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Recenz|a pracy doktorskie] lek, Miny Migzek-Zapaly pt.
=Regulacja ekspresji antygenu CD20 prrez stlak sygnatowy kinazy 3-fosfatydyloinozytolu i kinazy AKT w
kamdrkach nowotworowych wywodzgoych sig z imfocytdw B*

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska lek. Niny Migzek-Zapaly zatytulowana ,Regulacia
ekspresji antygenu CD20 przez szlak sygnalowy kinazy 3-fosfatydyloinozytolu | kinazy AKT w komdrkach
nowotworowych wywodzacych sig 2 limfocytdw B™ ma forme monografil. Autorka opisuje stan dostepnej
wiedzy na temat immuncterapii zlodliwych limfoproliferacji wywodzacych sie 2 limfocytdw B i
mechanizmdw efektorowych [ednego 2 najpopulamiejszych immunoterapeutykdw stosowanych w leczeniu
ww., rytuksymabu. Nastgpnie w pracy najdujemy wprowadzenie w ragadnienia sygnalizacji
wewnatrzkomdrkowej istotne] w kontekscie fizjologil limfocytdw B, biataczek B limfocytarnych oraz
chioniakdw a takle opis rwigtkdw jonoforowych takdch jak salinomyeyna, ktdre oprécz udowodnionego
driafania  prreciwdrobnoustorowego  stanowig  interesujgey  grupe kandvdatéow  na ek
prreciwnowotworowe, Nastgpnie Doktorantka prrechodzi do oplsu celdw pracy, kidre definiuje w
kolejnodei jako: 1) okredlenie wphywu inhibitordw sygnalizacji prrez receptor BCR na ilodé antygenu CD20 na
powierzchni komorek nowotworowych wywodzgcych sie 2 limfocytdw B, ii) okreflenie wphywu inhibitorow
kinaz SYK, BTK, PI3K i AKT na przeciwnowotworowy efekt przeciwcial monoklonalnych anty-CD20, iii)
oplsanie modulacji scieiki PI3K/AKT majce) na cefu zwigkszenie flofa antygenu CD20 i aktywnosc
cytotoksycrnej prieciwcial anty-CDX0 wobec komdrek docelowych, oraz v} identyfikacie mechanizrmu
odzdziatywania awigrkéw jonoforowych na ilosé antygenu CD20. W kolejrych rozdziatach pracy Autorka
priedstawia opis zastosowanych materialow i metod badawczych, obejmujgoych szerokie spektrum technik
blologil komdrki i biclogii molekularne). Wykorzystano m.in. hodowle komérkowe in witre ludzkich linii
nowotworowych wywodzacych sig z limfooytdw B, metody oytometrii preephywowe] do llodciowe analizy
antygendw powierzchniowych | sortowania komdrek, testy coytotoksveznodcl zaledtnej od ukladu
dopetniacza, a takie techniki biochemiczne i molekularne, w tym western blotting, ilodciowsy analize
ekspresji gendw metody qRT-PCR oraz testy aktywnosd promotora genu M54A1 a takie metody modulacji
ekspresji gendw, takie jak transdukcja lentiwirusowa oraz wydszanie gendw 2 ulyciem systemu
CRISPR/Cas9, Rozdrial poswigoony wynikom badad wiasnych zostal uporzgdkowany w sposdb
edpowiadajacy sformulewanym celom pracy | obejmuje analize wphawu modulaci kluczowych elementdw
sygnalizacji receptora BCR oraz szlaku PI3ESAKT na ekspresje antygenu CD20 | skutecrnodd drialania
preeciwcial monoklonalnych anty-CD20. Autorka wykazuje znaczenie kinaz 5YK, BTE, PI3K | AKT orar biatek
¢ rodziny FOXO w regulacii ekspresji CD20. W tym samym kontekscie przedstawia takie wyniki dotyezace
dziatania salinomycyny i jej pochodnych. Dane te wskazuja na moiliwese farm akologiczne| modulachl (lodci
€020 na powierzchni komarek nowotworowych | przez to zwiekszenia efektywnodcl immunaterapil oparte]
na prreciwciatach anty-CD20,

Ocena formalna pracy
Rozprawa doktorska zawiera sle w postad wydruku w formadie &4, na ktdry sklada sie 4 strony spisu

rycin i tabel, 7 stron wykazu udywanych skrétéw, stresrczenia w jezyku polskim i angielskim obejmujace po
jednej stronie, 23 strony wstepu, jedna strona wymieniajgca cele pracy, 20 stron opisu wykorzystywanych



materialdw | metod, 32 strony opisu wynikdw, 14 stron dyskusji, jedna strona podsumowujgca wnioski z
pracy oraz wykaz pismiennictwa tawierajgcy sic na 24 stronach, obejmujgcy 287 porycji literaturowych. Do
pracy dolgcrono takie skan porytywnej opinii wiadciwe] komisji bicetyczne] na temat prowadzonego
projektu badawczego, W sklad pracy doktorskiej wehodzi 7 tabel i 36 rycin.

Uklad pracy jest typowy dla podobrych monografii a wprowadzony podzial na rozdzialy |
padrozdriaty jest proejroysty | dobrze wprowadza ciytelnika w zagadnienie oraz dobrze odrwierciedla logike
| chronologis badan. Praca jest napisana starannie, wystepujg w niej co prawda pojedyncre bledy tzw.
literdwki a kilka razy zamiast fachowego slownichwa zostaly uiyte kolokwializmy, niemniej przy tej objetodci
tekstu jest to zjawisko marginalne, ktdre nie wphywa na calosciowy, pozytywny obraz pracy.

Merytoryczna ocena pracy

Tematyka podjeta przez doktorantke wpisuje sig w jeden z gldwnych nurtdw badawczych zespoldw
prof. Magdalerny Winiarskief, a weednie] zespotu prol. Jakuba Golgba, mianowide modulacji selakdw
sygnatowych prowadzgoych do imiany ekspresji antygendw powierzchniowych komdrek nowotworowych
i ich vwrailiwienia na immunoterapeutyki. Modelem badawczym ubytym w ramach prac nad rozprawa
doktorsky byly ludzkie linie komdrek transformowanych nowotworowo, eksprymujgce  antygen
powierzchniowy CD20, przy c2ym  najczesce] stosowano komdrki lindi Rafi. Jako modelowe
immunoterapeutykl zastosowano priecwciala anty-CD20 naleigce do trw. typu |, cayli cechujace sie
wsoky aktywnodciy CDC oraz wiglednie niskim potencjalem do wywoblywania efektdw bezposrednich.
Hajcrescie] stosowano najpopularniejsze | historycznie pierwsze @ ww. proecwcial, rytuksymab, w
niektdrych doiwiadczeniach uiywano takie przeciwciata anty-CD20 drugiej generacji, ofatumumabu.
Doktorantka omdwila szczegolowo we witepie waing roleg, jaks mimo uphywu niemal 30 lat od pierwszej
rejestracii pefni ntuksymab jako podstawa licznych schematow terapeutycznych oraz fakt, iz mimo prac
nad nowymi generaciami preeciwcial anty-CD20 nie 55 one w stanie w niektonych wskazaniach przyniesc
wigksra korzyid dla pacjenta nii ich prototypowe przeciwcialo. Czytelnik rozprawy doktorskiej otrzymuje
ratem jasny proekal, if strategie polegajgos na modulaci komdrek nowotworowych majgoe na celu wieksze
uwratliwienie ludikich komdrek bialaczek | chloniakéw B-limfocytarnych na dotychozas stosowane
immunoterapeutyki 1o niezwykle istotny nurt badan biomedycznych nie tylko 2 naukowego ale takie z
prakiycinego punktu widsenia,

W cegici wynikowej pracy Doktorantka zamiescila opis spdjnego cyklu dodwiadczed, w ktdrym
prieprowadzita kompleksows analize mechanizmdw regulujgoych ekspresje antygenu CD20 w komdrkach
nowotworowych wywodzgoych sie 2 limfooytdw B oraz ich znacrenia dla shutecznodcl terapii przeciwcialami
anty-CD20. Wykazala m.in., i} farmakologicena inhibicja kinaz 5YK i BTE, jak rdwnied ich wyciszenie na
poziomie ekspresjl gendw, prowadzi do istotnego rmniejsrenia ilofc COX0 na powierzchni komdrek oraz
wphywa na efektywnoil cytotoksycznego dziatania prreciwecial monoklonalnych, pray coym efekt ten nie byt
owigzany ze zmiang llotd blonowych inhibitordw ukdadu dopedniacza, W kolejrym dodwiadczeniv Autorka
wykazala przy pomaocy techniki gRT-PCR, [# obserwowana zmiana jest zavwaialna na poziomie transkrypeji
genu M54A1 o takie rademonstrowala, i efekt obniterda ekspresjl CD20 uzyskany prre: farmakologiczne
hamowante kinaz SYK | BETK maina takie uzyskad popriez wycszenie ekspresii ww, kinar preer transdukcje
komdrek welktorami lentiwirusowymi zawlerajqgoymi shRNA wyciszajgee kodujgee je geny. Nastepnie
sprawdzono, czy farmakotogicene hamowanie innych skladowych szlaku sygnadizacyinego od receptora BCR
takich jak kinazy PI3K oraz AKT rdwnlel odvworzy efekt uzyskany przy hamowaniu kinaz 5YK i BT¥. Co
istotne, w tym oraz innych dodwiadcreniach Doktorantka dolodyla stara, aby do testdw wybrad stedenia
inhibitordw niepowodujgce bezpofredniego dzialania toksycznego wobec komdrek, Wobes potwierdzenia
hipotezy przetestowano uklad odwrotny, tzn. takl, w ktdrym wigkszende aktywnodc kinazy AKT mialo
skutkowac wzrostem ekspresji CO20 | prrez to uwrailiwieniem komdrek na cytotoksyczne dziatanie
rytuksymabu. W tym celu postuiono transdukclg retrowirusows, ktdra dostarczata do komdrek sekwencie
Eodujgcy konstytutywnie akbyeng kinaze AKT oraz marker fluorescencyjng GFP. Dodwiadczenle ostatecznie
potwierdzilo, iZ przez rwiekszenie aktywnodci AKT modliwe jest rwieksrenie llodcl antygenu CD20 na
powierzchni. W kolejnych dodwiadczeniach wykazano kluczowg role bialka efektorowego kinazy AKT,
FOXO1 w obserwowanym efekcie zwickszenia ekspresji CO20. Otrzymane wynikl daty podwaliny pod
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kolejng czedl pracy majacy na celu przetestowanie moiliwodci zwiekszenia ekspresji CD20 na komarkach
nowotworowych priez diialanie farmakologiczne na kinaze AKT. W ramach tego zadania Doktorantka z
powaodzeniem testowala rwigeki o charakterze jonofordw, w tym wspomnlang wezednie) sallnomycyne,
ktdra w stedeniu nietoksycznym dla komdrek powodowala nawet crterokrotny wzrost ekspresil CD20 na
blonle komdrkowei | idgoe za tym zwigkszenie wydajnoicl przeciwcial anty-CD20 w reakejl eytotoksyernadicl
zalednej od dopelniacza.

Reasumujgc, crgil doswiadczalna pracy doktorsklej cechuje sle rdinorodnodciy technik biologii
molekularnej | biotechnologii, ktdre rostaly zaprzegniete do wykonania spdjnego narracyjnie projektu
badawczego o istotnym znaczeniu zardwno naukowym jak i klinicanym. Tym samym, Doktorantks wykazata
sie umiejetnodciy zastosowania ww. technik w praktyce a takie dojrzaty interpretaciy otraymanych
wynikdw, czemu data wyraz w dyskusji obejmujgcej zardwno konfrontacie jej wynikdw z istniejgca literatury
prredmiotu a takie omdwienie limitdw | ograniczeri pracy, ktdre nie porwalaja jeszcze na tym etapie na
waplanowanie badan klinicznych 2 udzialem salinomyoyny i jej pochodmych, aczkolwiek sama praca stwarza
prrestanki do kontynuacji badan podstawowych, np. w modelach in wive czy inicjacli innych badan
predilinicznych.

Uwagi | komentarze (wraz @ prosby o odniesienie sig w czasie publicznej obrony pracy doktorskiej):

1) Strona 25 [wstgp), zdanie: Antygenu [CD20 = prayp.) nie wytwarzajg weresne komdrki
prekursorowe ani plazmatyczne, dlatego nie ma ryzyvka trwalego zniszczenia populag)i Nmfocytdw
B ani calkowitego uposledzenia odpowiedzi humoralne] podczas terapll rytuksymabem™ — istniejgy
doniesienia naukowe podnoszace problem niekompletnego odzyskiwania pull réddnoradrych
Kondw limfooytdw B wobec stanu prred terapii, w szczegdinodei niektdrych komdrek pamisci
immunologicene|, preez pacjentow leczanych nytuksymabem.

2} Strona 26 (wstop) — Prossg o doprecyiowanie, oo Doktorantka miata na mydli plszac o dziataniu
dopelnlacza po rwigzaniu nytuksymabu do antygenu CD20, uwiywajgc pojecia crymniki
bakteriobdjcze”. Konkretnie chodzi o edanie Jestto kanal perforujgoy blone komdrek B, przez ktéry
1 komdrki na rewnatre wydostajy sie jony, substancje odiywcze | ATP, a do Srodka naphywa woda |
ciynniki bakteriobojcze”

3) Strona 27 {wstep): Zdanie w rozdziale podwieconym cytotoksyctrodd zaleinej od przeciwcial
(ADCC) | fagocytozie raleinej od przeciwcial (ADCP) mode blednie sugerowaé, it FoyRII jest
gldwnym receptorem fagocytarnym, podezas gdy jego wphyw na fagocoytoze jest poiredni - mote
on jedynie modulowad ww. proces. Sugeruje rozdzielié rdania odnoszgee sig do komdrek
efeltorowych mechanizmu ADCC o ADCP. Kilka akapitéw poniie] znajduje sie opis tzw. efektu
siczepionkowego rytuksymabu (tj. wydajniejszej odpowiedzi na lek po jego kolejnym podaniach),
ktdry jest doid watpliwy i stoi w kontradcie do opisywanego mechanizmu selekc)i komdnek
opormych wikutek trogocytory iflub duszczania i internalizacii antygenu CD20 pod wplywem
suboptymalnego stegkenia leku w kompartmentach o niiszej biodostepnodci.

4} Strona 29 (wstep) — Na jakie] podstawie receptor CR1 (CD35) zostal uznany 23 mniej aktywny w
pordwnaniu do C046, CDS5 | COSGY

5] Strona 49 (metody) - Czy jony Mg2+ | Ca2+ rzecrywitde mogq inaktywowad trypsyne, jak 2ostalo
to upgte w pracy, czy tel idea uiywania buforu pozbawionego ww, podezas trypsynizac komdrek
ma inne proyeeynys



6) Strony 54 i 55 (metody) = Czy prry analizie priefywalnodcd komdrek metody inkorporacii jodku
propidyny, szczegalnie w testach CDC, doktorantka dopusrcza moiliwoais, i7 w relabpwnie krotkim
ctasle mode dochodzié do flzyczne] dezintegracji komdrek, wskutek czego otrzymujemy zaniiony
wynik testu gdyi komdrki takie umykajg analizie | nie sg odcrytywane prrez cytometr jako Pl-
pozytywne?

7} Strona 67 [metody) = Doktorantka opisuje, if we wszystkich eksperymentach (chyba, e zaznaczono
inaczej] wykomywano minimum po 2 powtdrzenia biologiczne i 2 powtdrzenia techniczne.
Informacja ta wnosi niepewnoil, poniewat czytelnik nie wie, w ktdrych dodwiadczeniach wykonano
rzecrywitcie tylko dwa niezaleine powtdrzenia a w ktdrych trzy [co jest szeroko prayjete dia
driedriny biologii molekularne i komorkowej} lub wiecej. Naledy jednak zauwaiye, e we wigkszodci
eksperymentdw widoczne jest bardzo niskie edchylenie standardowe, co dodaje wiarygodnodci
wynikom, poza nielicznymi wyjatkami jak np. na rycinie 28, przy ocenie ekspresji CD22.

8) Strona 75 (wyniki} = Zdanie dotyczace pordwnania dziafania inhibitordw kinaz BTK | 5YK 2 efektem
wyciszenia ekspresi ich gendw mowi iz ,Upodledzenie driatania rytuksymabu byto jednak mniejsze
nli w przypadku zastosowania imhibitordw kinaz BTE lub 5YK", wobec czego nasuwa sie pytanie o
interpretacje takiego wyniku pod katem istndenia niespecyticznego dzialania inhibitordw BTE | SYE.

9} Strony 81 i 87 = Jak wyniki Western Blottingu z ryciny 17, na ktdrej widoczny jest brak dziafania
salinomycyny na akbywnosd kinazy AKT w komdrkach innych nif Raji, wspdlgra z wynikiem
prredstawionym dla tych linii na rycimie 237 Cey w liniach Pleiffer | Karpas postuluje sie nmy
mechanizm deiatania salinomygcymy?

10) Bazowa prreiywalnosé komdrek Raji na rycinie 22 rdéni sig rnaczgco od tej prredstawionej na
rycinach 4 i 11. 7 opisu pod rycing 22 moidna wyctytad, it w dodwiadczeniu uiyto 10% ludzkiej
surowicy podczas pdy w ogdlnym opisie metod | testdw COC teoretycina procentowodd surowicy
powinna plasowaf sie w okolicach 16,6%. Czy jest to jedyna rainica micdery doswiadczeniami?

Wikazane powyie] uwagl | komentarze nie powinny umniefszad charakteru osiggniecia naukowego lek. Miny
Migzek-Zapaly. Oceniam je jako istotny whkiad w ponanie i rozumienie procesdow modulacii ekspresji
antygendw powierzchniowych komdrek chloniakow | bialaczek B-limfooytarnych, ktdry moie realnie
znaledt swidj ciag dalszy w badaniach przedkliniczrgch i kKlinicznych. Na uwage zastuguje ted fakt, ii cagdc
wynikdw zostala wykorzystana w publikacjach naukowych Zespolu wydanych pried przygotowaniem
rozprawy doktorskiej, co znacinie wphywa na ich upowszechnienie w obiegu naukowym. Mindejszym
stwierdzam, i} rozprawa doktorska spenia warunki okreflone w art. 187 Ustawy 1 dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o stholnictwie wytszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668) | wnossg do Wysokiej Rady Dyscypling
Mauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Doktorantki do dalszych
etapdw prrewodu doktorskliego,



