Prof. dr hab. Monika Wujec Lublin,19.06.2022
Katedra i Zaktad Chemii Organicznej
Wydziat Farmaceutyczny

Uniwersytet Medyczny w Lublinie

Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Supruniuk pt.” Ocena udzialu mucyny 1 w procesie
apoptozy wywolanej pirazolo-berenilowymi pochodnymi platyny(Il) w komérkach raka
zofadka i raka jelita grubego” wykonanej w Zaktadzie Chemii Medycznej Uniwersytetu

Medycznego w Biatymstoku

Nowotwory ztoSliwe stanowig druga przyczyng zgonéw w Polsce powodujac w 2019 roku
ponad 25% zgondéw mezczyzn i ponad 23% zgonéw kobiet. W ciagu ostatnich lat liczba
zgonow spowodowanych nowotworami zlosliwymi wzrosta 2,5-krotnie. Pomimo tak
przerazajagcych danych zachorowalno$¢ na nowotwory ztosliwe w Polsce jest u obu ptei
nizsza niz Srednia dla krajow Unii Europejskiej. Rokrocznie rosng réwniez wskazniki przezyé
zarowno 1-roczne, $wiadczace o skuteczno$ci leczenia podstawowego, jak i 5-letnie
wskazujace na ogélny poziom leczenia. Sa to dane do$¢ optymistyczne. By¢ moze
spowodowane szerokim dostgpem do programoéw profilaktycznych czy tez kampaniami
spolecznymi. Obserwowane trendy zachorowalnosci i umieralno$ci z powodu nowotworéw w
Polsce s3 uzaleznione z jednej strony od struktury wiekowej populacji (z wiekiem
zachorowalno$¢ rosnie), z drugiej strony zmianami zachodzacymi w ekspozycji na czynniki
rakotworcze, w tym przede wszystkim zwigzane z paleniem papierosow. W 2019 roku w
Polsce wigeej kobiet zmarlo z powodu raka pluc niz z powodu raka piersi. Nasze
spoleczenstwo starzeje sie, wige problem choréb nowotworowych bedzie sie nasilal. Pomimo
szerokiego dostepu do wielu terapii, mimo wynalezienia nowych lekéw wcigz istnieje
potrzeba poszukiwania nowych terapeutykéw, skutecznych a jednoczesnie bezpiecznych.

Najwigkszy postep w leczeniu nowotworéw przypisywany jest terapii celowane;.
Molekularny mechanizm dzialania lekéw stosowanych w terapii celowanej opiera si¢ na

blokowaniu lub czasowym zatrzymaniu proceséw zwigzanych z rozwojem nowotworu.
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Najwazniejsze dwie grupy obecnie stosowanych lekow w terapii celowanej obejmujg
przeciwciata monoklonalne oraz niskoczasteczkowe inhibitory kinaz tyrozynowych.
Stosowanie przeciwcial monoklonalnych zwigzane jest z ich selektywnym oddzialywaniem ze
Scidle zdefiniowanym celem molekularnym w komérkach nowotworowych.

Jednym z obiecujacych celéw w -terapii przeciwnowotworowej jest transbtonowa
glikoproteina typu I - mucyna 1 (MUCI), ktorej nadmierng ekspresj¢ wykazano w
nowotworach pochodzenia nablonkowego, w szczegélnosci w raku piersi. Znane sa
przeciwciala monoklonalne dziatajgce poprzez MUC-1 np. GP1.4, C595, anty-hMUCI.

Z danych literaturowych wynika, ze potaczenie przeciwciat monoklonalnych z radioizotopami
czy lekami moze prowadzi¢ do zwigkszenia ich aktywno$ci przeciwnowotworowej jak tez do
zwiekszenia bezpieczenstwa terapii.

Badania prowadzone w zespole Pani prof. Anny Bielawskiej‘ nad wykorzystaniem
przeciwciala anty-MUC1 skojarzonego z berenilowym kompleksem platyny(II)
potwierdzity wyzsza skuteczno$¢ terapii skojarzonej wobec komoérek raka piersi. Praca
doktorska Pani Katarzyny Supruniuk jest kontynuacja badan z wykorzystaniem
przeciwciata monoklonalnego anty-MUC-1 oraz zwiazkow kompleksowych, pochodnych
platyny(Il).

Praca doktorska Pani Katarzyny Supruniuk zostata przedstawiona do recenzji w formie cyklu
trzech publikacji opublikowanych w latach 2021-2022, w czasopismach o lacznym
wspotczynniku oddziatywania IF = 16,214, opatrzonych 24 stronicowym komentarzem w
jezyku polskim. Prace majg charakter opracowan wieloautorskich. We wszystkich
Doktorantka jest pierwszym autorem. Dolaczone do komentarza oswiadczenia wspolautorow
wskazuja na dominujacy udziat Doktorantki w wykonaniu badan oraz tworzeniu
manuskryptow (60-70%). Komentarz zawiera Wykaz stosowanych skrétow, Wykaz publikacji
bedgcych podstawq rozprawy doktorskiej, Wstep, Cel pracy, opis badan (Materialy i metody,
Wyniki, Dyskusja i podsumowanie), Wnioski, Literaturg, Streszczenie W jezyku polskim i
angielskim. Na koncu Doktorantka umiescita ankiete dorobku naukowego. Komentarz jest
napisany poprawnym jezykiem. Oparty jest na 79 pozycjach literaturowych, dobranych 1i
cytowanych wlasciwie. We wstepie Pani Katarzyna Supruniuk przedstawia 0golng
charakterystyke mucyn oraz szczegdlowo opisuje jedno z biatek — mucyne 1, budowe, funkcje
oraz znaczenie w procesach nowotworzenia. Ten krotki wstep wprowadza czytelnika w
zagadnienia poruszane w dysertacji oraz uzasadnia wybor przeciwciata anty-MUCI1 oraz
kompleksow platyny(I) do badan, ale nic daje odpowiedzi na pytanie, dlaczego wlasnie te

linie komorek nowotworowych zostaty uzyte do badan.



Celem pracy bylo zbadanie wplywu dwoch kompleksow pirazolo-berenilowych platyny(II) na
proces apoptozy w komorkach raka zotadka i raka jelita grubego, w ktorych funkcja MUCI1
zostala ograniczona przez zastosowanie przeciwciala monoklonalnego anty-MUCI.
Doktorantka cel pracy zrealizowata poprzez:
e ocen¢ cytotoksycznosci dwoch zastosowanych komplekséw platyny(II) PtPz4 oraz
PtPz6, cis-platyny i anty-MUC1 w stosunku do raka zotadka i raka jelita grubego
e ocen¢ indukcji apoptozy w komdrkach traktowanych pochodnymi pirazolo-
berenilowymi
e ocen¢ wplywu PtPz4, PtPz6, cis-platyny zastosowanych pojedynczo 1 w skojarzeniu z
przeciwciatem monoklonalnym na ekspresje¢:
e mRNA i1 glikoproteiny MUC1
e jadrowego czynnika transkrypcyjnego kappa B (NF-kB), kinazy B (Akt) i
biatka p53
e bialek pro- i anty-apoptotycznych
e kaspaz — inicjujacej i wykonawczej
e antygenu Tn, T i cukrowych struktur sjalowanych sTn i sT
Metodologia przeprowadzonych badan biologicznych nie budzi zastrzezen.
Uzyskane wyniki cytotoksyczno$ci wskazaly na znacznie wyzszg aktywnos$¢ (nawet 7-krotna)
pirazolo-berenilowych komplekséw platyny(Il) niz cisplatyny w stosunku do komorek linii
raka zotadka (CRL-1739) i obu raka jelita grubego (DLD-1 i HT-29). W tym miejscu
chciatabym zapytaé czy byly prowadzone badania zastosowanych zwigzkéw kompleksowych
na komorkach prawidtowych? Jesli tak, jakie wyniki otrzymano? Jesli nie, dlaczego?
Kolejno mgr Katarzyna Supruniuk zbadata wplyw kompleksow platyny(Il), cisplatyny oraz
anty-MUCI1 na indukcje apoptozy. Badane pochodne berenilowe indukowaly apoptoze w
komérkach wszystkich trzech badanych linii. Najsilniejsze dziatanie stwierdzita w przypadku
podawania skojarzonego przeciwciala oraz PtPz6. Nastepnie Doktorantka uzywajgc metody
real-time PCR oraz testu Elisa ocenita ekspresje mucyny MUC1 w komorkach badanych linii
po zastosowaniu przeciwciata anty-MUC1. Zaobserwowata w kazdym przypadku obnizenie
poziomu mRNA MUCI oraz spadek ekspresji biatka w medium komoérkowym. Badanie
wplywu kompleksow platyny(Il), cisplatyny oraz anty-MUC1 podanych pojedynczo i w
skojarzeniu na ekspresj¢ NF-xB, kinazy B (Akt) i biatka p53 pozwolito na stwierdzenie, ze
zahamowanie szlaku Akt oraz ekspresji NF-xB a takze stymulacja p53jest jednym z

mozliwych kierunkéw pro-apoptycznego dziatania anty-MUCT.




Kolejno badano wptyw komplekséw platyny(Il) zastosowanych w monoterapii, jak réwniez w
potaczeniu z przeciwcialem monoklonalnym anty-MUC1 w poréwnaniu z cisplatyng oraz
przeciwcialem zastosowanym z cisplatyng na czynniki anty- i proapoptotyczne. Oceniono
wpltyw badanych zwigzkéw na biatka Bcl-xL oraz BcL-2. W tym przypadku roéwniez
zaobserwowano, ze¢ kombinacja kompleksow z anty-MUC1 w poréwnaniu do monoterapii
znaczaco hamuje ekspresje Bel-xL mRNA. W kolejnym etapie prac badawczych Doktorantka
sprawdzita czy badane zwigzki inicjuja apoptoze poprzez wplyw na czynniki pro-
apoptotyczne: biatka Bax, Bad, Bid i Bim oraz kaspazy (-3,-9). Na podstawie uzyskanych
wynikow stwierdzita, ze pirazolo-berenilowe kompleksy platyny(Il) w potaczeniu z anty-
MUC1 mogg wpltywaé na wzrost ekspresji mRNA ww. bialek. Zarowno monoterapia, jak
réwniez zastosowanie przeciwciala w potaczeniu z pirazolo-berenilowymi kompleksami
platyny oraz cisplatyng indukowato proces apoptozy na drodze wzmocnienia ekspresji mRNA
kaspazy-91 3.

Ostatnim etapem prac badawczych bylo okreslenie wptywu badanych zwiazkéw na ekspresje
antygenow cukrowych. W stanach patologicznych, w tym w nowotworach, obserwuje si¢
zmiany profilu glikozylacji bialek, czego konsekwencja jest pojawianie si¢ antygenow
cukrowych zwigzanych z nowotworem (TA-CAs). Doktorantka wykazala, ze skojarzone
dziatanie badanych zwigzkéw powodowalo obnizenie ekspresji antygenow Tn, T, sTn i sT.
Blokowanie ekspresji TACAs zwigzanych z MUC1 moze by¢ potencjalnym celem terapii
przeciwnowotworowej.

Stwierdzam, ze Doktorantka zrealizowata wszystkie cele badawcze. Otrzymane w wyniku
przeprowadzonych badan wyniki potwierdzaja wigksza efektywnos¢ terapii skojarzonej
V(przeciwcialo monoklonalne plus badany zwigzek) w pordwnaniu z monoterapia. Strategia
polegajaca na zastosowaniu pirazolo-berenilowego kompleksu platyny(Il) wraz z
przeciwcialem monoklonalnym anty-MUCI1 stanowi alternatywe¢ monoterapii oraz leczenia
nowotworow jelita grubego oraz zoladka.

Podsumowujac, uwazam iz praca mgr Katarzyny Supruniuk jest przykladem dobrze
zaplanowanej i wykonanej pracy badawczej. Autorka wykazala si¢ wiedza teoretyczna,
konieczng do prowadzenia badan naukowych, umiej¢tnoscia wyciggania wnioskow z
prowadzonych obserwacji, bardzo dobrze opanowata warsztat badawczy. Na uwage zastuguje
réwniez dorobek publikacyjny Doktorantki. Oprdcz trzech publikacji stanowigcych cykl, Pani
Supruniuk jest wspotautorka jeszeze czterech wysokopunktowych publikacji w prestizowych
czasopismach o tgcznym wspolczynniku oddzialywania rownym 17,038. Ponadto, brata

czynny udziat w konferencjach naukowych, zaréwno w Polsce (6), jak i za granicg (2)
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prezentujac wyniki swoich badan w formie wystgpien ustnych i prezentacji posterowych.
Byla kierownikiem czterech grantow ze $rodkéw Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.

Rozprawa doktorska Pani Katarzyny Supruniuk w pelni spelnia wymagania stawiane tego
typu rozprawom naukowym, dlatego wnosz¢ do Kolegium Nauk Farmaceutycznych

Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku wniosek o nadanie mgr Katarzynie Supryniuk

stopnia doktora nauk medycznych.







