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rozprawy doktorskiej mgr Anny Sosnowskiej

,» Zbadanie roli arginaz i mechanizméw przeciwnowotworowego dzialania
inhibitoréw arginazy ”

Jedng z typowych cech definiujgcych komodrki nowotworowe jest ich zdolnos¢ do
dynamicznego ksztattowania’/hamowania odpowiedzi immunologicznej (Hanahan D,
Weinberg RA. Hallmarks of cancer: the next generation. Cell. 2011 Mar 4;144(5):646-
74.) Zdobycze nauk podstawowych wyjasniajgce zasady i mechanizmy interakcji
miedzy komorkami  nowotworowymi a ich mikrosrodowiskiem i ukfadem
immunologicznym staty sie podstawg opracowywania skutecznych form terapii
dostepnych dzis w leczeniu tej grupy chordb. Z tego wzgledu, immunoonkologia stanowi
niezwykle dynamicznie rozwijajaca sie i obiecujgcg dziedzine nauk medycznych.
Jedng z wazniejszych cech mikrosrodowiska nowotworu, ktéra zaburza lokalng
odpowiedz immunologiczng przeciwko komdérkom nowotworowym, jest metabolizm
aminokwasow, w tym L-argininy. Wysoka aktywno$¢ arginaz, czyli enzymoéw

degradujgcych L-Arg, jest typowg cechg mikrosrodowiska réznych typdw nowotworow
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i wigze sie z gorszymi wynikami leczenia i szybszg ich progresjg. Wptyw L-Arg na
dziatanie limfocytow T i rola arginaz w hamowaniu antygenowo - swoistej odpowiedzi
limfocytéw T znana jest od blisko 20 lat. Mechanizmy te wyjasnili badacze z Louisiana
State University w roku 2004 w serii publikacji, m.in. Regulation of T cell receptor
CD3zeta chain expression by L-arginine. (J Biol Chem, 2002; 277: 21123-9) oraz
Arginase | Production in the Tumor Microenvironment by Mature Myeloid Cells Inhibits
T-Cell Receptor Expression and Antigen-Specific T-Cell Responses. (Cancer Research
2004, 64: 5839-5849). Z uwagi na ten profil aktywnosci arginaz, strategia hamowania
tych enzymdw w celu przywrocenia immunologicznej odpowiedzi przeciwnowotworowej
jest bardzo intensywnie rozwijanym kierunkiem badan. Mimo tych wysitkdéw, do chwili
obecnej do badan klinicznych wprowadzono zaledwie jeden zwigzek o aktywnosci

inhibitora arginazy, a zaden nie jest dostepnym klinicznie lekiem.

W przedstawionej mi do recenzji pracy Doktorantka podejmuje sie badan nad rolg
arginaz w kreowaniu ,przyjaznego” dla komérek nowotworowych mikrosrodowiska oraz
nad terapeutycznymi konsekwencjami wytgczenia aktywno$ci arginaz swoistymi
inhibitorami. Zwazywszy na trendy epidemiologiczne dotyczgce zachorowalnosci na
nowotwory i obecne perspektywy/kierunki rozwoju metod leczenia w onkologii, tak
sformutowany temat pracy, zwtaszcza w kontekscie zastosowan nowych inhibitoréw
arginaz o potencjale klinicznym, jest wyjgtkowo potrzebny i aktualny. Szczegétowe cele
pracy doktorantka definiuje nastepujgco:

1. to investigate the effects of ARG1 expression or deficiency in the tumor
microenvironment on in vivo tumor growth and the development of antitumor
immune response

2. to investigate the effects of recombinant ARGs and the treatment with ARG
inhibitors on the in vitro T-cells proliferation, CD3 expression and cytokines
production

3. to compare the in vitro activity of ARG inhibitors in blocking the ARG1 and ARG2
associated with tumor cells

4. to evaluate the antitumor efficacy and the mechanism of action of ARG inhibitors

in in vivo lung cancer model
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Rozprawa przedstawiona mi do oceny posiada konstrukcje typowag dla tego typu
opracowan i obejmuje wstep, przedstawienie celéw i zakresu pracy, opis materiatéw i
metod, wyniki, dyskusje oraz wnioski. Rozprawe uzupetniajg streszczenie w jezyku
polskim i angielskim, spis rycin, tabel, uzytych skrétéw oraz 312 pozycje piSmiennictwa
(w wiekszosci bardzo aktualne). Cato$¢ rozprawy napisana jest w jezyku angielskim,
poprawnie pod wzgledem jezykowym i gramatycznym, z kilkoma niewielkimi btedami
lub niezrecznosciami w tej warstwie, ktére udato mi sie wychwyci¢. Nie wptywajg one
jednak na merytoryczng ocene pracy i pozwole sobie je poming¢ w niniejszej recenz;ji.
Autorka we wstepie przedstawia biologiczne znaczenie mikrosrodowiska nowotworu,
komorek ukfadu immunologicznego w nim obecnych oraz zaleznosci miedzy
komoérkami nowotworowymi i mikrosrodowiskiem. Zgodnie z tytutem pracy, szczegoing
uwage Autorka poswieca metabolizmowi argininy. Brakuje w tej czesci wyjasnienia
dynamiki ksztattowania sie zaleznosci miedzy komdrkami nowotworowymi a uktadem
immunologicznym, znanymi jako proces immunoedycji. Dalej Autorka porusza temat
terapeutycznego zastosowania modulatoréw/inhibitoréw punktéw kontrolnych uktadu
immunologicznego, przestawiajgc klinicznie dostepne i stosowane dzi§ przeciwciata
blokujgce uktad PD-L1/2 - PD1 i CTLA4. Na koncu wstepu Autorka przedstawia krotki
przeglad dostepnych inhibitoréw arginaz. W tej czesci zabrakto mi kilku zdan na temat
nowoczesnych terapii komoérkowych (CAR-T), choéby z tego wzgledu, ze dla dziatania
i proliferacji limfocytow z chimerycznym receptorem antygenowym dostepnosc¢ argininy
ma podobne znaczenie jak dla niemodyfikowanych limfocytéw (Blood 2020;136:1155-
1160).

W rozdziale ,Materiaty i metody” Doktorantka szczegdtowo, w sposéb pozwalajgcy

na replikownie badan, przedstawia metodyke wykonanych doswiadczen.

W kolejnym rozdziale Doktorantka przedstawia uzyskane wyniki i dokumentuje je w

formie 38 rycin. Do tej czesci pracy mam najwiecej uwag:

1. Znaczna cze$¢ badan ma charakter odtworczy. Duza czes¢ wykonanych badan
replikuje wyniki z wczes$niejszych prac, np. Cancer Research 2004; 64: 5839—
5849 i nawet metodyka pracy jest miejscami zblizona. Nie czynie jednakowoz z
tego faktu zarzutu dyskwalifikujgcego rozprawe, poniewaz dla kluczowej czesci

pracy, a wiec oceny aktywnosci inhibitorébw arginaz, wypracowanie modeli
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zwierzecych miato kluczowe znaczenie. Nalezy tez podkresli¢, ze autorka
tworczo rozwija i uzupetnia te wczesniejsze badania wykorzystujgc np. model
myszy YARG. Niemniej jednak, wnioski dotyczgce wptywu nadekspres;i
arginazy na wzrost guza , proliferacje limfocytow i ekspresje CD3( nie sg
oryginalne.

2. Sposob opisywania wynikow nie pozwala zrozumie¢ jak wykonany byt dany
eksperyment, a sam tekst miejscami bywa nieco chaotyczny. Domyslam sie, ze
autorka chciata unikng¢ powtarzania szczegétowego opisu metod dostepnego
w sekcji ,Materials and Methods”, ale czytajgc wyniki chciatbym wiedzie¢, jak
wykonany byt eksperyment, bez wracania za kazdym razem do ,Metod”. Autorka
natomiast w wiekszosci dos¢ dobrze opisuje ryciny w legendach, wiec ten zarzut
mozna uzna¢ za techniczny i potraktowac¢ go jako sugestie, by przy pisaniu
manuskryptu miata na uwadze, Zze recenzenci mogg oczekiwaé¢ bardziej
precyzyjnego przedstawienia wynikow, bez koniecznosci dtugiego poszukiwania
czym na przyktad w danym eksperymencie byta kontrola negatywna, a czym
pozytywna.

3. Niektére z przedstawionych rycin sg kompletnie nieczytelne z uwagi na uzyty
rozmiar czcionki i nie pozwalajg na ich merytoryczng ocene. Dotyczy to
zwtaszcza tytutdbw osi scatterplotow badan cytometrycznych (np. strategia
bramkowania przedstawiona na rycinie 11).

4. Rycina 13: Zgadzam sie z wnioskiem, iz proliferacja limfocytow OT-1 w guzach
zaawansowanych jest stabsza niz w guzach wczesnych. Niemniej jednak,
proliferacja limfocytéw oraz ekspresja CD3( w guzach wczesnych jest wyzsza
niz w kontroli pozytywnej. Jak autorka interpretuje te wyniki? Czy autorka badata
jak obecnos¢ ARG na réznych etapach rozwoju nowotworu wptywa np. na
wewnatrzkomorkowy signaling wapniowy i fosforylacje mediatorow (pERK itp.)?

5. Rycina 15: roznice statystyczne sg przedstawione tylko dla dnia 17, pominieto
dzien 19 21. Dla przejrzystosci warto te dane byto przedstawi¢, nawet jesli nie

sg statystycznie istotne z uwagi na zwiekszajgce sie odchylenia standardowe.

6. Rycina 15i 18: wydaje sie, ze wptyw ,total KO” ARG na wzrost nowotworu jest
wiekszy niz ,myelo KO” . Czy Autorka mogtaby sie odnies¢ do tej hipotezy

podczas obrony w trakcie dyskus;ji?
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7. Rycina 20 przedstawia histogramy odpowiadajgce ekspresji ARG1 w réznych
liniach komorkowych. Domys$lam sie zatem, Ze jest to barwienie z jednym
przeciwciatem/fluorochromem — czym jest zatem kontrola FMO (Fluorescence
minus one), stosowana przy ocenach multiparametrycznych? Czy chodzito o
,unstained control”?

8. Rycina 26 i nastepne : rycina wskazuje na zastosowanie stezeh rekombinowanej
arginazy rzedu ng/mL, tekst méwi o ug/mL. Co jest wartoscig prawidtowg?

9. W eksperymentach z rARG oraz w eksperymentach przedstawionych na ryc. 22-
24 warto byto wprowadzi¢ kontrole z enzymatycznie nieaktywng ARG. Strukture
biatka i centrum aktywnego autorka opisuje we wstepie — mozna zatem byto
wprowadzi¢ mutacje. Wykorzystanie takiej kontroli wykluczytoby inne
mechanizmy niz enzymatyczne i bytoby bardziej adekwatne niz ,pusty wektor”.

10. Ryciny 33-36. Czy dla innych inhibitoréw niz OAT-1746 oceniano proliferacje
limfocytéw CD8? Jesli nie — dlaczego?

11. Rycina 41- szkoda, ze autorka nie pokusita sie o dodanie grupy kontrolnej w
myszach RAG2-/-. Spodziewam sie braku efektu inhibitora w takim modelu,

eksperyment wykluczytby dziatania off-target badanych inhibitoréw.

12.W nawigzaniu do poprzedniego punktu - w pracy brakuje prostego
eksperymentu in vitro oceniajgcego wptyw inhibitoréw OAT-1746 i OAT-1617 na

proliferacje /zywotnos¢ badanych komoérek nowotworowych.

13. Gtéwnym kompetytorem Autorki jest CB-1158. Szkoda, ze nie poréwnano go ze
zwigzkami OAT-1746 i OAT-1617.

Recenzowang rozprawe zamykajg nastepujgce wnioski:

1. The impaired antigen-specific local immune response is dependent on ARG
activity as ARG expression in the tumor microenvironment increases, while
I-arginine plasma concentration decreases with tumor progression

2. ARGL1 deficiency delays, whereas ARG1 overexpression accelerates LLC
tumor progression in a lymphocyte-dependent manner
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3. Both recombinant ARG1 and ARG2 suppress T-cells cultured in vitro.

However, ARG inhibitors restore the T-cells proliferation, CD3 expression
and cytokines production

4. OAT-1746 better than OAT-1617 and ABH inhibits the activity of tumor-
associated and secreted ARG1 and ARG2, exhibiting the highest potential

5. ARG inhibition by OAT-1746 delays the LLC tumors progression by
modulating T-cells response in the tumor microenvironment

6. ARG is a relevant target in cancer immunotherapy and inhibition of ARG

represents a promising approach among other antitumor therapies.

Analizujgc te wnioski Scisle i wytacznie w kontekscie wykonanych doswiaczen, wydaje
sie ze wniosek nr 5 jest sformutowany na wyrost. W ocenie recenzenta, sformutowanie
takiego wniosku wymagatoby albo deplecji limfocytéw w uktadzie in vivo, albo

wykorzystania modelu RAG2-/- (doswiadczenia z ryciny 45).

Pomimo sformutowanych powyzej uwag, ktére powinny stanowi¢ przyczynek do
dyskusji z Doktorantkg w trakcie obrony, uwazam, ze przedstawiona mi do oceny
rozprawa stanowi ciekawe, samodzielne, oryginalne i szerokie opracowanie naukowe i
niesie bardzo duzg wartos¢ poznawczg i spetnia ustawowe wymogi stawiane tego

rodzaju opracowaniom.

Z petnym przekonaniem pragne przeto przedstawi¢ Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauk
Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego wniosku o dopuszczenie mgr

Anny Sosnowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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