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Podstawa recangzji:

Recenzjg sporzadzono na podstawie przekazane] do oceny rozprawy doklarskiej pt. "Regulacia ekspres)
antygenu CD20 przez szlak sygnalowy kinazy 3-fostatydyloinozytolu | kinazy AKT w komdrkach
nowotworowych wywedzacych sie 2 limfocytdw B, w formie monografii, zawieraggce] 139 stron wraz z
opinia Komisji Bioetyczne] przy Warszawskim Uniwersytecie Medycanym, nr KB/196/2014,

Ocena merytoryczna

Uzasadnienie podjgcia tematu i fego akfuainods

Terapie z wykorzystaniem przeciwcial monokionalnych anty-CD20 stanowia filar leczenia wielu
nowotwortw limfoproliferacyjnych, w tym najczgstszego agresywnego chioniaka w populaci
Polski, ktérym jest chioniak rozlany z komdérek B [Diffuse Large B-cell Lymphoma; DLBCL].
Skutecznodé kliniczna leczenia pozostaje zmienna, a opornodé pierwotna | wibrna nadal stanowi
istotny problem terapeutyczny. Kluczowym czynnikiem warmkujacym efekiywnost przeciwciad jest
doslepnost i dodt antypenu docelowego na powierzchni komédrki nowotworowej, a zmnigjszenie
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ekspresji CO20 na poziomie franskrypcyjnym, pofranslacyjnym lub w wyniku zmian epigenetycznych jest
opisywanym mechanizmem opomosci na leczenie anty-CD20. W konsekwencll, identyfikacia osi
regulacyjnych kentrolujacych ekspresig CO20 oraz modliwost ich farmakologiczne modulaci ma
mnaczenie Zarbwno poznawcze (zrozumienie biclogi opomosci), jak | pofencjainie translacyjne
(racicnalne projektowanie lerapll skojarzonych | przewidywanie interakeji lek—przeciwcialo). Istotnym
kontakslem jest rownied f2kl, 2e dzialanie ryluksymabu mode angatowad rédne mechanizmy efekionowe,
w fym cytoloksycznosé zaleing od dopedniacza (CDC) oraz mechanizmy zaleine od komdrek
elektorowych (ADCC/ADCP), kibrych wzgledny udzial zaledy od typu nowobwory, mikroérodowiska |
wiakciwosci kombrki docelows], W przetamywaniu opomosci na leczenie slosuje sie i lestuje lerapie anty-
CD20 tzw. nowej generac]i [np. ofatumumab, obinutuzumab), inhibitary BCR. [np. Ibrutynib), Inhibitory
kinaz LYN, LCK, SYK, BTK czy PI3K [np. duwelizyb czy umbralizyb] oraz inhibitory AKT 1. salinomycyna
i pochodne. Poruszana w pracy problematyka charakteryzuje sig wysoka akiualnodcia, jest to
temal wazny naukowo i klinicznie oraz odpowiada na realng luke w literaturze, Wislowymiarows
badanie determinant ekspresji CO20 w modelach eksperymentalnych stanowi logiczny | wainy
krok w kierunku poprawy skutecznodci terapil anty-CD20.

Cale pracy, hipotezy i pyfania badawcze

Dokioranka definiujs 4 cale badawcza:

.1. Zbadanie wptywu inhibitordw przekainictwa sygnalu z receplora BCR (z uwzglednieniem kinaz SYK,
BTK, PI3K | AKT) na ilo&¢ antygenu CD20 na powserzchni kombnek nowotworowych wywodzacych sie z
limfocytow B.

2. Zbadanie wplywu inhibitorow kinaz SYK, BTK, PI3K | AKT na przeciwnowotworowy efek! przeciwcial
monoklonalnych anty-CO20.

3. Zwigkszenie Bosci anfygenu CD20 | spolegowanle skutecanosci dziatania przeciwcial anty-CD20
poprzez wplyw na Sciedke PIFAAKT,

4, Poszukiwanie mechanizmu wpkywu salinomycyny i innych zwiazkiw jonciorowych na ilods anlygenu
ch20."

Doktorantka testuje hipotezg, e aktywnodé szlaku PIBK/AKT stanowi istotny regulator ekspresii
CD20/MS4A1, a modulacja tego szlaku (bezpoérednia lub posrednia, poprzez hamowanie sygnalu
z receptora BCR) prowadzi do mierzalnych zmian lloci CD20 na powlerzchnl kombrek | przekiada
sig na zmiang wrailiwodci na przeciwciala anty-CD20 w modelu funkcjonalnym. W ujeciu
mechanistycznym weryfikowany jest rowniez udzial czynnika transkrypcyjnego FOXO jako
potencjalnego wezta laczacego aktywnosé AKT z regulacja transkrypcji MS4A1.
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Matenad | metody

Deobér metod badawczych nalezy ocenié jako w pein| adekwatny do celu pracy, gdy: tworzy
spajny, logicznie powiazany (przyczynowo skutkowy) ciag dowiadczed pozwalajacy przesledzic
zaleinodci od poziomu sygnalizac)i wewnatrzkomérkowej, poprzez regulacje ekspresji genu i
biatka, a¢ do konsekwenc]l funkcjonalnych. Na szczegdlne podkreslenie zastugule
wielopoziomowosé podejicia oraz konsekwentne domykanie wnioskowania na kazdym etaple.
Zastosowanie farmakologiczne inhibicjl kinaz SYK/BTE, a takie komponentow szlaku PISK/AKT (w tym
inhibitora PI3K oraz inhibitordw AKT), umodliwia bezposrednia oceng wphywu aktywnodci fych szlakiw
na ekspresje CO20IMS441, Rownolegle wykorzystanie narzedzi genetycznych (wyciszanie SYK/BTK
oraz ukierunkowane manipulacje w obrebie osi AKTIFOXO) stanowia istoine wzmocnienie wiarygodnosci
wrioskowania; ogranicza to ryzyko nadinterpretacii wynikéw w kategoriach efekitw nieswosslych oraz
wspiera rozridnienie efekiow zaleznych od funkcji danego elementu szlaku od potencjalnych arlefakiow
farmakologicznych,

Pomiar ekspresji powierzchniowej CDZ20 metoda cytometni przeplywowej naledy uznal za metode
najbardziej shuszng w kontekécie biologii problemu, poniewa2 bezposrednio odzwierciedla doslgpnosc
epitopu dla przeciwciat anty CD20. Uzupeinienie o qRT PCR dla MS4AT jest rozwigzaniem
metodologicznie trafnym, gdy! umoXiwia rozstrzygnigeie, czy obserwowane zmiany majg komponent
{ranskrypcyjny, czy tef 3 ograniczone do regulacii pofranslacyjne]. Dodatkowo zastosowanie Wesiem
blot (dla AKT/pAKT oraz CD20) jest spdine z postawionym celem tzn. pozwala na weryfikacie
skutecznodci modutacii szlaku sygnalowego oraz na odniesienie zmian powierzchniowych do poziomu
calkowitego bialka.

Dokicrantka stosupe test cyloloksycznodci zalednej od dopelniacza (CDC) z wykorzyslaniem
rytuksymabulofatumumaby oraz hudzkiej swowicy AB, kibry naledy uznat za wiasciwy model
funkcjonalny pozwalajacy bezpodrednio odpowiedziet na pylanie, czy modulacja ekspresji CD20
przekiada sie na skubecznost przeciwcial anty CD20 w mechanizmie zaleznym od dopedniacza. Jest lo
istotny elemant dia uzyskanych wynikdw, wykraczajacy poza opis korelacji ekspresyjnych.

Na uwage zasiuguje weryfikacja hipotezy dolyczace] udzialu FOXO w regulacii CD20 poprzez
zastosowanie CRISPRICasS do wyciszenia FOXO1/FOX03, Takie podejbcie pozwala na testowanie
zaleinodci mechanistycznej na poziomia przyczynowym, 8 nie jedynie asocjacyjnym, | stanowi istotny
elament dopelniajacy dla proponowanego model regulacyjnego pomigdzy AKT a ekspresjg
MS441/CD20.

W konsekwencji zestaw zastosowanych technik jest metodologicznie koherentny | odpowlada na
pytanie badawcze zaréwno na poziomie molekularnym (transkrypt/bialko/sygnalizacja), jak i na
poziomie efektu funkcjonalnego.
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*  Analiza statystyczna | interpretacia wyrikow
Dobér melod statystycrnych craz preyjety poziom istotnodei nalezy ocenié jako wiadciwe i
dostosowane do charakteru danych, Prezentacja wynikéw jest rzeteina, przejrzysta |
konsekweninie usirukiuryzowana, co ulatwia éledzenis toku rozumowania oraz weryfikac jg
kolejnych etapéw wnioskowania. W granicach przyjetego warsztatu badawczego oraz
zastosowanego modelu in vitro zaprezentowany material wynikawy Jest wystarczajacy do obreny
hipotezy roboczej i realizac)i zalokonych celdw.

Kluczowy wniosek phynacy z przedstawionych danych wskazuje, 2 ekspresja CD20 w kombrkach
nowatwordw wywodzacych sig z imiocylbw B podiega dynamiczne] regulacyi zaleznej od sygnalizaci|
receplora BCR, a farmakologiczna modulacia te] sygnalizacii bezpodrednio determinuje skulecznosé
przeciwcial anty CD20 w mechanizmie CDC.,

W pierwszym bloku dodwiadcren wykazana, i2 hamowanie kluczowych elementow sziaku BCR — kinaz
SYK | BTK {odpowiednio R406 oraz ibrutynib) = prowadzi do istotnego obnienia poziomu CD20 na
powierzchni komdrek w modelach chioniakowych (m.n. Raji i Ly 1), Za watny element kontroli nalety
uznat fakt, 2e efekt ten nie wynikal z nieswoislej toksycznodci w zasiosowanych warunkach, ody:
Zywolnost kombrek pozostawala wysoka. Konsekwencig funkcjonalng obnizenia ekspresji CD20 byl
oslabienie COC indukowanego przez ryluksymab kb ofalumumab. Isioine jest rowniez, e nie
odnotowano zmian, kitve w spostb przekonujacy pozwalalyby przypisad obserwowany efekt modulac)|
ekspresji inhibitordw dopedniacza (COME/CDSS5), co wzmacnia interpretaci, i czynnikiem limitujgcym
COC jest przede wszystkim redukcja dostepnodcl antygenu docelowego,

Dane molekulame wspieraja obecnosé komponentu transkrypcyjnego requlacji: po ekspozygi na
inhibitory SYKBTK oraz inhibitory osi PI3KIAKT (w tym idelalizyb i mhibriory AKT) stwierdzono spadek
poziomu transkryptu MS4A1, kodujacego CD20, czemu lowarzyszyl spadek wratliwodci komérek na
COC. Szczegéinie przekonujace jest wykazanie, fe wyciszenie SYK lub BTK metoda shRNA odiwarzaio
fenctyp chserwowany po zastosowaniu inhibitoréw (spadek CD20 oraz oslabienie CDC), co preemawia
za zale2nodcia przyczynows | zgodnodcia efekiow farmakologicznych z rofa biologiczna tych kinaz.

W kolejnych analizach Doktorantka udowodniata, 2e nadekspresja aktywnej AKT prowadzi do wzrosiu
CD20. Jednoczednie inaktywacja FOXO1 metoda CRISPR/Cas? skutkowala wzrostem CD20, podczas
gdy analogicznego efeku nie obserwoweno dla FOXO3, co sugenije ré2nicowanie funikji
poszczegoinych czlonkiw rodziny FOXO w regulacji CO20/MS4AT,

Istolnym  dopelnieniem jest obserwacja, 2e salinomycyna zwieksza ekspresje CD20 (zardwno na
poziomie powlerzchnlowym, jak i callowitym) oraz konsekweninie uwradliwia komérki na COC
indukowane przez przeciwciala anty CD20 w wislu linjach, Takie dzialanie wspiera warost aktywnodc
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promotora MS4A1 oraz dane wskazujace na udzal osi AKT-FOXO, przy jednoczesnym braku

przesfanek, aby kluczowa role w obserwowanym efekcie odgrywaly NF kB lub prosta modulacia

SMADZ3,

Calost rezultatéw prowadzi do wniosku o istotnym znaczeniu praktycznym wskazujacym, i

projekiowanie strategil laczacych terapie celowane z Immunoleraply anty-CO20 powinno

uwzgledniaté wplyw zastosowanych lekdw na poziom CD20, a w konsekwencji na skutecznosé

mechanizmow efektorowych zaleinych od dopeiniacza. Sposob prezentacji wynikow jest bardzo

czytelny | sprzyja krytyczne] analizie danych.

llustracje dokumentujace badane zaletnoéci i wyniki sq zawarte w 36 rycinach | 7 tabelach.

Stanowig one kompletne | wiagciwe dopeinienie do prreprowadzonych testow | analiz.

Dyskusja

Dyskusja obejmuje 13 stron i zawiera odniesienie do aktualnej literatury [imponujaca liczba

piémiennictwa - 287 pozyc|il]. Dokiorantka przeprowadza krytyczng interpretacje uzyskanych

wynikdw, wskazujac na ograniczenia | implikacje praktyczne .

Wininshi

Doktorantka sformulowala 8 wnioskdw wynikajacych z uzyskanych wynikow badan i danych

statystycznych. S one zwigzle, jednoznaczne | wskazujg na lstotny oryginalny wiiad w omawiang

problematyig.

Strona edytorska | jezyk

Praca jest czytelnie naplsana w sposdb przemyélany. Mimo, skomplikowans] | zlozone| czedci

sksperymentaino-badawcze] dobrze sig j4 czyta | deigki konsekwentnego uldadu rozdzialow

mozna tatwo znaledt wiadciwg tresé.

Bardzo drobne bledy literowe [Spis Iredci: dzialanke zamiast .dzialanie” oraz .w mechanizmu® zamiast

W mechanizmie” [pozycia 1.4.3 na s, 5) czy w nagliwku i spisie tresci: chemiolerapautykami” powinno

byé .chemioterapeutykami® (nagitwek 1.3.5 na 5. 28 oraz w spisie lredci)] w Zaden sposob nie

umniegszaja warlosci pracy,

Uwagi merytoryczne | pytania do Doktorantki

» Progba o wyjadnienie czy schematy z Ryciny 11 Ryciny 2 byly wykonane samodzielnie? Jesli nie,
zwykle powinno sig podad irddio, na kibrym wzorowana Ryciny.

= Czy Doklorantka planowata walidacie ex vivo (choé czgdci badan) na materiale od pacjentiw?

» Czy uzyskane dane sugeruja, e jednoczesne podawanie inhibitora BTH/PIIKIAKT z anty-CD20
mode oslabiaé skutecznodt terapii u pacjentiw?
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* Jakie polenciaine blomarkery moina by wdroiyé w przysziodci do prakiyki kiinicznej, aby
przewidywad spadek ekspresji CD20 u pacjentow ofrzymujacych terapie z udzialem inhibitordw (np.
SYKBTK lub elementdw sxiaku PIIKAKT)?

Podsumowanie i kenkluzja
Rozprawa doktorska pt. ,Regulacja ekspresji antygenu CD20 przez sziak sygnalowy kinazy 3-
fosfatydyloinozytolu i kinazy AKT w komdrkach nowotworowych wywodzacych sie z limfocylow
B" stanowi samodzielne, rzatelnie przygotowane | merytorycznie wartoéciowe opracowanie, ktore
wnosi istotny wilad w rozwdj wiedzy oraz poglgbia rozumienie analizowanego zagadnienia, Praca
zostala opracowana w sposob przemyslany | konsehweniny, a przedstawione rozwaiania
charakteryzuj sig poprawnoscia metodologiczna oraz przejrzysta strukturs wywodu. Postawione
cele badawcze zostaty w peini zrealizowane, a dobdr zastosowanych metod naleZy uznac za
kompleksowy | rafny do problematyki oraz zakresu przeprowadzonych badan. Uzyskane wyniki
sa przekonujgco omdwions, a wnioski zostaly sformulowane w sposéb jasny i dobrze
uzasadniony.

Na podstawie przedslawiongj rozprawy stwierdzam, it spelnia ona wszystkie wymagania

stawiane rozprawom doktorskim zgodnie 2 obowigzujgcymi przepisami. W zwiazku z powyszym

wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauk Medycimych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o

dopuszczenie Doktorantki lekarz MNiny Miazek-Zapaly do dalszych elapdw postgpowania |

publicznej obrony pracy doktorskiej.

Jednoczesnie gratulujp Doktorantce przygotowania wartosciowej pracy | dycze dalszych

sukcesdw w dziatalnodci naukowej. Z uwagi na wysoki poziom merytoryczny rozprawy oraz jej

mnaczenie dla rozwoju dyscypling wnioskuje réwniez o wyrdinienle ninlejsze] rozprawy
doktorskiej.
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