U[W INSTYTUT HEMATOLOGII | TRANSFUZJOLOGI

3T ‘Wz, ul, Ingiry andhl 14 + Conirale: iad. I3 1-96-100, skreiaris il 23 JH-1TE, B 33 - TT8 + e ik s ol

Warszawa, 21.09.2021

Praf. dr hab. Przemysiaw Juszczyiski

Z-ca Dyrektora ds. Nauki

Kierownik Zakladu Hematologii Eksperymeantaine]
Instytut Hamatologii | Transfuzjologii

UL Indiry Gandhi 14

Warszawa 02-775

OCENA
rozprawy doktorskiej mar Anny Sosnowskie]

« Lbadanie roll arginaz | mechanizmédw przeclwnowotworowego dziatania
inhibitordw arginazy "

Jedng z typowych cech definiujgcych komdrki nowoiworowe jest ich zdolnosé do
dynamicznego ksxialowaniahamowania odpowiedzi immunologiczne] (Hanahan D,
Weinberg RA. Hallmarks of cancer: the next generation. Cell. 2091 Mar 4,144(5):646-
74) Zdobycze nauk podstawowych wyjasniajace zasady | mechanizmy interakcil
miedzy komdrkami nowolworowymi a ich mikroSrodowiskierm | ukladem
immunologicznym staly sie podstawg opracowywania skutecznych form terapii
dostgpnych dzis w leczeniu tej grupy chordb. £ tego wzgledu, immunoonkologia stanaovwi
niezwykle dynamicznie rozwijajgcy sie | obiecujges dziedzing nauk medycznych.
Jedng Z wazniejszych cech mikrosrodowiska nowotworu, kidra zaburza lokalng
odpowiedZz immunologiczng przeciwko komdrkom nowotworowym, jest metabolizm
aminokwasdw, w lym L-argininy. Wysoka aklywnosé arginaz, czyll enzymow
degradujgoych L-Arg, jest typows cechg mikroSrodowiska rd2nych bypdw nowobwordw
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i wigke sle z gorszymi wynikami leczenia | szybszg ich progresjg. Wplyw L-Arg na

dziatanie limfocytdw T i rola arginaz w hamowaniu antygenowo - swoistej odpowiedzi

limfocytéw T znana fest od blisko 20 lat. Mechanizmy te wyjasnili badacze z Louisiana

State University w roku 2004 w serii publikagji, m.in. Regulation of T cell receplor

CD3zeta chain expression by L-arginine. (J Biol Chem, 2002; 277: 21123-8) oraz

Arginase | Production in the Tumor Microenvironment by Malure Myeloid Cells Inhibits

T-Cell Recepior Expression and Arfigen-Specific T-Cell Responses. (Cancer Rasaarch

2004; 64: 5839-5849). 7 uwagi na ten profil aktywnosci arginaz, sirategia hamowania

lych anzymdbw w celu przywrdcenia immunologiczns] odpowiadzi przeciwnowotworows|

|est bardzo intensywnie razwijanym kierunkiem badar. Mimo tych wysilkdw, do chwili

obecne] do badar klinicznych wprowadzono zaledwle jeden zwigzek o aktywnosci

inhibitora arginazy, a ¥aden nie jest doslepnym klinicznie lekiem.

W przedstawionej mi do recanzji pracy Doklorantka podejmuje sia badan nad rolg
arginaz w kreowaniu przyjaznego” dia komarek nowobworowych mikroSrodowiska oraz
nad terapeutycznymi konsekwencjami wylgczenia aktywnodci arginaz swoistymi
inhibitorami. Zwadywszy na frendy epidemiclogiczne dotyczace zachorowalnodcl na
nowobtwory | obecne perspekbywy/kierunki rozwoju metod leczenia w onkologi, tak
sformutowany temat pracy, zwlaszcza w kontekscie zastosowan nowych inhibitorow
arginaz o potencjale klinicznym, jest wyjatkowo potrzebny | aktualny. Szczegdlowe cale
pracy doktorantka definiuje nastgpujaco:

1. lo investigate the effecis of ARGT expression or deficiency in the fumor
microemviromment on in vive fumor growth and the developmen! of antifumor
iMMUnNe response

2. lo invastigate the effects of recombinant ARGs and the freatment with ARG
inhibitors on the in vitro T-cells proiferation, CD3 expression and cytokines
production

3. itocompare the in vitro activity of ARG inhibifors in blocking the ARGT and ARG2
associated with tumar cells

4, o evaluale the anlifumor efficacy and e mechanism of action of ARG inhibitors
in in vivo lung cancer modal
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Rozprawa przedstawiona mi do oceny posiada konstrukcje typowa dla tego typu
opracowar | obejmuje wslep, przedstawienie celéw | zakresu pracy, opls materiatbw i
metod, wyniki, dyskusjg oraz wnioski, Rozprawe uzupelniajg slreszczenie w jezyku
polskim i angielskim, spis rycin, tabel, uzytych skrdtdw oraz 312 pozycie pismiennictwa
{w wiekszodci bardzo aktualne). Calosc rozprawy napisana jesl w jezyku angielskim,
poprawnie pod wzglgdem jezykowym i gramatycznym, z kilkoma niewielkimi bledami
lub niezrgcznosciami w te] warstwie, kidre udalo mi sie wychwycit. Nie wplywajg ocne
jednak na merytoryczng oceng pracy | pozwole sobie je pomingé w niniejsze] recenzji.
Aulorka wa wslepie przedstawia biclogiczne znaczenle mikrogrodowiska nowotworuy,
komorek ukladu immunclogicznego w nim obecnych oraz zaleinoici migdzy
komdrikami nowotworowymi | mikrogrodowiskiem, Zgodnie z tytulem pracy, szczegding
uwage Autorka poswigca metabolizmowi argininy. Brakuje w tej czedéci wyjasnienia
dynamiki ksziaitowania sig zalaznoscl migdzy komdrkami nowotworawymi a ukiadem
immunologicznym, znanymi jako proces immunoedycji. Dalej Autorka porusza temat
terapeutycznego zastosowania modulatoréwiinhibitordw punkitw kontrolnych ukiadu
immunologicznego, przestawiajge klinicznie dostepna | stosowane dzié przeciwciala
biokujgce ukiad PD-L1/2 - PD1 | CTLA4. Na koficu wstepu Autorka przedstawia krotii
przeglad dostepnych inhibitordw arginaz, W tej czesci zabraklo mi kilku zdarn na temat
nowoczesnych lerapli komorkowych (CAR-T), chocby z tego wzgledu, 2e dia dzialania
| profiferacyi limfocytdw z chimerycznym racaptorem antygenowym doslepnosc argininy
ma podobne znaczenle jak dla niemodyfikowanych limfocytow (Blood 2020;136:1155-
1160),

W rozdziale .Materialy | matody™ Dokiorantka szczegdiowo, w sposob pozwalajacy
na replikownie badan, przedstawia metodyke wykonanych doSwiadozen.

W kolejnym rozdziale Doklorantka przedstawia uzyskane wyniki | dokumentuje je w
formie 38 rycin. Do t8j czesci pracy mam najwigcej uwag:

1. Znaczna czgéc badar ma charakler odiwdrezy. Duia czgsé wykonanych badarh
replikuje wyniki z wezeénigjszych prac, np. Cancer Research 2004; 64: 5830
2848 i nawet melodyka pracy jest migjscami zblitona. Nie exynie jednakowoz z
tego faktu zarzutu dyskwalifkujacego rozpraws, poniewaz dla kluczows] czedcl
pracy, a wiec oceny akiywnosci inhibitordw arginaz, wypracowanie modall
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zwierzgoych mialo kluczowe znacrenie. Maledy led podkreslié, #e autorka

tworczo rozwija | uzupednia te wezesniejsze badania wykorzystujac np. model
myszy YARG. Niemnie] jednak, wnioski dotyczace wplywu nadekspresji
arginazy na wzrost guza , proliferacie lmfocytdw | ekspresis CD3L nie sq
oryginaine.

2. Spostb opisywania wynikdw nie pozwala zrozumied jak wykonany byt dany
eksperyment, @ sam tekst migjscami bywa nieco chaotyczny. Domyslam sie, 2e
autorka checiata unikngé powlarzania szczegdlowego opisu metod dostepnego
w sekofi Malerials and Methods®, ale czytajac wyniki cholatbym wiedzied, jak
wykonany byl eksperyment, bez wracania za kazdym razem do Metod", Autorka
natomiast w wigkszosci dosé dobrze opisuje ryciny w legendach, wiec ten zarzut
moina uznaé za techniczny | potraktowadé go jako sugestie, by przy plsaniu
manuskryptu miata na uwadze, 2e recenzenci mopa oczekiwad bardziej
precyzyjnego przedstawienia wynikow, baz koniecznoéci diugiego poszukiwania
czym na przykiad w danym eksparymencie byla kontrola negatywna, a czym
pozylywna,

4. Niekidre z przedstawionych rycin sa kompletnia niesczyleine ¢ uwagi na uiyty
rozmiar czclonki | nla porwalajg na ich mergtoryczng oceng. Dotyczy to
rwhaszeza tytuldw osi scatterplotdw badan cytometrycznych (np. strategia
bramkowania przedstawiona na rycinie 11).

4. Rycina 13: Zgadzam sig z wniosklem, iz proliferacja limfocytow OT-| w guzach
zaawansowanych jest slabsza nii w guzach wczesnych. Niemnig) jednak,
proliferacja imfocylow oraz ekspresja CD3 w guzach wezesnych jest wyisza
niZ w kontroli pozytywne]. Jak autorka inlarpratuje e wyniki? Czy autorka badata
jak obecno&t ARG na rddnych etapach rozwoju nowotworu wpiywa np. na
wawngtrzkomdrkowy signaling wapniowy i fosforylacje mediatordw (pERK itp.)?

5. Rycina 15: ranice statystyczne sg przedstawione tylko dla dnia 17, pominigto
drieri 191 21. Dla przejrzysiosci warto t2 dane bylo przedstawic, naweat jedli nie
53 slalystycznie istotne z uwagi na zwigkszajgce sie odchylenia standardowe.

6. Rycina 151 18: wydaje sk, 2a wplyw .total KO" ARG na wzrost nowobworu jest
wigkszy niz ,myelo KO" . Czy Autorka moglaby sie odniesé do te] hipotezy
podczas obrony w trakcie dyskus|i?
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7. Rycina 20 przedstawia histogramy odpowiadajace ekspresfi ARG1 w rdénych
linlach komérkowych. Domy$lam sig zatem, 2o jest to barwienie z jednym
przeciwcialemflucrochromem — czym jest zateam kontrola FMO (Fluorescence
minus one), stosowana przy ocenach multiparametrycznych? Czy chodzilo o
Lnstaired control™?

8. Rycina 26 | nastepne : rycina wskazuje na zaslosowanie steken rekombinowane;
arginazy rzedu ng/ml., tekst mowi o pg/mL. Co jest wartoscig prawidiowg?

9, Weksperymentach z rARG oraz w eksperymentach przedsiawionych na rye. 22-
24 warto bylo wprowadzié kontrole z enzymatycznie nieaktywng ARG, Strukture
blakka | cantrum akiywnego autorka opisuje we wstgpie — mozna zatem bylo
wprowadzic mutacjg. Wykorzystanie takiej kontroll wykluczyloby inne
mechanizmy niz enzymatyczne | byloby bardzie] adekwatne niZ .pusty weaktor®.

10. Ryciny 33-36. Czy dla innych inhibitordw niz QAT-1748 oceniano proliferacje
imfocytéw CD87 Jesli nie — dlaczego?

11. Rycina 41- szkoda, #& autorka nie pokusila sig o dodania grupy kontrolnej w
myszach HAGZ2--. Spodziewam si@ braku efektu inhibitora w takim modelu,
eksperymenl wykluczylby dziatania off-larget badanych inhibitordw.

12. W nawigzaniu do poprzedniego punktu - w pracy brakuje prostego
eksparymeniu in vitro oceniajgcego wplyw inhibitordow OAT-1746 i OAT-1617 na
proliferacig /Zywotnosé badanych komarek nowotworowych.

13. Ghownym kompetytorem Aulorki jest CB-1158. Szkoda, #e nie pordwnano go Ze
Zwigzkami OAT-1746 | DAT-1617.

Recenzowansg rozprawg zamykajg nastepujgce wnioski:

1. The impaired antigen-specific local immune response is dependent on ARG
achivily as ARG expression in the tumor microenvironment increases, while
Fargining plasma concentralion decreases with lumor prograssion

2. ARG1 deficiency delays, whareaz ARGT overexpression accelerates LLC

lumar progression in a lymphocyte-dependent manner
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d. Bolh recombinanl ARGT and ARGZ2 suppress T-cells cultured in vitro.

However, ARG inhibitors restore the T-cels profiferalion, CD3 expression
and cylokines produclion

4. DAT-1748 beller than DAT-1817 and ABH inhibits the activity of fumor-
associated and secreled ARGT and ARG2, exhibiting the highest potential

3. ARG inhibition by OAT-1746 delays the LLC lumors progression by
modufating T-cells response in the fumor microenvironment

6. ARG is a refevant fargel in cancer immunctferapy and inhibition of ARG
represents & promising approach among other antifumor therapies.

Analizujac te wnloski Scitle | wylacznie w kontekscie wykonanych doéwiaczen, wydaje
sig e wniosek nr 5 jest sformulowany na wyrost. W ocenie recenzenta, sformufowanie

lakiego wniosku wymageloby albo deplecji limfocytdw w ukladzie in vive, albo
wykorzystania modelu RAG2-- (doSwiadozania z ryciny 45).

Pomimo sformulowanych powyie] uwag, ktore powinny stanowié przyczynek do
dyskusji z Dokforantkg w trakcie obrony, uwaiam, e przedstawiona mi do oceny
rozprawa stanowi ciekawe, samodzielne, oryginalne | szerokie opracowanie naukowe |
niesie bardzo dula wartoSt poznawcza | speinla ustawowe wymogi slawiane tego
rodzaju opracowaniom,

Z peinym przekonaniem pragne prreto przedstawic Wysokiej Radzia Dyscypliny Nauk
Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego wniosku o dopuszczenie mgr
Anny Sosnowskiej do dalszych etapdw przewodu doktorskiego,

£ powsEaniem,

Przemystaw
Juszczyniski
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