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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr. Michata Kopczyriskiego
pt. ,LAktywnosc cytotoksyczna oraz mechanizm nabywania opornosci na AD-051.4, biatko fuzyjne TRAIL-
peptyd VEGFA, w modelach raka jelita grubego”,
wykonanej pod kierunkiem Promotora, Pana dr. hab. n. med. Michata Mikuli.

Rozprawa doktorska mgr. Michata Kopczyriskiego dotyczy preklinicznych badan nad skutecznoscia nowego
potencjainego leku przeciwnowotworowego w leczeniu raka jelita grubego. W rozprawie Doktorant skupit sie
na analizie zwigzku o znanego pod nazwg AD-051.4, bedacego biatkiem fuzyjnym czasteczek TRAIL i VEGFA.
Zaawansowany rak jelita grubego jest niestety wcigz chorobg nieuleczalng, a chorzy poddani leczeniu
systemowemu z zastosowaniem najnowszych terapii celowanych podlegaja jedynie czasowej remisji. W zwigzku
z tym, tematyka rozprawy doktorskiej mgr. Michata Kopczyniskiego niewatpliwie dotyka problemu waznego
zaréwno z punktu widzenia klinicznego jak i spolecznego.

Ocena formalna rozprawy:

Rozprawa ma ukiad typowy i sklada sie z 75. ponumerowanych stron, obejmujgcych glowne rozdziaty
(Streszczenie (w jezyku polskim i angielskim), Wstep, Cel pracy, Materiaty i metody, Wyniki, Dyskusja, Wniosek,
Bibliografia), 30 ponumerowanych rycin i dwie tabele. Rozbudowany spis pismiennictwa (228 pozycji) obejmuje
znaczacy odsetek prac opublikowanych po 2010 roku (82 pozycje), co wskazuje na to, ze Autor $ledzi postep
badan zwigzanych z tematyka rozprawy.

Rozprawa jest napisana poprawnym jezykiem, z unikaniem kolokwializméw i slangu laboratoryjnego.
Stosunkowo nieliczne biedy literowe i interpunkcyjne (np. , badonych” zamiast , badoniach”- str 9, 8 wiersz o
dotu, zbedny nawias po stowach ,Model 1420-012" na str. 30, 12 wiersz od dofu; brak litery ‘b’ w nazwie , Human
Apoptosis Antiody Array” na stronach 33, 50-53, ; brak spacji po ,(+2°C)" — str. 35, pierwszy wiersz of qory;
Lerapeutyczne” ramiast ,terapeutyczny”- str. 54, 16 wiersz od dotu; ,dzialanie” zomast . dzialanio™-str. 56, 4
wiersz od dotu; zbgdna kropka na str. 57, 15 wiersz od gory) s3 nie do unikniecia w tego typu opracowaniach.
Uwagg recenzenta zwrdcito jednak niewlasciwe sformutowanie: ,(...) jedng z najbardziej fundamentalnych
decyzji, ktére komoérka nieustannie podejmuje (...)" (str. 11, wiersz 4-5 od gOry) sugerujace, ze komarka jest
bytem osobowym, ktéry moze podejmowat jakies decyzje.

Wstep, jakkolwiek interesujacy, jest w mojej ocenie zbyt rozbudowany (obejmuje 27 z 75 stron rozprawy). Autor
szeroko opisuje m.in. molekularne mechanizmy kontrolujace proliferacje i stan spoczynkowy komorki oraz
molekularne podioze procesu nowotworzenia, czyli informacje o bardzo ogélnym i podstawowym charakterze,
ktore wedtug mnie mozna byto lub potraktowa¢ bardziej skrotowo. Pozostale podrozdziaty Wstepu, obejmujace
model genetyczny raka jelita grubego, praktyke kliniczng w leczeniu tej choréb, opis szlakéw $mierci komoérkowej
stanowig dobre wprowadzenie do tematyki rozprawy. Za szczegblnie cenne uwazam podrozdzialy opisujace
czasteczke TRAIL i jej zastosowanie w badaniach klinicznych. We Wstepie (i catej rozprawie) zabrakio jednak
bardziej rozbudowanego opisu czasteczki stanowigcej przedmiot prowadzonych badan, czyli AD-051.4.
Poswigcono jej niecate 7 wierszy na stronie 27 Wstepu. Jest to tym bardziej zaskakujgce, ze Doktorant zna i
Cytuje prace, w ktorej doktadnie opisano zaréwno strukture jak i wiasciwosci fuzyjnej czasteczki AD-051.4 (Rozga
Piwsp. IntJ Cancer. 2020 Aug 15;147(4):1117-1130.). Informacje te bylyby bardzo przydatne dla czytelnikow
rozprawy, w szczegolnosci w celu zrozumienia i interpretacji wynikéw uzyskanych przez Doktoranta.
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Ocena merytoryczna rozprawy:

Celem pracy byla , analiza aktywnosci cytotoksycznej oraz mechanizmu powstawania opornosci na nowq
czqsteczke AD-051.4 firmy ADAMED z wykorzystaniem modeli in vitro oraz in vivo raka jelita grubego”.
Postugujc sie szerokim zakresem metod, obejmujgcym techniki biologii molekularnej i komdrkowej, a takze
badania in vivo w modelu zwierzecym, Doktorant wykazal wrazliwo$¢ kilku linii komérkowych wywodzacych sie
z raka jelita grubego czlowieka na pochodng TRAIL AD-051.4. Prowadzone na myszach badania in vivo, 2z
wykorzystaniem zaréwno linii komérkowych jak przeszczepianych fragmentéw nowotworéw pobranych od
pacjentdw, réwniez potwierdzity potencjat antynowotworowy testowanej czasteczki, przy réwnoczesnym braku
niepozadanych dziatan ubocznych u zwierzat. Doktorant wykazal tez istnienie zwigzku miedzy poziomem
ekspresji receptoréw TRAIL na powierzchni komorki a wrazliwoscig na AD-051.4. Poréwnujac zachodzgce w
trakcie nabywania opornoici na AD-051.4 zmiany w poziomie wewnatrz- i zewngtrzkomorkowej ekspresji
receptoréw TRAIL, Doktorant wskazal, ze u podioza mechanizmu opornosci mogg leze¢ zmiany w lokalizacji
receptorow. Doprowadzito to do sformufowania sugestii, ze markerem opornosci raka jelita grubego na terapie
pochodnymi TRAIL moze byé stosunek migdzy iloéciq receptorow propaoptotycznych (R1 i R2), a
antyapoptotycznych (DcR1 i DcR2). Odkrycie to, cho¢ niewatpliwie wymagajace walidacji, moze w przyszloéci
stac sig skutecznym narzedziem pozwalajacym na selekcje grupy pacjentéw najlepiej rokujgcych w leczeniu
takimi preparatami. Doktorant przeprowadzit réwniez analize ilosci 43 bialek zwigzanych z apoptozg w liniach
komorkowych wrazliwych i opornych na AD-051.4 i na podstawie uzyskanych wynikéw zaproponowat
rozbudowany mechanizm molekularny nabytej opornosci na AD-051.4.

Na szczegdine podkreslenie zastuguje szeroki zakres umiejgtnosci eksperymentalnych mgr. Michata
Kopczyniskiego, obejmujgcy zaréwno techniki biologii molekularnej i komérkowej, jak i prowadzenie badar in
vivo na myszach. Taka réznorodnoéé eksperymentalna jest na ogét efektem pracy catego zespotu specjalistow.
W swojej rozprawie Doktorant udowodnit, ze réwnie sprawnie postuguije sig tak réznymi narzgdziami, jak pipeta,
mikroskop czy skalpel. Uzyskane wyniki zostaty poddane skrupulatnej analizie statystycznej z zastosowaniem
odpowiednich testow.

W trakcie czytania tej interesujacej rozprawy nasunglo mi sig kilka pytan. Prositabym, by Doktorant
odnidst sig do nich w trakcie obrony:

1) W opisie Materiatéw i Metod zabrakio informacji o irédle czasteczki AD-051.4. Czy byta ona
zakupiona, czy ofiarowana przez firme ADAMED? Czy praca byta wykonana we wspétpracy 2 tg firmg?
Te informacje s istotne z punktu widzenia potencjalnego konfliktu interesow.

2) Kluczowym elementem badan w naukach eksperymentalnych jest walidacja wynikow. Czy podjeto
prébe walidacji wynikéw uzyskanych za pomocq macierzy z nadrukowanymi przeciwciatami (Human
Apoptosis Antibody Array)?

3) Czy zdaniem Autora, postulowany mechanizm opornosci komérek raka jelita grubego na AD-051.4
(Rysunek 30) moze leze¢ tez u podtoza opornosci na czasteczke wyjsciowg (TRAIL)? Innymi stowy, czy
jest to mechanizm uniwersalny, czy ograniczony wylgcznie do AD-051.47

4) Str. 39. ,Wykazano znamiennie silniejszy efekt dziatania AD-051.4 niz natywnego biatka TRAIL, co
moze wskazywac¢ na modulujqcy udzial peptydu pochodzqcego z VEGFA z rekombinowanego biatka
AD-051.4 w indukcji jego aktywnosci przeciwnowotworowej in vivo”. Str. 57: ,Prawdopodobnie
powodem réznic w cytotoksycznym dziataniu AD-051.4 Jjest peptyd hamujqcy czynnik VEGFA, o ktory
wzbogacone jest biatko fuzyjne AD-051.4”, Jaki moze to by¢ mechanizm? Czy zaobserwowane in vivo
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efekty dzialania badanej czasteczki mogg dotyczy¢ wplywu na angiogeneze? Jesli tak, to w jakim
mechanizmie?

5) Str. 48: ,By¢ moie Zrédtem opornosci linii RKO nie jest gestosc receptorow TRAIL, a ma ono raczej
pochodzenie wewngtrzkomorkowe” (podobne stwierdzenie pada na str. 58) — jaki moie by¢
mechanizm tej opornosci?

Podsumowujac, rozprawe doktorskq mgr. Michala Kopczyriskiego oceniam wysoko. Oceny tej nie
pomniejszajg wspomniane wyzej nieliczne uwagi krytyczne. Doktorant postawit sobie jasno sprecyzowany cel,
ktory zrealizowat przeprowadzajgc prawidtowo zaplanowane eksperymenty wykonane za pomocg szerokiego
spektrum roznorodnych technik biologii molekularnej, komérkowej oraz badan in vivo. Uzyskane wyniki poddat
rygorystycznej analizie statystyczneji przeprowadzit prawidtowe wnioskowanie, stwierdzajac, ze , biatko fuzyjne
AD-051.4. wykazuje wiasciwosci skutecznej, specyficznej oraz bezpiecznej terapii przeciwnowotworowej i
mogfoby byc przekazane do badan klinicznych”. Na postawie uzyskanych wynikéw, Doktorant zasugerowal
réwniez mozliwy mechanizm nabywania opornosci komérek nowotworowych na AD-051.4. Na podkreélenie
zastugujg wybitnie kliniczne implikacje ocenianej rozprawy, stanowigce punkt wyjscia do dalszych badan
przedklinicznych i klinicznych. Tym samym stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr. Michata Kopczyriskiego
spetnia wymogi okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz.U. poz. 1668) i wnioskuje do Rady Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Skfodowskiej-
Curie Panstwowego Instytutu Badawczego o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Wnioskuje réwniez o wyréznienie rozprawy.

prof. dr hab. n. med. Agnieszka Piekietko-Witk:




