraz szerokg i interdyscyplinarng
wiedza. Na podkreslenie zastuguje fakt, iz uzyskane wyniki badan majg wysoki potencjat publikacyjny i z pewnoscig
znajda swdj finat w postaci publikacji o wysokim wspétczynniku wptywu. Na opublikowany dorobek mgr inz. Justyna
Maczyriskiej tacznie sktada sie 10 artykutéw opublikowanych w czasopismach indeksowanych w JCR (Suma IF: 18.605
Suma Pkt. MNiSW/KBN: 185).

Biorgc pod uwage powyzisze fakty stwierdzam, ze przedtozona do oceny rozprawa spetnia ustawowe i
zwyczajowe kryteria stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z Ustawg z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym z péin. zm. W tym odniesieniu wnosze do Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu
Medycznego im. Piastéw Slgskich we Wroctawiu o dopuszczenie mgr inz. Justyne Maczyniska do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego. Ponadto, majgc na wzgledzie wktad pracy Doktorantki w prace nad poszerzeniem wiedzy w
zakresie nowej czasteczki terapeutycznej AffiHer2-IR700, zwracam sie takze do Wysokiej Rady z wnioskiem o
wyrdznienie tej rozprawy. 1

Z powazaniem,
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