Instytut Biotechnologii Molekularnej i Przemystowej

Dr hab. Edyta Gendaszewska-Darmach, prof. uczelni 1.6dz, dnia 24.11.2021
Instytut Biotechnologii Molekularnej i Przemystowej

Wyadziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci

Politechnika £.6dzka

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Julity Balcerek
»Opracowanie innowacyjnej technologii do wyprowadzania stabilnych linii
komoérkowych do ekspresji bialek rekombinowanych dla zastosowan
biofarmaceutycznych”

wykonanej w firmie Mabion S.A. pod kierunkiem dr hab. prof. nadzw. Tadeusza Pietruchy
(Zaktad Biotechnologii Medycznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi).

Podstawg formalng wykonania recenzji stanowi pismo Prodziekan ds. Nauki Wydziatu
Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi prof. dr hab. n.med. Moniki Lukomskiej-
Szymanskiej z dnia 20 pazdziernika 2021 r.

Zasadnos$¢ podjetej tematyki

W przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej jej autorka, mgr Julita Balcerek podejmuje
zadanie opracowania innowacyjnej strategii pozwalajagcej na dlugoterminowsg stabilng
ekspresj¢ transgenu w komoérkach jajnika chomika chinskiego (CHO) przy zastosowaniu
systemu rekombinacyjnego Cre-lox. Doktorantka zaproponowala takze ksztalt platformy
analitycznej do kontroli i analizy stabilnosci klonu komérkowego, a tym samym
wytwarzanych przez niego przeciwcial monoklonalnych. Platforma taka moze byé z
powodzeniem wykorzystywana podczas wdrazania nowego produktu i jego procesu
produkcyjnego.

Komoérki CHO s3 najszerzej stosowanym gospodarzem do bioprodukeji ztozonych bialek
terapeutycznych, w tym przeciwcial monoklonalnych. Mimo Ze substancja czynna w
gotowym leku biologicznym moze cechowaé si¢ pewnym stopniem zmiennodci, to
mikroheterogenno$¢ musi miesci¢ si¢ w dopuszczalnym zakresie. Osigga si¢ to giéwnie
poprzez opracowanie odpowiedniego procesu wytwarzania biatka w stabilnych liniach
komoérkowych. Stworzenie szybkiej $ciezki rozwoju wysokowydajnych klonéw powstatych z
tej samej linii komorkowej, ktére sa stabilne nie tylko w skali laboratoryjnej, ale i
wytworczej, ma zasadnicze znaczenie dla procesu rozwoju leku. Niemniej jednak,
generowanie takich klonéw zasadniczo opiera si¢ na losowej integracji plazmidu
ekspresyjnego kodujacego gen biatka terapeutycznego do genomu gospodarza. Dalsza
selekcja klondéw oparta na badaniach empirycznych i charakterystyce linii komérkowej jest w
tym wypadku obszerna i czasochtonna,

Zastosowanie przez mgr Julit¢ Balcerek narzedzia opartego o wymiane kaset za
posrednictwem rekombinazy Cre (RMCE) stanowi zaawansowang alternatywe
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dla rozwoju konwencjonalnej linii komérkowej CHO, prowadzac do wygenerowania
bardziej spojnych i stabilnych klonéw. W konsekwencji strategia ta moze ostatecznie
skroci¢ czas potrzebny do rozpoczgcia badan klinicznych, a ostatecznie rejestracji i
wprowadzenia do obrotu leku biologicznego. Wybranie takiego celu badan jest znakomitym
tematem pracy doktorskiej, ktéry doskonale wpisuje sie w najnowszy nurt biotechnologii
medycznej. Do osiagnigeia zatozonych celéw Doktorantka zastosowala podejscie oparte na
wykorzystaniu hodowli komérek CHO w polaczeniu z szerokim spektrum analiz
biochemicznych oraz technik biologii molekularnej i inzynierii genetyczne;j.

Charakterystyka i uwagi do pracy

Przedstawiona do recenzji dysertacja zostala przygotowana w spos6b klasyczny dia
doktorskich prac eksperymentalnych i zawiera 12 podstawowych rozdziatéw. Praca sklada
si¢ ze 116 stron tekstu wzbogaconego o 30 rysunkéw i 9 tabel. Po spisie tresci pojawia si¢
angielskie i polskie streszczenie, wykaz skrétow oraz cel i zakres pracy, w ktérym mgr
Julita Balcerek przedstawia powody podjetej tematyki oraz etapy majace doprowadzi¢ do
osiggni¢cia zalozonego celu. W czeéci literaturowej oméwione zostaly zasadnicze
zagadnienia zwigzane z rozwojem lekéw biopodobnych, a zwlaszcza znaczeniem stabilnych
linii komérkowych, metodami wprowadzenia transgenu do komoérek gospodarza, w tym
rekombinacji miejscowo specyficznej opartej na systemie Cre-lox. Trzecia cze$é tego
rozdziatu to opis probleméw zwigzanych ze stabilng ekspresja przeciwciat monoklonalnych,
natomiast ostatnia uzasadnia potrzebg stworzenia platformy analitycznej do oceny stabilnej
produkeji przeciwcial monoklonalnych. Wedlug mnie w czeéci teoretycznej zabrakto
szerszego opisu mechanizmu dziatania i zastosowania miejscowo specyficznych rekombinaz
w celu umozliwienia integracji transgenéw terapeutycznych. Oprocz wspomnianych w
pracy rekombinaz Cre, Flp oraz ¢C31, integraza serynowa Bxbl pochodzaca z
mykobakteriofagow jest takze wysoce skuteczna w katalizowaniu rekombinacji i stanowi
wazny element zestawu narzedzi RMCE. Interesujgce byloby takze przyblizenie
wykorzystania technologii CRISPR/Cas9 w potgczeniu z systemem RMCE. Wprawdzie
Doktorantka w Dyskusji podejmuje temat mozliwosci wykorzystania CRISPR/Cas9,
jednakze gléwnie w aspekcie prawnym i ochrony patentowej. Tymczasem firma Pfizer
polaczyta wykorzystanie technologii CRISPR/Cas9 i integrazy Bxbl w celu wygenerowania
nowego klonu linii komérkowej CHO (Inniss et al. Biotechnol Bioeng. 2017;114(8):1837—
1846). Niemniej jednak zaprezentowane tresci sg dobrym wprowadzeniem do kolejnych
rozdzialéw pracy, w tym metodyki i podsumowujacej prace dyskusji wynikéw.

W kolejnych rozdziatach Materialy oraz Metody opisane zostaly odczynniki, materiat
biologiczny oraz procedury poszczegélnych eksperymentéw. Brak jest natomiast spisu
wykorzystywanej aparatury, a w kolejnym rozdziale nie zawsze taka informacja zostala
zawarta. Z kolei w przypadku systemu LightCycler 480 nazwa producenta pojawia si¢ przy
kolejnym uzyciu jego nazwy w tekécie. W kilku miejscach stosowane procedury zostaty
opisane dos¢ ogélnie, np. brak jest opisu mieszaniny reakcyjnej do przeprowadzenia PCR
czy trawiefi enzymami restrykcyjnymi. Czasami Doktorantka opisuje przebieg analizy
stosujgc stwierdzenie, ze stosowano zalecenia producenta. Nie zawsze jest to jednoznaczne.
Np. na stroniec 44 Autorka dysertacji pisze, iz mieszaning komérka-DNA poddano
elektroporacji zgodnie z instrukcjg obstugi nukleofektora. Niestety w pracy nie znalaztam
informacji o producencie tego aparatu. Niemozliwe jest wigc odtworzenie stosowanej w
pracy procedury elektroporacji. Podobnie na stronie 52 znajdujemy informacje, iz do analizy
metabolitow préby rozmrazano i analizowano zgodnie z instrukcjg producenta OM— E7245—
0A. Brak jest jednak danych o pochodzeniu analizatora CuBiAn HT270. Czg$é metodyki
dotyczacej analityki (rozdzialy 7.22-7.27) réwniez uwazam za zbyt ogélnikows. Brak jest
m.in. skladu buforéw (wymienione zostaly jedynie stosowane odczynniki),
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mieszanin reakcyjnych czy sekwencji starteréw uzywanych w reakcji RT-PCR (analiza 16S
rRNA Cricetulus griseus).

Czeé¢ Wyniki stanowi najmocniejszy wedlug mnie element pracy doktorskiej Pani Julity
Balcerek, mimo ze w pewnych kwestiach rezultaty badan zostaty takze opisane dos¢
ogdInikowo. W kilku miejscach Autorka wrecz zaznacza, ze szczegétowe wyniki nie zostaty
opisane. Czy moge prosi¢ o wyjasnienie powodow takiego ujecia opisu wynikow?

Nalezy jednak podkreslié, ze umiejgtne zaplanowanic badaf i konsekwentne ich
realizowanie dostarczyly szeregu oryginalnych wynikéw istotnych pod wzgledem
poznawczym i aplikacyjnym. Na uwage zashuguje nie tylko osiagniecie ostatecznego celu,
czyli wyprowadzenie stabilnej akceptorowej linii komérkowej CHO wraz z opracowaniem
warunkow jej transfekcji wektorem donorowym zawierajacym cDNA przeciwciata
monoklonalnego Fab wraz z wektorem kodujacym rekombinaze Cre/TAT-Cre, ale rowniez
ilog¢ analizowanych parametréow jakosciowych przeciwcial i samej hodowli komorek.
Autorka dysertacji zastosowata dwuetapowe podejécie, w kiérym kaseta lox, zawierajgca
gen fuzyjny zielonego bialka fluorescencyjnego (GFP) i gen kodujacy reduktaze
dihydrofolianu (DHFR), byla najpierw transfekowana do komérek CHO. Kolonie nastepnie
przeszukiwano w oparciu o selekcj¢ w obecnosci MTX oraz intensywnos$¢ fluorescencji.
Wytypowany klon (147°) charakteryzujacy si¢ najwyzsza stabilnoscia ekspresji genu gfp
oraz osiagajacy najwyzsza $rednig gestos¢ hodowli, zostat poddany rekombinacji z udziatem
wektora donorowego zawierajacymi transgeny kcFab i IcFab oflankowane przez sekwencje
lox z odwroconymi sekwencjami rdzenia (podobnie jak w wytypowanym wczesnie wektorze
akceptorowym). Przeprowadzone analizy wykazaly, ze kaseta reporterowa z gfp zostala
zastapiona przez kaset¢ ekspresyjng Fab. Kolejne eksperymenty dowiodly, ze
zmodyfikowanie ~wzajemnej konfiguracji sekwencji Jox gwarantuje  osiggnigcie
dlugoterminowej stabilnej ekspresji transgenu Fab. Doktorantka wykazata, ze kluczowym
clementem jest polgczenie specyficznie dobranych mutacji (ramion i rdzenia), nadanie
odpowiedniego kierunku sekwencji rdzenia oraz wiasciwy uklad mutantow ramion
flankujacych transgeny, ktore ulegaja wymianie podczas rekombinacji.

Nalezy zaznaczyé, ze material przedstawiony w czgsci eksperymentalnej zostat
opublikowany w artykule ,Toward Shortened Time-to-Market for Biopharmaceutical
Proteins Development: Tuning of Fab Protein Long-Term Expression Stability by Cre/lox
System in a Multi-Use Clonal Cell Line (J Pharm Sci. 2021 Feb;110(2):946-951). Pani
Balcerek jest pierwszym autorem tej pracy.

Sposréd niezwykle cennych, z mojego punktu widzenia, wielu osiggnie¢ Pani mgr Julity
Balcerek wymienionych we wnioskach i podsumowaniu moim zdaniem na szczegdlne
wyrOznienie zastuguje:

1. Zaprojektowanie wektorow niezbednych do wymiany kaset za posrednictwem
rekombinazy Cre, w tym dobér odpowiednich konfiguracji mutacji sekwencji lox

2. Otrzymanie uniwersalnej i stabilnej akceptorowej  linii  komdrkowej
(CHO_pMiml _2_GFP);

3. Opracowanic  optymalnych  warunkéw  transfekcji linii  komérkowej
CHO pMlml 2 GFP wektorem donorowym zawierajacymi transgeny hcFab i lcFab
oraz wektorem zawierajgcym cDNA rekombinazy Cre/TAT-Cre

4, Opracowanie platformy analitycznej dedykowanej ocenie stabilnosci produkcji
biatkowych lekéw biologicznych
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Podsumowujgc, nakres§lone na poczgtku cele pracy, ktére stanowig zlozone problemy
badawcze zostaly zrealizowane w sposob skrupulatny i przemyslany. Nie oznacza to jednak,
ze tematyka badawcza zostala w tym obszarze wyczerpana. Wrgez przeciwnie - otwiera
nowe pola do dyskusji, a otrzymane wyniki stanowig punkt wyjscia do dalszych badan.
Dlatego prositabym Doktorantke o kilka zdan na temat mozliwosci podjgcia kolejnych
krokéw badawczych w oparciu o uzyskane dotychczas wyniki.

Ponadto, podczas lektury pracy doktorskiej nasungly mi si¢ pytania i komentarze.
Prositabym o ich skomentowanie

1. Dlaczego Doktoranta wybrata system Cre-lox, a nie systemy z zastosowaniem innych
rekombinaz?

2. System selekcyjny oparty na ekspresji genu kodujgcego GFP lub inne biatka
fluorescencyjne  cechujg pewne niedoskonalosci. Oprécz toksycznosci GFP i
fundamentalnych roznic w faldowaniu i wymaganiach sekrecyjnych migdzy biatkami
fluorescencyjnymi a przeciwcialami nalezy wzia¢ pod uwage fakt, ze wysoki poziom
ekspresji GFP moze rowniez powodowaé nieprawidlowe faldowanie. Problemem moze tez
byé tzw. fotowybielenie/fotoblaknigcie (photobleaching), zwlaszcza gdy pomiar jest
czasochlonny lub wymaga dluzszej ekspozycji. Czy doktorantka moze zaproponowaé
potencjalne narze¢dzia eliminujace powyzsze ograniczenia?

W pracy nie znajduje powazniejszych blgdéw edytorskich czy tez istotnych niedociggnigé.
Kilka z nich zamieszczam ponizej
e strona 28: brak referencji do informacji, iz linia komérkowa CHO DG44 z
niedoborem reduktazy dihydrofolianu (DHFR) umozliwia skuteczne przeszukiwanie
klonéw w obecnosci metrotreksatu
zamiennie stosowana nazwa o-fenylodiamina i O-fenylodiamina
strona 44: ,Komdrki dodatnie wyselekcjonowano w pozywce, zawierajacej
standardowe stezenie metrotreksatu” — nie podano tego st¢zenia
e strona 49: brak informacji jakie plytki stosowano do optaszczania (producent, ilos¢
dotkow)
strona 50: jakg objeto$¢ kwasu siarkowego wykorzystano do zatrzymania reakcji
w skrétach pojawia si¢ ‘rpm’ mimo braku uzycia w tekscie
Cze$é nazw odczynnikéw pisana z wielkiej, a czgs$¢ z male;j litery
Zamiennie stosowane skréty: HC DNA, HCDNA
Galactozylacja zamiast galaktozylacja
Co przedstawiajg dane na wykresach: czy $rednia i sd (np. Ryciny 8i 11)
Podpis osi y w jezyku polskim (zywotno$¢ lub gestosc), a osi x w jezyku angielskim
(days) na Rycinach 91 12
Niepoprawny podpis Ryciny 141 16
Proponuj¢ uzywanie stowa utlenianie zamiast oksydacja

Niemniej jednak moje uwagi krytyczne i komentarze nie podwazajg bardzo pozytywnej
oceny wartosci naukowej pracy, a s3 jedynie uwagami do dyskusji.

Podsumowanie

Po zapoznaniu sie z dysertacja doktorskg Pani Julity Balcerek stwierdzam, ze Doktorantka
bardzo trafnie wybrata tematyke badan, jasno sformutowata cel pracy, dobrze zaplanowata i
wykonata do$wiadczenia, wykazala si¢ umiej¢tnoscig interpretacji i dyskusji oraz
wyciggania wlasciwych wnioskéw, a takze umiejetnie sformutowata podsumowanie pracy.
Przedtozona do recenzji praca doktorska jest wigc kompleksowym
opracowaniem stanowigcym wartosciowy przyczynek do istniejagcego stanu

Instytut Biotechnotogii Molekularnej i Przemystowej |‘ﬁ
ul. Stefanowskiego 4/10, 90-924 Lddz .
tel.: +48 42 631 34 42

e-mail: biochem@info.p.lodz.pl, w5i51@adm.p.lodz.pl

www.p.lodz.pl, www.binoz.p.lodz.pl



wiedzy, zawiera réwniez elementy nowatorskie i spelnia warunki okreslone w art. 13
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 593 z pdézniejszymi zmianami). Na tej
podstawie wnioskuje wigc do Rady Nauk Medycznych Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi o przyjecie rozprawy ,,Opracowanie innowacyjnej technologii do
wyprowadzania stabilnych linii komérkowych do ekspresji biatek rekombinowanych dla
zastosowan biofarmaceutycznych” i dopuszczenie mgr Julity Balcerek do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
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