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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Agaty Mikolajczyk
"Rozwéj innowacyjnego inhibitora drobnoczasteczkowego celujacego zardwno w komdrki
nowotworowe, jak i mikresrodowisko nowotworowe®

Przedstawiona do oceny rozprawa pamni mgr Agaty Mikotajczyk wykonana zostata w Dziale Badan
przedidinicznych Celon Pharma S.A, w ramach programu Doktorat WdroZeniowy realizowanego w
Studium Medycyny Molekulamej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, pod kierunkiem prof.
8ozeny Kaminskiej-Kaczmarek {promotor) oraz dr Delfiny Popie! (promator pomocniczy).

Badania podjgte przez doktorantke wpisujy sie w niezwykle wazny obszar nauk biologiczno-
medycznych zwigzany z zastosowaniem nowoczesnych niskoczgsteczkowych inhibitorow kinaz
onkogennych oraz mikroirodowiskiem guza jako celem terapeutycznym. Mikrosrodowisko guza
odgrywa istoing rolg w powstawaniu i progresji nowotwordw i jest przyczyng opornosci na terapie.
Stad poznanie procesdw zachodzacych w mikrosrodowisku guza oraz projektowanie | wdrazanie
nowoczesnych terapii celujgcych w komérki mikrosrodowiska naciekajgce guz jest intensywnie
rozwijajacym sie kierunkiem prac nad efektywnymi i skutecznymi terapiami przeciwnowotworowymi.
Doktorantka skupifa sig na nowotworach, ktdrych rozwdj zwigzany jest z aktywno$cy onkogennych
kinaz tyrozynowych z [ ~ktywacja i funkcje tych kinaz w nowotworach réznych
typow majy szerokie konsekwencje dla homeostazy komdrek, transformacji nowotworowej oraz
aktywacji pronowotworowych i prozyciowych cech komdrek. Ponadto, w ostatnim czasie wykazano
znaczenie kinaz z [Itakie w makrofagach naciekajgcych guz. Makrofagi istotnie wplywaja
na rozwdj nowotworu, a makrofagi zwigzane z nowotworem, ktore wykazujy wlasciwoid
przeciwzapaine i cytoprotekcoyjne wspierajg wzrost nowotworu, angiogeneze, przerzutowanie a takie
immunosupresje. W zwigzku 2 powyzszym, kinazy te s3 celami terapeutycznymi o bardzo wysokim
potencjale Kinicznym, 2ze wzgiedu na znaczenie dia samego nowotworu jak i komdrek
mikrosrodowiska. Stgd wybdr obszaru badah uwazam za bardzo wainy i cenny, a takie zgodny 2z
aktualnymi potrzebami i kierunkiem rozwoju procesu powstawania skutecznego nowoczesnego leku
Praeciwnowotworowego.

Pani Agata Mikolajczyk postawila za cCel swojej pracy selekgje | przeprowadzenie badan
przediliniznych innowacyjnych czgsteczek - inhibitordw kinaz onkogennych z ([N
{ulegajacych ekspresji w roinych nowotworach i komérkach mikrosrodowiska guza) oraz [l
{ulegajacej ekspresji w progenitorowych komdrkach kreiotworczych i ulegajgcych mutacji w okolo
30% przypadkdw AML) oraz wybor czasteczek wiodacych, a nastepnie ocene ich skutecznosci na
hamowanie wzrostu guza w mysim modelu xenograft czerniaka i ostrej biataczki szpikowej. Finalnie,
doktorantka wytypowata zwigzek giowny do dalszych badan i zbadata jego wplyw na
mikrosrodowisko guza i naciekajgce komérki ukladu odpomosdowego w syngenicznym modelu
Nencki Institute of Experimental Biology, Polish Academy of Scisnces
3 Pastewr St., 02-093 Warsaw, Poland

phaone: +48 22 58 92 207, email: dyrekcja@nencki gov pl
www.nencki gov pl



J\- ]
7. nencki institute
7\" 0f experimental biology

mysim. Badania te bazujq na bogatych wynikach wezesniejszych prac przeprowadzonych wczesniej w
laboratoriach Celon Pharma (biblioteka 438 drobnoczgsteczkowych zwigzkdw chemicznych,
pochadnych pochadnych aminopirydyn oraz pirolopirymidyn, opracowana na podstawie dostepnych
publicznie danych obejmujacych znane inhibitory kinaz z || ] ] B co istotre, do badan
wybrano zwigzki o potencjale patentowainosci, co pozwolito na ziozenie zgloszenia patentowego. Cel
badan doktorantka zrealizowala, a uzyskane dane i obiecujgca charakterystyka dzialania zwiqzku
glownego przedstawiajg duig wartos¢ naukowq i aplikacyjng, otwierajgc drzwi do dalszych juz
zaawansowanych badan przedklinicznych i kfinicznych.

We Wstepie doktorantka zawarta dobrze dobrane i wyselekcjonowane informacje potrzebne do
wprowadzenia czytelnika w tematyke realizowanych badan, przedstawiajgc jednoczesnie aktualny
stan prac i wdraiania nowoczesnych zwigzkdw celujacych w te kinazy. Za bardzo ciekawy uwazam
podrozdziat poswiecony zwigzkom znajdujgcym sie@ obecnie na etapie badan klinicznych oraz
niedawno dopuszczonych przez FDA do leczenia. Ostatni rozdzial Wstepu to przedstawienie
podstawowych etapéw procesu rozwoju lekow, co jest istotne ze wzgledu na obszar badawczy oraz
zaplanowane etapy realizacji prac doktorantki. Ze Wstepu wynika jednoznacznie realna potrzeba
medyczna opracowania skutecznych inhibitorow, znaczenie i potencjal realizowanych przez
doktorantke badan oraz to, ze znajdujg sie one w gléwnym nurcie prac nad nowymi lekami. Bytby on
ciekawszy, gdyby zostat wzbogacony rycinami i schematami, jednak ich brak nie wplywa na wysoka
wartos¢ merytoryczng tego rozdziatu.

W pracy zastosowano szeroki wachlarz metod, dobrze opisanych w rozdziale Materialy i Metody, w
wigkszoici w sposob pozwalajgcy na replikowanie badan. Bogata metodyka to na pewno
wartosciowa c2esc rozprawy.

W tym rozdziale niedosyt pozostawia brak dokladnego opisu tworzenia sferoidow, czasu
powstawania, ich oceny itd. Na jakiej podstawie oceniano, ie rosnjce komorki stworzyly sferoidy,
ktore s3 strukturami o okreSlonych cechach. Przy opisie metodyki badan cytometrycznych,
przedstawiajac strategie bramkowania nalezato pokazad negatywne barwienia, na podstawie ktdrych
ustawiano granice populacja negatywna-pozytywna. Bez tego cigzko ocenit np. zasadnos¢ bramki
komarek dendrytycnych (CD11c vs MHCH) czy bramki CD11b vs F4/80 (Rycina 5). Nie pokazano tei
kontroli FMO (Fluorescence minus one) przy weryfikacji panelu cytometrycznego. Nie do konca
rozumiem tez pokazang strategie bramkowania przy ocenie eferocytozy, gdzie réine typy komarek
byly znakowane fluorescencyjnie w celu ich rozréinienia, a dodatkowo wyznakowywano weazesna i
poing apoptoze. Na rycinie 4 brakuje przykiadu peinego schematu eksperymentu ze wszystkimi
znacznikamiffluorochromami. Przedstawiona strategia bramkowania prowadz do Zywych
makrofagéw, natomiast nie jest jasne, z jakiej konkretnej bramki pochodzg histogramy
przedstawione na Rycinie 4. Nie ma tez wyraZnie zaprezentowanej strategii prowadzacej do oceny
odsetka np. fagocytujgcych makrofagow, fagocytujacych komorek dendrytycznych i w ich obrebie
apoptozy i nekrozy, na podstawie ktorych sporzgdzono wykresy (ryciny 24, 25).

Uzyskane wyniki przedstawiono w znaczacej wigkszosci w sposob klarowny, przeprowadzajac
czytelnika przez caly proces charakterystyki zwigzkéw, kolejne rundy selekdji i doboru substancji
aktywnych (HIT) i trzech wiodacych (LEAD) i potem ocene ich wlasciwosci biologicanych i potencjatu
antynowotworowego. W niektorych przypadkach opis wynikdw jest jednak mato dokfadny i
powierzchowny, lub autorka po metodycznym opisie eksperymentu od razu przesyta czytelnika do
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ryciny, co czasem utrudnia analize i oceng wynikow. Natomiast doktadniejsze opisy wynikdw zostaly
umieszczone w Dyskusji, razem 2 ich interpretacjy.

W podrozdziale dotyczacym wplywu na sferoidy (4.2.1.5) brakuje wynikow opisujgcych tworzenie i
powstawanie sferoiddw, ktore s3 strukturami 3D o okreflonych cechach. Doktorantka apisuje
traktowanie zwigzkami przez 7 dni, ale jak rozumiem, najpierw struktura sferoidu musiata powstac,
jezefi ooeniano wplyw zwigzkow na komorki rosngre w sferoidach. Pierwsze traktowanie
nastepowalp juz po 24h od wysiania komdrek, co niepokoi w kontekécie tempa powstawania
sferoidéw. Dobrze tei bytoby, gdyby autorka zechciala przedstawic na przyklad dokumentacje
djgciowq sferoiddw w czasie. Prosze o wyjadnienie, jak i w jakim czasie powstawaly sferoidy, jak je
charakteryzowano oraz oceniano.

jak wspomniatam w komemtarzach do metod, nie do korica przekonywujaco przedstawiona jest
analiza cytometryczna i bramkowanie poszczegéinych populacji komorek naciekajacych guz pluca.
Takie analiza tych wynikdw jest dos¢ powierzchowna i raczej ogranicza sig do informacji jakiego
markera/populacii ubylo a jakiepo przybylo. Ten fragment pracy pozostawia pewien niedosyt,
zwiaszcza w przypadku oceny limfocytéw T. Rozszerzone immunofenotypowanie pozwalajgce na
oceng funkcjonalnoéci/aktywagji/stanu komdrek daloby zmacznie wigcej informacji o efektach
badanych zwigzkdw na mikrosrodowisko i komdrki naciekajgce.

Nie wszystkie wyniki majg analize statystyczng (na przykiad brak jej w przypadku badania wplywu
Zwigzkdw na wzrost guzow ).

W Dyskusji autorka w mojej ocenie poswieca zbyt duio miejsca na powtarzanie informadji o
przeprowadzonych eksperymentach, przeprowadzajjc aytelnika jeszcze raz przez wszystkie opisy
wynikdw. Tych opisow brakowalo wiasnie w rozdziale Wyniki. Dyskusja bytaby spojniejsza, gdyby
zawierata te fragmenty, gdzie doktorantka w cGiekawy sposob dyskutuje i odnosi sig do rezuftatéw i
ich znaczenia, w kontekscie innych badan. Niezaleznie od powyzszej uwagi, dyskusja jest interesujgca,
rzetelna, i bez nadinterpretaci.

Prositabym o komentarz do wynikow, do ktdrych autorka sie nie odniosta, a mianowicie jak
interpretuje i jakie moze byc biologiczne znaczenie wynikdw pokazujacych zmiany w populacjach
limfocytdbw (w tym znaczgco niiszy odsetek komorek CD45+ oraz limfocytbw T CD4+ przy
podwyiszonym poziomie CD8+) po zastosowaniu badanego zwiazku. jaki moie by zwigzek tych
wynikow 2z zastosowanym modelem badawczym, ktdrego ograniczenia opisuje.

wartesciowa jest czes¢ dotyczaca ograniczen zastosowanych metod, autorka porusza w niej bardzo
istotne kwestie, wykazujgc sie wysoka swiadomoscia tych ograniczen i proponujgc inne rozwigzania.
To $wiadezy o duiej dojrzatosci naukowej.

Prace koricza prawidiowo sformutowane Wnioski, bez nadinterpretacii i oceny na wyrost.
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whiosek koncowy

Przedstawione powyiej uwagi i komentarze nie wplywaja na kofcowg pozytywng ocene niniejsze)
rozprawy, a stanowif powinny przyczynek do dyskusji. Rozprawa pani mgr Agaty Mikofajczyk jest
pracy wartosciowy, stanowigcg istotny krok naprzod w badaniach nad nowymi lekami. Autorce udato
sie w pelni zrealizowac zatozone cele oraz przeprowadzic caly proces selekji i identyfikacji zwigzku o
duiym potencjale, biodostepnosci i efektywnosici. Uzyskane wyniki s3 wysokiej jakoid, a o ich
potencjale aplikacyjnym swiadczy zgloszenia patentowe oraz wybdr i charakterystyka zwigzku
glownego do dalszych zaawansowanych badan przedklinicznych.

W zwigzku z powyiszym stwierdzam, ie przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska speinia
warunki okreélone w art. 187 Ustawy z dnia 20 kipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce
(Dz. U. 2018 poz. 1668)" i wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr Agaty Mikofajczyk do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Dr hab. Katarzyna Piwocka
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