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Choroby nowotworowe sa jedng z glownych przyczyn zgondw na swiecie dlatego sg
istotnym problemem cywilizacyjnym. Pomimo ogromnych postgpdw w leczeniu preez
zaslosowanie terapii celowanych i immunoterapii, weigz wiele typow nowolwordw SIanowi
wyzwanie dla wspitczesnej medyeyny. Jedng z obecnie stosowanych nowatorskich metod
leczenia jest uzycie modyfikowanych limfocytow T, ktore maja za zadanie likwidowac
komérki nowotworowe poprzez swoja aktywnosé eytotoksyezng. Jest 1o metoda niczwvkle
precyzyina, ale i kosztowna, gdyz modyfikowane sg limfocyty T pochodzaee od konkretnego
pacjenta. W chwili obecnej stosowana jest terapia CAR-T anty-CD19 w leczeniu nicktorych
typhw chloniakow i bialaczek, jednak terapie CAR-T dla guzéw litych weigs sa duzym
wyzwaniem, Dzieje sie tak ze wazgledu na ich charakterystyke, a ghownie na duzg
heterogennosté, brak ekspresii specyficznych antygendw/neoantygenow we wszystkich
komdrkach guza, duz masg i slabe ukrwienic a przez to brak dostepu, a takxe

immunosipresyjne mikroérodowisko guza, Dodatkowo, nie wszystkie guzy s .widoczne™



dla ukladu odpornosciowego, s4 1o tzw. guzy zimne, dlatego strategia uzycia CAR-T do
guzow litych wydaje sig byé sensowna, jednak pozostaje weigz wiele kwestii do rozwigzania.
jak np. czy celem powinien by¢ jeden czy wigeej antygendw/neoantygenaw nowotworawych,
itp. W swojej pracy dokiorskiej Doktorantka postawila sobie cel bardzo ambitny i bardzo na
czasie, a mianowicie, czy zastosowanie CAR-T anty-PD-L1 moze byé wykorzystane w
leczeniu guzdw litych, w tym raka piersi, oraz jakie sa wwady 1 zalety”™ takiego podejécia.
Przedstawiona praca sktada sig ze standardowych czgsci - Wsigpu, Celéw pracy,
Materialow i metod, Wynikéw, Dyskusji oraz Literatury. Praca poprzedzona jest spisem
tredci, co ulatwia prace nad tekstem. Szezegdlng uwagg zwraca preejrzyacic napisany, acz
troche zbyt diugi wstep, ktory dobrze wyjasnia podjgle zagadnienia. W kolejnej cegsci cele
naukowe sg czyielnie przedstawione, aczkolwiek poczatkowy opis je poprzedzajgey jest
zdecydowanie za dlugi i bardziej preypomina wstgp. Opis materialow i metod uzvtych w
pracy dodwiadezalnej, opracowanie wynikow przeprowadzonych dodwiadezen oraz obssema
dvskusja i bibliografia sa dobrze 1 zrozumiale napisane i sformutowane. W pracy ponadte
snajdujg sie streszczenia w jezvku polskim i angielskim a takze wykaz skrotow, Kiore sa
bardzo pomocne podezas czytania pracy. Praca napisana jest w sposob interesujgey 1 zawiera
wystarczajgee  informacje, ktore umozliwiajg oceng dokonan Doktoraniki oraz  wagg
prowadzonych przcz nig badan. Zardwne uklad pracy jak 1 ujete w ni¢j dane lileraturowe oraz
informacie i oéwiadczenia spelniaja wszelkie wymogi formalne i sg zgodne 2 art. 13 Ustawy 2
dnia 14 marca 2003 o stopniach naukowych i tytule w zakresic sztuki (Dz. 1. 2003 poe. 395 2
poZnicjszymi zmianami) oraz Rozporzadzeniem Ministra MNauki i Szkolnictwa Wyzszego 2
dn. 30 padziernika 2015 r., w sprawie szczegdlowego trybu i warunkow przeprowadzania
czvimodel w preewodzie doktorskim, postgpowaniu habilitacyjnym oraz w postgpowaniu o

nadanie tytutu profesora (Dz. L. 2015, poz. 1841).



W pracy Dokiorantka przeanalizowala linie raka piersi pod wzgledem obecnosci
biatka PD-L1 na powierzehni kamérek nowotworowych. Do dalszych badan wybrala linig 2
najwieksza ilodcia PD-L1 — MDA-MB-231 oraz lini¢ bez PD-L1 — MCF7. Dodatkowo, w
celu weryfikacji wynikow, wyprowadzila linie MDA-MB-231 2 wyciszeniem PD-1.1 oraz
MCF7 z nadckspresja PD-L1. co potwierdzila analiza cytometryczng. Doktoranika
zoptymalizowala rowniez proces uzyskiwania stabilnych anty PD-L1 CAR-T za pomocy
sytemu lentiwirusowego, W dalszej ceesci pracy Doktorantka analizuje status PD-L1 w
aktywowanveh limfocytach T, oraz w PD-L1 CAR-T, a nastepnie analizuje zdolnodci
cytotoksyczne PD-L]1 CAR-T wzglgdem rdznveh linii komdrkowych, ktore wezesnic]
przygotowata. Interesujgey jest fakt, ze PD-L1 CAR-T wykazywaly zdolnodei  do
unicestwiania komérek MCF7, ktore majg sladowsg ilogé PD-L1, podobnie jak linii MDA-
MB-231 z duzg ilodcia PD-L1 na powierzchni. Jest to fascynujgca obserwacja, kiora
Doktorantka na podstawie dalszych eksperymentéw thumaczy tym, ze PD-L1 CAR-T
wyrzucajac duzg ilogé réznyeh cytokin (najwaznicjsze [FN-y 1 TNF-a) indukujg ckspresie
PD-L1 w komérkach MCF7. Czyli jednym slowem uwrazliwiaja wezesnicj niewrazliwe
komérki raka na atak modyfikowanych limfocytow T PD-L1 CAR-T. W zwiazku z tym,
bardzo proszg Doktorantke o wytlumaczenie, czy jest to proces charakterystyczny dla
CAR-T, kidrych celem jest PD-L1, czy jest to cecha charakterysfycina rowniei dla
innych CAR-T, niczaleina od celu molekularnego?

W dalszej czesei pracy Doktorantka badajge wplyw PD-L1 CAR-T na komork
nienowotworowe, HMEC, MCFI0A i HEK293T, zauwaza, #¢ w tych pierwszych
sastosowanie PD-L1 CAR-T indukuje ekspresjg PD-L1 i eliminuje te komdrki, jednak nie w
komérkach linit HEK293T, ktdre sa opomne. Jaka moie byé tego preyezyna? Czy znaczenie
moke mieé to, e te komirki majy rokne pochodzenie oraz e w rodny sposéb byly

uniesmiertelniane™? Proseg Doktorantke o wyjasnicnie.



Mechanizm indukcji PD-L1 na komdrkach nowotworowych przez naciekajgee
limfocyty T i inne komdrki ukladu odpornosciowego jest jedng 2 drog ucieczki nowotworu
spod kontroli ukladu odpornosciowego. Jednak w przypadku dodwiadezen na linii MCFT
Doktorantka nie zaobserwowala wzrostu PD-L1 po inkubacji z niemodyfikowanymi
limfocytami T, tylko z PD-L1 CAR-T; dlaczego?

Praca napisana jest poprawnym jezykiem, Swiadczacym o dojrzatodci zawodowe)
Doktorantki, jakkolwiek nie ustrzegla sie ona drobnych literowek. Dodatkowo. w pracy
Doktorantka popelnita kilka innvch bledow jak np. dopiero w punkeie 4.3.3 Doktorantka
wyjasnia jak ewaluowala ckspresjc CAR w limfocytach T, a punkt wezesnie] jur wrywa te)
metody, bez opisu dlaczego, Dodatkowo, w metodach brak jest opisu metod statystycrnych
wzytych w pracy. Statystyka jest wigczona do podpisow do peszczegolnyeh rysunkéw, jednak
dla porzadku syntetyczny opis uzylych metod statystycznych powinien sig rownies znalesé w
rozdziale Materialy i metody. Na stronie 32 Doktorantka stwierdza, e _PD-L1-CAR-
encoding DNA is successfully translated”. Rozumiem, Ze to skrdl myslowy, gdyz ten
podrozdzial dotyezy tramsfekeji limfocytow T mRNA PD-L1 CAR-T, a wczesnicj
Doktorantka robila transkrypeje in vitro. Prosze doklorantke o wyjasnienie tej kwestii,
Dodatkowo, w moim odezuciu, dyskusja jest zbyt dluga i w niekiérych przypadkach
pozostawiono w tekscie numery PMID do publikacji. Doktorantka zbyt szczegdlowo opisuje
nicktore zagadnienia, ktore nie s bezposrednic zwigzane z wynikami, co powoduje brak
zogniskowania i utrudnia cryvtelnikowi éledzenie ghownego preckazn pracy. Niekiore
fragmenty pasujg bardziej do wstepu niz do dyskusji. Jak dia mnie za malo jest solidnego
przedyskutowania wynikéw i proby wytlumaczenia nicktorych zaobserwowanych zjawisk.
np. indukgji ckspresji PD-L1 w pierwszych dniach po stymulacji limfocytow T. Cay

Doktorantka moglaby wyjasni¢ znaczenie tego zjawiska?



Podsumowujge uwakam, 2¢ mgr Katsiaryna Marhelava osiagneta stawiane sobie cele
naukowe. Wyniki prac dodwiadezalnych ujgte w rozprawie umokliwily wyciggnigeie
wniosku, e terapia adoptywna z uzyciem anty PD-L1 CAR-T moze mied zastosowanie w
klinice w leczeniu guzow litych, jednak wymaga znaczacych usprawnien aby byla bezpieczna
dla pacjenta. Przedstawiona w pracy dyskusja, acrkolwick zbyt diuga, w bardzo dobry sposib
naswietla dalsze drogi prowadzenia badaf w tej dziedzinie nauki. Dlatego wnioskujg do Rady
Dyscypliny Nauk Medycanych WUM o dopuszczenie mgr Katsiaryna Marhelava do dalszych

etapow przewodu doktorskiego oraz wnioskuje 0 wyrdZnienie pracy.



