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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej Pani mgr Julity Balcerek
pt. ,Opracowanie innowacyjnej technologii do wyprowadzania
stabilnych linii komdérkowych do ekspres;ji biatek
rekombinowanych dla zastosowan biofarmaceutycznych”

(Promotor: Dr hab. profesor uczelni Tadeusz Pietrucha)

Whprowadzenie

Poszukiwanie nowych lekéw i technologii medycznych jest tak stare jak sama
ludzkoé¢. Na poczatku poszukiwania te prowadzone byly metoda préb i biedow, ale
wraz z postepem wiedzy w dziedzinie biologii, chemii i nauk medycznych zacz¢lismy
powoli rozumie¢ jak dziala ten niezwykle skomplikowany system, jakim jest ludzki
organizm. Cho¢ trzeba przyzna¢, ze do konca tej drogi jeszcze ciagle jest daleko. Rozwdj
chemii doprowadzil najpierw do wyodrebnienia z rodlin pierwszych substancji
chemicznych o dzialaniu leczniczym - morfiny, a potem do otrzymania pierwszych
syntetycznych zwiazkéw leczniczych - chloroform. Obecnie syntetyzujemy miliony
réznych zwiazkéw chemicznych o dziafaniu leczniczym. Rezultaty wysitkéw chemikéw,
biologéw i lekarzy sa naprawde imponujace, w ciggu ostatnich 100 lat $rednia dtugos¢
zycia ludzi na ziemi ulegta podwojeniu (Max Roser, 2018, "Life Expectancy").

Chcac ingerowaé - usprawnia¢ zaburzone choroba chemiczne szlaki sygnatowe
w organizmie ludzkim na poczatku stosowaliémy proste a z czasem coraz bardziej
zlozone zwiazki chemiczne - chemioterapeutyki. Niestety w bardzo wielu przypadkach,

chcac osiagnaé wieksza finezje w tych dziataniach, wigksza skuteczno$¢ przy mniejszych



dzialaniach niepozadanych, musimy nasladowa¢ naturg i positkowac si¢ biatkami,
ogolniej biofarmaceutykami, zwigzkami naturalnie stosowanymi przez nasz organizm
do jego budowy, prowadzenia proceséw metabolicznych i ich regulacji. Biofarmaceutyki
maja nieporéwnywalnie bardziej zlozong strukture, niz klasyczne chemioterapeutyki.
Ich klasyczna, chemiczna synteza jest bardzo zlozona, a czesto wrecz niemozliwa. Do
otrzymywania biofarmaceutykéw stosujemy odpowiednio zmodyfikowane organizmy
zywe jak bakterie, drozdze czy komorki ssakéw lub owadéw. Technologie to pozwolity
na powstanie szczepionek i catego szeregu lekow jak insulina, czynniki krzepniecia krwi,
leki hormonalne czy przeciwciala monoklonalne, a obecnie to leki oparte o kwasy
nukleinowe czy komoérki macierzyste. Prostsze biatka otrzymywane s3 w genetycznie
zmodyfikowanych bakteriach. Bardziej zlozone biatka, wymagajace odpowiedniej
obrébki po-translacyjnej pozwalajacej im osiggna¢ wiasciwg strukture przestrzenng
wymagaja zastosowania modyfikowanych komoérek organizméw bardziej ztozonych, jak
na przyklad komoérki chomika. Otrzymywanie takich stabilnych linii komérkowych
wydajnie produkujacych ,zaprogramowane” substancje jest procesem trudnym.
Rozprawa doktorska Pani mgr Julity Balcerek, pod tytutem “ Opracowanie innowacyjnej
technologii do wyprowadzania stabilnych linii- komérkowych do ekspresji bialek
rekombinowanych dla zastosowan biofarmaceutycznych” zajmuje sig wilasnie tym
tematem.

Opis rozprawy

Rozprawa doktorska zostala napisana w jezyku Polskim i obejmuje ponad 100
stron tekstu pogrupowanego w poszczegolne czedci i rozdzialy. Forma pracy, strona
edycyjna, jej podzial na poszczegolne czesci i rozdzialy oraz ich zawartos¢ jest zgodna z
ogolnie przyjetym kanonem. Jednakze przedstawiona praca odbiega nieco od typowego
- tradycyjnego ukfadu rozpraw doktorskich. Przede wszystkim nie zawiera hipotez
naukowych, stawianych zwykle na poczatku dysertacji doktorskich i udowadnianych na
konicu procesu. Jest to zjawisko coraz czesciej obserwowane w rozprawach doktorskich
i wynikajace z podejicia do rozprawy jak do sprawozdania z wykonania projektu
badawczego. Zamiast postawienia tezy naukowej, autorka w sposob klarowny formutuje
cel i zakres pracy. Wstep zawiera opis znaczenia stabilnej linii komérkowej w produkgcji
lekéw biotechnologicznych stosowanych we wspdlczesnej medycynie oraz opisy

sposobow wprowadzania transgenu do genomu komorki gospodarza, stabilnej ekspres;ji



przeciwcial monoklonalnych oraz opis projektowania platform analitycznych do oceny
stabilnej produkcji przeciwcial monoklonalnych. Kolejne, bardzo rozbudowane
rozdzialy dotycza materiatéw i metod wykorzystywanych w pracach doswiadczalnych.
Przedmiot ocenianej rozprawy, stanowi tematyka zwigzana z uzyskaniem stabilnej
integracji gen6w i szybkiej selekcji klonéw z jednoczesna wysoka ekspresja transgenu.
Zagadnienia te sa obecnie niezwykle wazne przy opracowywaniu systemow
biofarmaceutycznych do produkgji biatek rekombinowanych. Autorka ukierunkowata
zakres prowadzonych prac badawczo-rozwojowych nie tylko na aspekty naukowe i
badania podstawowe, ale przede wszystkim na autonomiczny cel aplikacyjny. Jest to
bardzo wazne, gdyz praktyczne zastosowanie odkry¢ naukowych, doprowadzenie
wynikéw badan naukowych do rynku, stanowi swego rodzaju ukoronowanie dzieta
naukowego. Jednoczeénie z wlasnego do$wiadczenia wiem, ze prowadzenie badan
naukowych pod presja ich praktycznego zastosowania a wiec uwzglednienia dodatkowo
zagadnienn ekonomicznych znacznie utrudnia proces poszukiwania rozwigzan
naukowych. Opracowana w ramach niniejszej pracy technologia pozwala znaczgco
skrécié czas etapu wyprowadzania stabilnej linii komorkowej dla biatek
rekombinowanych, w tym przeciwcial monoklonalnych, przy wykorzystaniu stabilnej
akceptorowej linii komorkowej. Klasyczne procesy uzyskiwania finalnego, stabilnego
klonu komérkowego produkujacego pozadane przeciwcialo, zajmuja zwykle ok. 3 - 5
miesiecy. W zaprezentowanym ukladzie ekspresyjnym proces ten moze by¢ skrécony
nawet do 5 tygodni. Uzyskane w ramach recenzowanej rozprawy rezultaty majq
pozytywny wplyw na ekonomike procesu rozwoju i wdrazania lekow
biotechnologicznych, a takze na zapewnienie ich biologicznej i terapeutycznej jakosci.
Rozwigzanie postawionego w pracy problemu badawczego oraz osiggniecie zatozonych
celéw dysertacji wymagalo od doktorantki rozwigzania wielu zaawansowanych
zagadnien badawczych i metodologicznych z zakresu biologii molekularnej, inzynierii
genetycznej, immunologii oraz umiejgtnosci uzyskiwania rekombinowanych biatek w
systemach eukariotycznych.

Warto tez dodaé, ze na podstawie rozprawy doktorskiej powstata publikacja, w
ktorej autorka rozprawy jest réwniez pierwszga autorka publikacji.
1. Balcerek J., Bednarek M., Sobiesciak T.D., Pietrucha T., Jaros S. 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. ]
Pharm Sci. 2020.

W przygotowaniu jest kolejna publikacja:

2. Balcerek J., Bartusik-Czubek E., Sobie$ciak T.D., Pietrucha T. Assessing the
phenotypic drift of cell banks during monoclonal antibody bioprocessing through IgG.
N-glycosylation analysis.

Podnosza one warto$¢ rozprawy, choé oczywiscie mozna by oczekiwa¢ wigkszej ilodci
publikacji powstatych z okresu prowadzenia badan, ale trzeba zdawa¢ sobie sprawg, ze
praca w jednostce przemystowej cechuje si¢ innymi priorytetami i innym podejéciem do
propagowania wynikéw badan.

Uwagi krytyczne

W dysertacji wszystkie modyfikacje genetyczne, wykonano sa przy pomocy
metody RMCE (wymiana kaset przeprowadzana za posrednictwem rekombinazy). Jest
to standardowa procedura wytwarzania prawidlowo zmodyfikowanych biatek o
znaczeniu farmaceutycznym. Metoda ta zostala wprowadzona w 1994 roku. Rozumiem,
7e wyboér metody wynika z doswiadczenia doktorantki. Obecnie coraz czesciej
stosowana i bardziej precyzyjna metoda jest CRISPR Caso. Istniejq prace, w ktorych robi
sie hybryde Cer/lox z CRISPR Casg w celu precyzyjnego wstawienia wybranej
(pozadanej) sekwencji genu w genom. Co autorka s3adzi o zastosowaniu tej techniki w
wyprowadzaniu linii komérkowych do zastosowan analogicznych jak w doktoracie?

Autorka zmienila sekwencje lox poprzez odwrdcenie ich kierunkek na 3’>5’ i to
spowodowalo wigksza stabilno$¢ linii. Podczas szeregu eksperymentow linie
komoérkowe zaréwno RCB, WCB, RWCB zostaly metodycznie sprawdzano pod
wzgledem stabilnogci. Natomiast w eksperymencie brakuje kontroli, czyli poréwnania
uzyskanych przez autorke stabilnych linii komorkowych ze zmienionymi ramionami lox
do linii uzyskanych z wykorzystaniem oryginalnych (wyjsciowych) sekwencji lox, ktore
nie byly zmieniane. Czy wykonywane byly takie badania poréwnanwcze? Jesli nie to, dla
czego? Warto by bylo pokaza¢, ze wprowadzona modyfikacja daje lepsze wyniki. Wyniki
nie pokazuja do konca jasno i klarownie o ile lepiej dziala nowy system (zmodyfikowany)

w poréwnaniu od tego, z ktérego autorka wychodzita.



Ogdlnie pomyst stworzenia na pierwszym etapie linii rodzicielskich (pre-
modyfikowanych), ktére niosg stabilny plazmid z sekwencjg GFP (green fluorescent
protein) oflankowanych sekwencjami lox jest dobrym podejsciem, poniewaz pozwala na
wyselekcjonowanie linii z genem kodujacym GFP, ktory jest wstawiony w tzw. hot point
(aktywny transkrypcyjne), ponadto mozna na sorterze odsortowa¢ tylko te dobre linie.
Wazne, ze takie linie mozna pasazowac i sprawdza¢ stabilno$¢ integracji GFP a potem
(finalnie) to GFP bedzie wymienione na pozadang sekwencjg, w tym przypadku
kodujaca FAB (region przeciwciala wigzacy antygen). Podejscie eksperymentalne jest
dobre.

W dyskusji prawdopodobnie jest blad: str.86 5 i 6 wiersz liczac od dotu. Jest
napisane: "zostala réwniez dofozona dodatkowa mutacja punktowa, wprowadzajaca
tymine na miejsce cystyny w sekwencji ramienia charakterystycznej dla lox66 (C->T).
Cystyna to aminokwas, chyba wymieniono tyming na cytozyne?

Whioski koncowe

Przedstawiona przez Pania mgr Julite Balcerek rozprawa doktorska pod tytutem
,Opracowanie innowacyjnej technologii do wyprowadzania stabilnych linii
komérkowych do  ekspresji  bialek  rekombinowanych dla  zastosowan
biofarmaceutycznych” stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.
Doktorantka wykazala sie wiedza teoretyczng oraz umiejgtnoscia samodzielnego
planowania i prowadzenia eksperymentalnej pracy badawczej. Wykazala sie réwniez
umiejetnoscia krytycznej analizy otrzymywanych w laboratorium wynikéw oraz jej
odpowiedniego przedstawiania. Prac¢ uwazam za poprawnie napisang a zamieszczone
w recenzji uwagi krytyczne nieznacznie tylko umniejszaja jej odbidr.

Stwierdzam, ze calkowicie spelnione zostaly wymagania Ustawy z dnia 14 marca
2003 I. 0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w dziedzinie
sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z pozniejszymi zmianami), wobec czego wnosz¢ o

dopuszczenie Pani mgr Julity Balcerek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Bardzo przepraszam za opdznienie w dostarczeniu recenzji.
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