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Ocena rozprawy doktorskiej mgr inz. Justyny Marii Mgqczynskiej

PL.:” Reakcja fotoimmunologiczna z zastosowaniem czgsteczek
Affibody w komérkach nowotworéw HER2-dodatnich”

Promotor: dr hab. Jolanta Saczko, prof. nadzw.
dr hab. Gabriela Kramer-Marek

Diagnostyka i terapia nowotworéw to obecnie jedno z najwazniejszych
wyzwan wspétczesnej medycyny. Mimo ogromnego postepu nauki i ciggle rosnacych
naktadow uzyskiwane do tej pory efekty sa w wielu przypadkach niezadawalajace.
Ograniczona skuteczno$¢ prowadzonych terapii, pojawiajaca sie lekoopornoéc,
sprawiajg ze wiele poszukiwan koncentruje sie wokét tzw. terapii celowanych. Coraz
wigksza znajomos¢ réznic budowy i Ffunkcjonowania komérek prawidtowych
i nowotworowych daje nadzieje na opracowanie specyficznych, ukierunkowanych na
patologiczne komérki dziatan terapeutycznych.

W tym kontekicie temat podjety przez Doktorantke - “Reakcja
fotoimmunologiczna z zastosowaniem czqsteczek Affibody w komérkach
nowotworéw HER2-dodatnich”, wydaje sie niezwykle istotny i zwazywszy na
wskazywana role obecnosci receptoréw HER2 (wystepuje w wielu typach
nowotworéw i wigze sie z wysoka agresywnoécia) doskonale wpisuje sie w
poszukiwania nowych metod walki z nowotworami.

Przedtozona mi do oceny praca liczy 169 stron i sktada sie z typowych dla tego
rodzaju pracy rozdziatéw: Streszczenia (w jezyku angielskim i polskim), Spisu tresci,
Wstepu, Celu i zatoZeri pracy, Materiatéw i metod, Wynikéw, Dyskusji, Wnioskéw,
Bibliografii oraz Suplementéw (Wykazu skrétéw, Wykazu tabel i Wykazu rysunkéw).

W | rozdziale pracy (,Wstep”) liczacym 38 strony Doktorantka, po krotkim
wprowadzeniu, w sposéb bardzo przejrzysty i zrozumiaty omawia zagadnienia
dotyczace receptoréw HER (struktura, aktywacja, sygnalizacja, nowotwory HER2
dodatnie), terapie celowang, terapie fotodynamiczng, fotoimmunoterapie.

W rozdziale ,Cel i zatozenia pracy” Autorka wyraznie okreéla jakie byly
zatozenia pracy i jakie postawita przed sobg cele do zrealizowania - ... "koniugacja
czqsteczek Affibody z ftalocyjaning (IR700), ustalenie optymalnych warunkéw
kinetyki wiqzania immunokonigatéw oraz zbadanie efektu terapeutycznego in
vitro na liniach komérkowych (2D oraz 3D) rézniqcych sie nadekspresjq receptora
HER2. Ponad to: ocena zdolnosci PIT do indukowania immunogennej $mierci
komérkowej i odpowiedzi terapeutycznej koniugatu in vivo na modelach
ksenograftow z nadekspresjqg receptora HER2".,.. - bardzo ambitne plany z szeroko
zakrojonymi badaniami (zwierajace zaréwno badania w uktadzie ni vitro, jak i badania
na zwierzetach) i dobrze przemyélane. Potwierdzeniem tego jest tez dobédr
materiatu badawczego i metod jakie Doktorantka zaplanowata do swoich badan.
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Bardzo pozytywnie oceniam projekt planu przebiegu catego projektu badawczego - juz od
pierwszego etapu, kiedy to Doktorantka sama postanowita potwierdzié obecnoéé¢ receptora HER2 w
badanych komérkach i samodzielnie przeprowadzi¢ analize jego ekspresji (nie opierajac sie tylko na
danych literaturowych) w wykorzystywanych w pracy liniach: SKOV-3 - ludzka linia komérkowa
gruczolakoraka jajnika; BT-474 - ludzka linia komérkowa raka przewodowego gruczotu sutkowego;
MDA-MB-175 - ludzka linia komérkowa raka przewodowego gruczotu sutkowego, pobrana z miejsca
przerzutu — wysieku optucnej; MDA-MB-231 - ludzka linia komérkowa gruczolakoraka gruczotu
sutkowego, pobrana z miejsca przerzutu — wysieku optucnej; MDA-MB-468 — ludzka linia komérkowa
gruczolakoraka gruczotu sutkowego, pobrana z miejsca przerzutu - wysieku optucnej.

Wszystkie planowane prace i zadania zostaty w bardzo przejrzysty sposob opisane. Warto
podkreéli¢, ze badania przeprowadzone w pracy doktorskiej byty finansowane w ramach grantu
PRELUDIUM 10 (2015/19/N/NZ7/01336) Narodowego Centrum Nauki oraz ze Doktorantka uzyskata
Srodki finansowe w ramach finansowania stypendium doktorskiego ETIUDA 4 (2016/20/T/NZ7/00522)
Narodowego Centrum Nauki - co przy tak merytorycznie przygotowanym projekcie jest w petni
zrozumiate. Badania wykonano w Katedrze i Zaktadzie Biochemii Lekarskiej Uniwersytetu Medycznego
im. Piastow Slaskich we Wroctawiu (kierownik Katedry i Zaktadu Biochemii Lekarskiej prof. dr hab.
Andrzej Gamian) oraz w Zespole Przedklinicznego Obrazowania Molekularnego Wydziat Radioterapii
i Obrazowania The Institute of Cancer Research Londyn, Wielka Brytania (kierownik zespotu Dr hab.
Gabriela Kramer-Marek).

W badaniach, poza klasyczng hodowla 2D (monowarstwowg) komérek, wykorzystano réwniez

hodowle tréjwymiarowe 3D. To powszechnie uznawany model in vitro matych guzéw nowotworowych.
Do charakterystyki linii komérkowych pod wzgledem ekspresji receptora HER2 Doktorantka
zastosowata metode cytometrii przeptywowej, a w celu charakterystyki biatek wybranych linii
komérkowych metode Western blot (WB).

W pracy, jako Fotouczulacz zastosowano barwnik Ftalocyjaninowy IRDye700DX-maleimid (IR700;
1979.28 Da; LI-COR Bioscience) charakteryzujacy sie fluorescencja w zakresie bliskiej podczerwieni
(maksimum wzbudzenia A=689 nm, maksimum emisji A=700 nm), a jako czasteczki targetujace
wykorzystano mate biatko Affibody (ZHER2:2891-Cys, 6995.82 Da), specyficznie rozpoznajace
zewnatrzkomérkowa domene receptora HER2. Przeprowadzono koniugacje AFFIHER2 z IR700,
a nastepnie okreslono stezenie i czystos$¢ koniugatu, specyficznosci wigzania i stata dysocjacji oraz
specyficznos¢ i lokalizacje komérkowa AFfiHER2-IR700. Eksperymenty zwigzane z ocena reakcji
fotoimmunologicznej i efektéw terapeutycznych in vitro prowadzono na komérkach w hodowlach 2D
oraz 3D z koniugatem AFFiHER2-IR700 w stezeniu 0.01 - 1 pM naswietlanych za pomocy oéwietlacza
wyposazonego w podczerwone diody LED (oswietlacz o wysokiej mocy wyjsciowej ztozony z 60
wysokowydajnych uktadéw diodowych; L690-66-60, Marubeni America Corporation), ktére emituja
Swiatto ciggte o dtugosci fali 690 nm ze $rednig intensywnoscig 12,5 mW/cm?, natezenie pradu 285 mA,
przy czasie naswietlania 640s lub 1280s - co odpowiada dawce gestosci energii promieniowana réwnej
8 lub 16 J/cm?.

Oceng przezywalnosci komorek przeprowadzono metodg bioluminescencyjng z zastosowaniem
testu CellTiter-Glo® (Promega), ocene zywotnosci sfer komérkowych wykorzystujac zestaw do
jednoczesnego barwienia zywych i martwych komérek (LIVE/DEAD™ Cell Imaging Kit, Thermo Fisher
Scientific). llosciowy pomiar RFT po naswietleniu komérek wykonano przy pomocy zestawu DCFDA
(Cellular Reactive Oxygen Species Detection Assay Kit, Abcam) oraz odczynnika pozwalajacego na
oznaczanie tlenu singletowego, '02 (SOSGR, Singlet Oxygen Sensor Green Reagent, Molecular Probes).
Analizowano réwniez rodzaj $mierci komérek wykorzystujac w procedurze FFC jodek propidyny i
aneksyne V. Jako marker immunogenicznej $mierci komérkowej oznaczano: 1) translokacje
kalretikuliny na btone komérkowa - obrazowanie za pomocg mikroskopu konfokalnego, 2) oznaczenia
biatka HMGB1 uwalnianego z komérek - metodq ELISA (HMGB1 ELISA kit, Tecan, IBL International), 3)
zmiany w komérkach zachodzacych na poziomie biatek zwiazanych z immunogenna émiercia
komorkowa: biatka szoku cieplnego HSP70 i HSP90 oraz biatko HMGB1 - technika immunoidentifikacji
Western blot, 4) oznaczenie uwalniania ATP z umierajacych komérek - test ENLITEN® (Promega).
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Badania in vivo prowadzono w Londynie wykorzystujac myszy szczepu NSG™-Nude (NOD.Cg-
Foxn1nullPrkdcscidil2rgnull/ICR) (z Charles River Laboratories, hodowane jako wewnetrzne kolonie
rozrodcze w zwierzetarni the Institute of Cancer Research w Londynie, Wielka Brytania) - przeznaczone
do silnego wspomagania tworzenia ksenoprzeszczepéw ludzkich komérek nowotworowych. Szczep ten
charakteryzuje sie obnizong odpornoscia, wynikajaca z braku dojrzatych limfocytéw T, komérek B,
funkcjonalnych komérek NK oraz posiadajacych zmniejszong liczbe dendrytycznych komérek
szpikowych i wykazujacych niedobér przekazywania sygnatéw przez cytokiny. Przeznaczone s3 do
silnego wspomagania tworzenia ksenoprzeszczepéw ludzkich komérek rakowych. Wszystkie
eksperymenty in vivo - jak deklaruje Doktorantka - przeprowadzono zgodnie prawem (licencja wydana
na podstawie brytyjskiej Ustawy o Zwierzetach dotyczaca procedur naukowych z 1986 r.) oraz zgodnie z
lokalng oceng etyczna. Badania byty zgodne z wytycznymi Brytyjskiego Narodowego Instytutu Badar
nad Rakiem dotyczacymi dobrostanu zwierzat w badaniach nad rakiem (ang. the United Kingdom
National Cancer Research Institute Guidelines for Animal Welfare in Cancer Research). Guzy
nowotworowe otrzymywane byty poprzez podskérne iniekcje komérek rakowych lini SKOV-3 lub BT-
474 w okolice prawego przedramienia myszy. Sprawdzano biodystrybucje AFFIHER2-IR700. Rézne ilogci
AFFIHER2-IR700 (0.5, 3 lub 18 pg) wstrzykiwano dozylnie, a nastepnie myszy obrazowano za pomocy
systemu IVIS® Spectrum/CT (Perkin Elmer) po 0,5, 1, 3, 6 i 24 godzinach od podania koniugatu. Obrazy
opracowywano za pomocy dedykowanego oprogramowania Living Image® 4.5.2. W badaniach reakgji
fotoimmunologicznej myszy z AFffiHER2-IR700 naswietlano 100 J/cm?Z Ze wzgledu na ograniczona
ilos¢ dostepnego biatka nie utworzono grupy z podaniem AFfiHER2-IR700 bez naswietlania — SZKODA!
Przed oraz po naswietlaniu myszy poddawane byty obrazowaniu fluoroscencyjnemu (monitorowano je
codziennie), objetos¢ guza mierzono co drugi-trzeci dziefi, a nastepnie po osiagnieciu przez guzy
objgtosci ~500 mm? myszy uémiercano, a tkanki poddano analizie immunohistochemicznej.

Uzyskane wyniki Doktorantka klarownie przedstawita na 43 stronach rozdziatu ,Wyniki" - bogato
ilustrowanego, zwierajgcego szereg wykreséw i konkretnych spéjnych opiséw. Przejrzysty, znakomicie
przygotowany rozdziat!

Kolejny - IV rozdziat pracy to ,Dyskusja”, ktéra stanowi 24-stronicowe oméwienie uzyskanych
wynikéw na tle danych literaturowych. Doktorantka naswietla przyczyny zainteresowania sie tematem
i podaje szczegdty zwigzane wyborem Fotouczulacza oraz zastosowaniem koniugatu Affibody-IR700.
Stajac przed karkotomnym zadaniem opisania tak wielu uzyskanych wynikéw i to jeszcze w odniesieniu
do wybranych danych literaturowych Doktorantka wyodrebnita w ,Dyskusji” podrozdziaty dotyczace:
charakterystyki koniugatu AFFiIHER2-IR700, efektéw reakcji fotoimmunologicznej komérek w
hodowlach 2D, w hodowlach komérek 3D, oraz zaobserwowanych dla modelu badawczego in vivo.
Rozdziat ten koriczy krétkie podsumowanie.

W kolejnym rozdziale na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorantka sformutowata 12
wnioskéw konicowych. To duzo, ale wszystkie odnoszy si¢ do zaplanowanych zadaf, a przy tak
ogromnej ilosci prac badawczych, trzeba powiedzie¢, ze i tak udato si¢ Doktorantce zebra¢
najwazniejsze informacje w bardzo skondensowany sposob. Wszystkie wnioski sg jasno i przejrzyécie
sformutowane.

Na koficu rozprawy zamieszczone zostaty rozdziaty : «Wykaz skrétow”, ,Wykaz rycin”, ,Wykaz
tabel”.

Jestem petna uznania dla Doktorantki, jej przygotowania, wiedzy oraz pracy jaka wykonata
realizujac zaplanowane badania i przygotowujac tak przejrzyscie i starannie opracowanie wynikéw
w postaci, przedstawionej mi do recenzji rozprawy doktorskiej.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Justyny Marii Mqczyiskiej pt.:"Reakcja
fotoimmunologiczna z zastosowaniem czgsteczek Affibody w komérkach nowotworéw HER2-
dodatnich” spetnia wymogi okreélone w art. 13 ust.1 ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U.Nr 65, poz. 595, z
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p6z.zm.) stawiane rozprawom doktorskim. Zwracam si¢ Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego,
Uniwersytetu Medycznego im Piastow Slaskich we Wroctawiu o dopuszczenie mgr inz. Justyny
Marii Mgczynskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Duze walory aplikacyjne pracy, aktualnos¢ tematu podjetego Doktorantke i bardzo obiecujgce
wyniki pracy w aspekcie tak powszechnego problemu jakim jest obecnie terapia nowotwordw, oraz
bardzo wysoka jakos¢ przygotowanego opracowania sa réwniez podstawa mojego wniosku do Wysokiej
Rady Wydziatu Lekarskiego, Uniwersytetu Medycznego im Piastéw Slaskich we Wroctawiu o
wyroznienie rozprawy doktorskiej mgr inz. Justyny Marii Maczynskiej.
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Dr hab.n.med.Matgorzata Latocha

Kierownik Zaktadu Biologii Kemarki
$laskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach



