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Ocena

rozprawy doktorskiej Pana mgr. Michata Kopczynskiego
pt: ,,Aktywnosc cytotoksyczna oraz mechanizm nabywania opornosci
na AD-051.4, biatko fuzyjne TRAIL-peptyd VEGFA, w modelach raka jelita
grubego.”

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska zostata wykonana w Zakfadzie Genetyki
Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie Panstwowego Instytutu
Badawczego w Warszawie pod kierunkiem Pana dr hab. n med. Michata Mikuli. Praca jest
usytuowana w obszarze badan dotyczgcym poszukiwania nowych strategii przezwyciezania
opornosci w raku jelita grubego. Praca dotyczy analizy aktywnosci cytotoksycznej nowej
pochodnej TRAIL, biatka AD-051.4 oraz wyjasnienia mechanizmdéw powstawania opornosci
w raku jelita grubego z wykorzystaniem modelu in vitro i in vivo. Temat jest jak najbardziej
aktualny i niezwykle ciekawy. Badania kliniczne z zastosowaniem rekombinowanego
ludzkiego ligandu TRAIL jak i agonistéw receptora TRAIL w licznych nowotworach wykazaty
korzystny efekt terapeutyczny, czego podstawe upatruje sie w zdolnosci do selektywnej
indukcji apoptozy komérek nowotworowych bez wywotywania efektu cytotoksycznego
w komodrkach prawidtowych. Mimo to znaczny odsetek komérek nowotworowych nie jest
wrazliwy na dziatanie TRAIL. Obecnie wiekszo$¢ badann ma na celu pokonanie opornosci
komédrek nowotworowych na apoptoze indukowang TRAIL. Jedng z najskuteczniejszych form
leczenia jest chemioterapia skojarzona. Praca Pana Michata Kopczynskiego jak najbardziej

wpisuje sie w ten nurt.
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Rozprawa ma typowy uktad, zgodny z wymogami stawianymi pracom doktorskim.
Napisana jest w formie liczacego 75 stron manuskryptu i sktada sie z rozdziatéw, takich jak:
wykaz skrotow i symboli, wstep, cel pracy, materiat i metody, wyniki, dyskusja, wnioski,
pismiennictwo. Ponadto rozprawa zawiera 30 rycin i 2 tabele. Cato$¢ uzupetniaja
streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Praca napisana jest zwiezle i rzeczowo,
poprawnym jezykiem, wiec czyta sie jg bardzo dobrze.

Wstep doskonale wprowadza w temat dysertacji. Doktorant omawia mechanizmy
kontrolne cyklu komérkowego wskazujgc na potencjalne zagrozenia wynikajace z zaburzen
tychze mechanizméw w postaci nowotworzenia czy starzenia sie. Omdéwione zostaty takze
endogenne przyczyny mutagenezy w postaci btedéw replikacji czy uszkodzern DNA oraz
etapy procesu nowotworzenia. Szczegdlna uwaga zostata poswiecona modelowi
genetycznemu nowotworzenia raka jelita grubego, stosowanej terapii zaleznej od klinicznej
oceny stopnia zaawansowania nowotworu. Przytoczone przez doktoranta dane dotyczace
czestosci wystepowania raka jelita grubego s niepokojace, zwtaszcza, ze we wczesnych
etapach moze on przebiega¢ bezobjawowo. Rozpoznanie tego typu nowotworu jest kwestg
przypadkowych badan lub badan przesiewowych, co dowodzi, ze podjety w dysertacji
problem jest niezwykle wazny nie tylko z poznawczego punktu widzenia, ale w szczegdlnosci
z uwagi na potencjalne zastosowanie praktyczne. Juz na tym etapie pracy mgr Kopczynski
odnosi sie do stosowanych schematdéw lekowych i wskazuje na ptynace z nich korzysci dla
pacjenta. Duzg cze$¢ wstepu Doktorant poswiecit szczegétowemu omodwieniu
podstawowych mechanizméw $mierci komdrkowej zwtaszcza wewnetrznej i zewnetrze
Sciezce apoptozy, w zainicjowaniu ktoérej biorg udziat komérki immunokompetentne, w tym
ligandy rodziny czynnika martwicy nowotworu do ktdrych nalezy biatko TRAIL. We wstepie
zastosowano  schematy  ilustrujagce  budowe  btonowych  receptoréw  TRAIL
jak i przedstawiono szlaki sygnatowe kinaz prowadzgcych do przezycia komdrki co pozwolito
wyjasnic cele pracy i uzasadnié wybdr badanych parametréw. Co wazne Doktorant zwrdcit
rowniez uwage na zjawisko opornosci wielolekowej towarzyszgcej m.in. przeciwciatom
monoklonalnym opartym na TRAIL jak i na wynikajgce z badan dotychczas podjete sposoby
przetamania zjawiska opornosci. Doktorant jednoczesnie przedstawit swoje rozwigzanie
problemu naukowego w postaci fuzyjnego biatka powstatego z pofaczenia ligandu TRAIL

z peptydem pochodzagcym z czynnika wzrostu srédbtonka naczyniowego VEGF.
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Podsumowujgc wstep pracy jest spdjny i Swiadczy o wysokiej wiedzy Doktoranta w tematyce
badanych zagadnien.

Doktorant za cel pracy postawit sobie analize aktywnosci cytotoksycznej oraz poznanie
mechanizmu powstawania opornosci na AD-051.4 w raku jelita grubego.

Rozdziat materiaty i metody zostat podzielony na badania in vitro i in vivo. Model in vitro
obejmowat 9 ludzkich linii komérkowych raka jelita grubego i 3 linie mysie. Zgodnie
z wymogami dla badan z udziatem zwierzat, w dysertacji znajduje sie informacja o stosowne;j
zgodzie Lokalnej Komisji Bioetycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach w Warszawie,
jak i informacja, ze pacjenci wyrazili zgode na wykorzystanie pobranych materiatéw do
celéw naukowych. Doktorant zastosowat kilka nowoczesnych metod biologii molekularnej
do oznaczenia badanych parametréw, w tym test MTT do oceny zywotnosci komoérek,
metode immunofluorescencyjng z zastosowaniem przeciwciat do pomiaru iloSciowego
receptorow TRAIL, jak i oznaczyt poziom 43 markeréw apoptotycznych za pomoca
mikromacierzy biatkowej, w oparciu o analize densymetryczng. Ponadto Doktorant do czesci
in vivo metodyki pracy zastosowat i doktadnie opisat tworzenie i propagacje ksenograftow
z nowotwordw ludzkich jak i tworzenie heteroprzeszczepdéw w oparciu o linie komédrkowe.
W tej czesci dysertacji Doktorant opisat rowniez metodyke pomiaréw wielkosci guza,
jak i podawania badanych zwigzkéw.

Rozdziat wyniki jest przygotowany przejrzyscie, z dobrze dobranymi wykresami
i tabelami ilustrujgcymi otrzymane wyniki. Wyniki nie pozostawiajg watpliwosci, ktére
z okreslonych réznic sg istotne statystycznie. Za cenne uwazam pordéwnanie dziatania biatka
fuzyjnego in vitro i in vivo, wskazujgce na modulujgcy udziat peptydu pochodzacego
z VEGFA, co widoczne byto zwtaszcza w kserografach pochodzacych z linii CACO-2.
Doktorant uzyskat réwniez wazne z punku widzenia klinicznego wyniki wskazujace, ze po
dziataniu AD-051.4 w czterech modelach PDX doszto do istotnego statystycznie zmniejszenia
objetosci guza a w kolejnym do jego zahamowania i jednoczesnie nie zaobserwowano
zadnych skutkdw ubocznych na organizm myszy. Doktorant zmierzyt sie réwniez w swoich
badaniach z nietatwym zadaniem wyprowadzenia dwdch linii opornych na stosowane biatko
fuzyjne oraz biatko TRAIL. Nie znalaztam natomiast informacji, ile czasu zajeto Doktorantowi
uzyskanie linii opornych. Takie dane sg cenne dla naukowcdéw, ktérzy bedg chcieli powtdrzyc
eksperyment, zwtlaszcza ze mgr Kopczynski opublikowat swoje wyniki w czasopismie z listy

filadelfijskiej. W dysertacji podjeto réwniez prébe wyjasnienia mechanizmu lezgcego
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u podtoza cytotoksycznosci badanego biatka. W tym celu wykonano czasochtonne
i wymagajace metody molekularne, jak barwienie immunofluorescencyjne z jednoczesng
analizg przy zastosowaniu mikroskopu konfokalnego, jak réwniez podjeto probe
przesledzenia poziomu biatek apoptotycznych z wykorzystaniem mikromacierzy biatkowe;j.

W kolejnym rozdziale pojawia sie bardzo dobrze przeprowadzona i przemyslana
dyskusja. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze Doktorant do swoich badan podchodzi
krytycznie, zwraca uwage na pewne stabe strony podjetych badan, co swiadczy o dojrzatym
podejsciu do wnioskowania. Na podkreslenie zastuguje rycina nr 30, ktéra stanowi schemat
zewnatrz i wewnatrzpochodnego mechanizmu nabywania opornosci na AD-051.4 oparty o
uzyskane wyniki. Ostatecznie Doktorant w rozdziale 9 przedstawia dobrze skonstruowany
wniosek ze swoich badan, ktéry moim zdaniem znakomicie podkresla wage badan podjetych
przez Doktoranta i wskazuje na mozliwos¢ wykorzystania poczynionych obserwacji
dotyczacych cytotoksycznosci i mechanizmu dziatania AD-051.4 w terapii raka jelita grubego.
Doktorant logicznie wigze swoje obserwacje z piSmiennictwem. Autor wykazat sie w pracy
bardzo dobrg znajomoscig poruszanej tematyki. Powotuje sie On na 282 pozycje
literaturowe, utozone w kolejnosci pojawiania sie w tekscie. W wiekszosci sg to oryginalne
prace anglojezyczne, opublikowane w czasopismach o wysokim IF.

Autor nie ustrzegt sie pewnych btedéw, ktére jednak nie wptywajg na mojg bardzo
dobrg ocene merytoryczng pracy. W pracy moim zdaniem powinno znalez¢ sie wiecej
informacji na temat budowy chemicznej biatka AD-O51.4. W rozdziale 6.5.2. mozna byto
wymienic¢ zastosowane modele PDX, jak i uzyte linie komdrkowe, co utatwitoby sledzenie
toku badan. Dane te znalazty sie w sekcji Wyniki. Badania mgr. Kopczyniskiego wykazaty
spadek poziomu receptoréw R1 i R2 w liniach opornych z wykorzystaniem barwienia
immunofluorescencyjnego. Wyniki uzyskane po zastosowaniu mikromacierzy nie
potwierdzity spadku poziomu ilosci receptoréw R1 i R2, ale zaobserwowano wzrost
receptorow DcR1 i DcR2. Czy Doktorant mégtby wyjasnié te réznice w uzyskanych wynikach.
Z obowigzku recenzenta chciatabym roéwniez zwréci¢ uwage na kilka zauwazonych
niescistosci, co by¢ moze w przysztosci pozwoli Doktorantowi ich unikng¢. Doktorant nie
wyjasniat w wiekszosci przypadkdw skrotdow przy pierwszym uzyciu w tekscie. Sg one
wyjasnione jedynie w wykazie skrotéw i symboli na stronie 6. Przy kilku pozycjach

literaturowych w rozdziale piSmiennictwo, brakuje petnych danych bibliograficznych.
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Whniosek koncowy

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr. Michata Kopczyniskiego pt:
LAktywnos¢ cytotoksyczna oraz mechanizm nabywania opornosci na AD-051.4, biatko
fuzyjne TRAIL-peptyd VEGFA, w modelach raka jelita grubego” ma duzg warto$é poznawczg
i niewatpliwie wzbogaca naszg wiedze na temat mechanizmu dziatania AD-051.4
jak i na temat powstawania opornosci na czasteczke AD-051.4 w raku jelita grubego. Praca
zawiera elementy nowosci naukowej, a takze dowodzi umiejetnosci Doktoranta w zakresie
planowania i przeprowadzenia badan naukowych oraz interpretacji uzyskanych wynikow.
Doktorant wykazat sie takze bardzo dobrg znajomoscig literatury przedmiotu. Praca ma duzag
warto$¢ poznawczg i stanowi podstawe do kontynuowania badan naukowych w tej
dziedzinie.

Stwierdzam, ze praca spetnia wszystkie warunki okreslone w art.13 Ustawy z dnia 14
marca 2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz, U2003 nr 65, poz 595 z pézn.zm.).

Z petnym przekonaniem zwracam sie do Rady Naukowej Narodowego Instytutu
Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie Paristwowego Instytutu Badawczego w Warszawie
z wnioskiem o dopuszczenie Pana mgr. Michata Kopczynskiego do dalszych etapow
przewodu doktorskiego i jednoczesnie wnioskuje o wyrézinienie rozprawy doktorskiej.
W uzasadnieniu pragne podkresli¢, ze wyniki przedstawione w niniejszej pracy doktorskiej
zostaty juz opublikowane w International Journal of Molecular Sciences, czasopismie
o wysokim wspétczynniku oddziatywania (IF = 5,923), znajdujgcym sie na liscie JCR oraz na
liscie czasopism punktowanych MNiSW (liczba punktéw 140 pkt). Dodatkowo
za wyrdznieniem przemawia aplikacyjny charakter badan przedstawionych w niniejszej

rozprawie doktorskiej.
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