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Recenzowana rozprawa doktorska pt.

«Regulacja ckspresji antygenu CD20 preez selak sygnalowy kinazy 3-
fosfatydyloinozyielu i kinazy AKT w komérkach nowolworowych wywodzgeych sig 2
limfocytow B®
zostala przygotowana preez lek. Ning Migzek-Zapalg
w Zaktadzie Immunologii Warszawskiego Uniwersyrety Medycanego
pod kienmkiem dr hab, n, med. Magdaleny Winiarskiej
OFaz promotora pomacniczego dr n. med. Malgorzaty Bobrowier
Rozprawa zostala przedlozona w celu uzyskania stopnia doktora nauk medyemych i nauk o
adrowiu w dyscyplinie nauki medycne.

Ocena wyboru tematu | znaczenia problemu badawczego

Tematyka rozprawy obejimuje bardzo istotne zagadnienia 2 dziedzin immmnologii nowotworow
oraz hematoonkologii. Doktorantka zdecydowala si¢ podjad temat regulacji ekspresji antygeny
CD20 - niezwykle istotnego celu terapeutycznego w leczenin nowotwordw wywodzgeyvch sie
limfocytéw B.

Przeciweinla skierowane preeciw crasteczce CD20, w szezegblnodci rytuksymab, 53 stosowane
w medycynie od wiclu lat, jednak mechanizmy zwigzane ze zmiennodcig ekspresji CD20 a co
72 tym idzie skutecznodei immunoterapii nie zostaly w peini poznane. Problem opomaosci
prerwoine] i wtdmej na leczenie anty-CD20 jest istotny klinicznie. Priba odpowiedzi na w
Pytanic nadaje pracy istotny charakter aplikacyjny.

W swojej rozprawie Autorka trafnie identyfikuje szlak PI3K/AKT jako potencialny regulator
ekspresji CD20, a jednoczednie jako dciezke czgsto modulowang farmakologicznie w terapii
chordb  limfoproliferacyjnych. Wybor salinomycyny jako zwigzky modelowego. o
udokumentowanym dzalaniu préeciwnowotworowym i plejotropowym, dodatkowo podkresla
nivwatorski charakier badad .

Cele pracy i hipoteza badaweza

Cele pracy zostaty sformubowane jasno, logicenie i sa konsek wentnie realizowane w toku badan
cksperymentalnych. Gléwnym celem byla weryfikacia hipotezy o mozliwodei regulacii
ekspresji CD20 poprzez szlak PIIK/AKT, natomiast cele szczegilowe ohejmowaly analize
wpbywu inhibitordw wybranveh kinaz oraz oceng polencjalnego wykorzystania salinomycyny
Jako czynnika 2wickszajgcego skutecnodi immunaterap:i anty-CD20,

Preeglyd literatury

Wstep rozprawy stanowi obszerny, dobrze uporzgdkowany i meryioryeznie dojrzaly przeglad
literatury, obejmujgey zardwno aspekiy kliniczne, jak i molekulame patogenezy nowotwordw



B-komérkowveh. Autorka wykamuje bardzo dobry sngjomosc aktualnego stanu wiedzy.
umiejetnie lacrac dane epidemiologicane, kliniczne oraz mechanistyczne. Moje szczegiine
wnanie rnalazle klarowne preedstawienie mechaniznwiw driatania preeciwcial anty-CD20,
rzetelna analiza znanych mechanizmdw opornodei na lecanie przeciweialami anty CD20 oris
logiczne wprowadzenie roli szlaku BCR oraz PI3K/AKT w regulacji funkeji hmfocytow B.
Dobdr cytowanej literatury jest adekwatny, aktualny i obgymuse kluczowe publikacje »
renomewanych czasopism naukowych.

Material | metody

Czest metodologicana zosiala opracowans bardzo szczegilowo i poprawme, co $wiadczy o
wysokim poziomie warsztatu badawczego Dolktorantki. Zastosowano szeroki  panel
nowoczesnyeh technik biologii komorki i molekulamej, w tym: hodowle komorkowe,
cytomelrig precplywows 2 ilodciowy oceng antygendw powierzchniowych jak i sortowanis
komérek. metody biologii molekulamej (qRT-PCR. analiza aktywnosci promotora),western
blotting. manipulacie genetyczne (shRNA, CRISPR/Casd, nadekspresja gendw). testy
cylotoksycznodei zaleznej od dopelniacza (CDC).

Dobér modeli in vitro jest preemyslany i pozwala na uogdlnienie uzyskanych obserwaci.
Analiza statystvezma zostala precprowadzona w sposdb prawidlowy.

Wyniki i ich interpretacja

Preedatawione dane sa obszeme, logicznie uporzadkowane i ilustrowane ceviclnymi rycinami
oraz tabelami. W rozprawie wykazano, ke drobnoczgsiecckowe inhibitory kinaz szlaku
sygnalowego PIIEJAKT powodujg spadek ilodci CD20 na powierzchni  komorek
nowotworowych, preekisdajacy sie na obnizenie  skutecznosci dzialania praeciwcial
monoklonalnych anty-CD20 w mechanizmie eytotoksycznodei zaleine] od dopemiacza (CDC).
Doktorantka wykazala rowniez, 2e ilo$é antygenu CD20 na powierzelmi  komdrek
nowotworowych pochodzenia limfocytamego zwigksza sig w wynikn aktywacji szlaku
sygnatowego PRIK/AKT/FOXO. W pracy przedstawiono dowady na to, 2e bialka z rodziny
FOXO pelnig funkeje negatywnych regulatorow transkrypeii genu MS4A 1 kodujgeego antygen
CD20, lstotnym clememtem rorprawy jest wykazanic, i salinomycyna prowads do
rwickszenia aktywnodei kinagy AKT w wybranych liniach komorkowych wywodegeych sig =
limfoevidw B,

Co szezegdinie istotne z punkiv widzenia aplikneyjnego. wykazano., ze salinomycyna 1
pochodne ¥ grupy jonoforéw nasilajg przeciwnowobwarowe driatanic rytuksymabu i
ofatumumabu wobee komorek nowotworowych popreez zwigkszemie ilosci CD20 na ich
powierzchni.

Na podstawic uzyskanych wymikéw Dokiorantka zaproponowata  mechanizm  regulacyi
ckspresji CD20 indukowanej przez salinomycyne, obcimujgey pozytywny regulacje szlaku
PI3K/AKT oraz jednoczesng negalywng rogulacis akfywnosci czymuika franskrypeyinego
FOXO1.Na szezegolne podkredlenie  zastuguje wielopoziomowe podejécie analityczne,
obejimujgce oceng ekspresji genu, bialka calkowitego oraz bialka powierzchniowego, a tabhze
funkcjonalng ocene skutecanosci immunoterapit,
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Dyskusja

Dyskusja zostata napizana w sposdb dojrzaly, krytyczny i swiadezaey o bardzo dobrej orientacji
Autorki w akiualnym stanie badan. Wyniki wiasne 2ostaly wiasciwie odniesione do danych
Iteraturowych, a wnioski fonnulowane sg ostroznie i bez nadinterpretacji. Auvtorka trafiie
wskazuje potencjulne implikacje translacyjne uzyskanych wynikéw, jednoczednie zuznaczajge
ograniczenia badan in vitro,

Uwagi krytyvezne

Praca jest bardzo starannie przygotowana. Maoje uwngi krytyezne majg charakter drugoizedny
i nie wplywajg na wysoka ocene merytoryezng rozprawy (dotycea gldwnie drobnych aspektow
redakcyinych i stylistyeanych).

Podsumowanie

Na podstawie analizy prredstawionej do ocen ¥ rozprawy doklorskiej lek Niny Migzek-Zapaly
pl. Regulacja ekspresji antygenu CD20 przez szlak sygnatowy kinazy 3-fosfatydyloinozytolu 1
kinary AKT w komérkach nowotwarowych wywodzgcych sig z imfocytéw B” stwierdzam, 2e
rozprawa ma charakter oryginalne pracy naukowej, kibra dostarczn informacii istoinie
poszerzajgcych wiedze 2z zakresu z Immunologii nowotwordw  oraz hematoonkologii
Doktorantka, podejmujge si¢ tematyki badawezej. wykazala sie wiedzg teoretveang z zakresu
padjctej temaryki badawcze), uzasadnila cel przeprowadzonych badaf, odpowiednio je
zaplanowala i zrealizowala. Stwierdzam, ze preedstawiona do oceny rozprawa dokiorska
spelnia wymagania Ustawy Prawo o szkolnictwie Wyz2szym i nauce, art. 187 ust. 1 i 2 z dnia 20
lipca 2018 roku i wnioskujg o dopuszezenie lek Miny Migzek-Zapaly do dalsrych etapdw
proewodu doktorskiego,
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