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Warszawa, 15.12.2023

Ocena rozprawy doktorskiej mgr Agaty Mikolajcryk

"Rorwdj innowacyjnego inhibitora drobnoczgstecrkowego celujgcego zardéwno w komorki
nowotworowe, jak | mikrofrodowisko nowotworowe”

Przedstawiona do oceny rozprawa pani mgr Agaty Mikolajczyk wykonana tostata w Driale Badad
Przedidiniconych Celon Pharma 5.A., w ramach programu Doktorat Wdrodeniowy realicowanego w
Studium Medycyny Molekulame] Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, pod kierunkiem prof.
Bodeny Kaminskiej-Kaczmarek {promotor) orar dr Delfiny Popiel [promotor pomocniczy).

Badania podjgte przex doktorantkg wpisujy sie w nierwykle wainy cbszar nauk bioclogicne-
medycznych rwigzany I rastosowaniem nowoczesnych niskorzasteczkowych inhibitorow kinaz
onkogennych oraz mikroirodowiskiem guza jako celem terapeutycznym. Mikrosrodowisko guza
odgrywa istotng rolg w powstawaniu i progresji nowotworow | jest prryczyng opomosci na terapie.
Stad poznanie procesdw mchodrgoych w milrofrodowisku guza oraz projektowanie | wdrazanie
nowoczesnych terapii celujgcych w komérki mikrodrodowiska naciekajgoe guz jest intensywnie
rozwijajacym sig kisrunkiem prac nad efektywnymi i skuteczrymi terapiami przeciwnowotworowymi.
Doktorantka skupita sig na nowotworach, ktdrych rozwdj zwigzany jest 2 aktywnoicy onkogenmych
kinaz tyrozynowych z [N ~ktywacja i funkcje tych kinaz w nowotworach réinych
typow majj sterokie konsekwencje dla homeostary komorek, transformacji nowotworowe] oraz
aktywacji pronowotworowych i profyciowych cech komdrek. Ponadto, w ostatnim czasie wykazano
znaczenie kinaz z [ takie w makrofagach naciekajgoych guz. Makrofagi istotnie wplywajq
na rozwdj nowotworu, a makrofagi zwigzane z nowotworem, kidre wykazujy wiascwoid
prreciwrapalne i cytoprotekoyjne wipierajg wzrost nowolworu, angiogeneze, prrerzutowanis a takie
immunosupresjg. W iwiqzku z powyiszym, kinazy te s celami terapeutycznymi o bardzo wysokim
potencjale Miniccnym, 2 wigiedu na znaczenie dia samego nowotworu jak | komorek
mikroérodowiska. Stad wybdr obszaru badaf uwaiam za bardzo wainy i cenny, a takie zgodny 2
aktualnymi potrzebami i kierunkiem rorwoju procesu powstawania skutecznego nowocresnego leku
PrIeciwnowotworowegn,

Pani Agata Mikchjcyk postawita za cel swojej pracy selekge | prieprowadzenie badan
przedidinicnych innowacyjnych czasteczek - inhibitoréw kinaz onkogennych z [N
{ulegajacych ekspresji w réinych nowotworach i komorkach mikroérodowiska guza) oraz [}
{ulegajacej ekspresji w progenitorowych komorkach krwiotworcych | ulegajgoych mutacji w okoto
30% prrypadkow AML) oraz wybdr czgstecrek wiodaoych, a nastepnie ocene ich skutecznosci na
hamowanie wzrostu guza w mysim modelu xenocgraft cemiaka i ostrej biataczki szpikowe]. Finalnie,
doktorantka wytypowata rwigzek giowny do dalszych badan i zhadata jege wplyw na
mikrosrodowisko guza i naciekajgce komdrki uktadu odpomoiciowego w syngenicznym modelu
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mysim. Badania te bazuj na bogatych wynikach wezedniejsrych prac preeprowadzonych wezesniej w
laboratoriach Celon Pharma (biblioteka 438 drobnoczasteczkowych zwigzkow chemiczmych,
pochodnych pochodnych aminopirydyn oraz pirolopirymidyn, opracowana na podstawie dostgpnych
publicznie danych obejmujacych znane inhibitory kinaz 2 [ JEEEEEED . co istotre, do badas
wyhbrano zwigzki o potencjale patentowalnasci, co pozwolto na totenie zgloszenia patentowego. Cel
badad doktorantka zrealizowata, a uryskane dane i obiecujjca charakterystyka dziatania rwigzku
glownego przedstawiajy duig wartosd naukowq i aplikacyjng, otwierajgc drzwi do dalszych jui
zaawansowanych badan prredkliniczoych i idinicznych.
We Wstepie dokiorantika zawarla dobrre dobrane i wyselekgjonowane informacje potrzebne do
wprowadzenia czytelnika w tematyke realizowanych badaf, prredstawiajgc jednoczednie aktualny
stan prac | wdradania nowocresnych rwigzkow celujgcych w te kinary. Za bardmo cielawy uwaiam
podrazdiial pofwiecony rwigzkom znajdujgcym sig obecnie na etapie badan MWinicnych oraz
niedewno dopuszcronych prrez FDA do leczenia. Ostatni rozdrial Wstgpu to przedstawienie
podstawowych etapéw procesu rorwoju lekow, co jest istotne ze wrglgdu na obszar badawcry oraz
zaplanowane etapy realizacji prac doktorantki. Ze Wstgpu wynika jednoznacznie realna potrzeba
medycna opracowania skutecznych inhibitorow, znaczenie | potencjal realizowamych przez
doktorantke badan oraz to, e znajdujq sig one w gldwnym nurcie prac nad nowymi lekami. Bytby on
ciekawszy, gdyby rostat wrzbogacony rycinami i schematami, jednak ich brak nie wptywa na wysoky
wartoié merytoryczng tego rozdriatu.

W pracy rastosowano szeroki wachlarz metod, dobrze opisanych w rordriale Materialy | Metody, w
wigkszoici w sposdb porwalajgcy na replikowanie badad. Bogata metodyka to na pewno
wartoiciowa c1gif rozprawy.

W tym rozdriale niedosyt pozostawia brak doktadnego opisu tworzenia sfercidow, crasu
powstawania, ich oceny itd. Na jakiej podstawie oceniano, ie rosnjce komarki stworzyly sferoidy,
ktore sy strukturami o okredlonych cechach. Przy opisie metodyki badan cytometrycznych,
przedstawiajac strategie bramkowania naletato pokazad negatywne barwienia, na podstawie ktérych
ustawiano granice populagja negatywna-porytywna. Bez tego cigiko ocenié np. zasadnod€ bramki
komadrek dendrytycznych (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 tei pokazang strategiq bramkowania przy ocenie eferocytory, gdrzie réine typy komdrek
byty nakowane fluorescencyjnie w celu ich rozrginienia, a dodatkowo wyznakowywano wozesna |
pbing apoptozg. Na rycinie 4 brakuje prrykiadu peinego schematu eksperymentu ze wszystkimi
znacznikami/fluorochromami. Przedstawiona strategia bramkowania prowads do  Iywych
makrofagdw, natomiast nie jest jasne, z jakiej konkretne] bramki pochodzy histogramy
przedstawione na Rycinie 4. Nie ma tet wyrainie zaprezentowanej strategii prowadzacej do oceny
odsetka np. fagocytujgcych makrofagéw, fagocytujacych komérek dendrytycznych i w ich obrebie
apoptozy i nekrozy, na podstawie ktdrych sporzgdzono wykresy (ryciny 24, 25).

Uzyskane Wyniki prredstawiono w znaczacej wigkszoici w sposdb klarowny, przeprowadzajac
cryteinika przez caly proces charakterystyki wigzkow, kolejne rundy selekcji i doboru substangi
aktywnych [HIT) i trzech wiodgoych [LEAD) | potem oceng ich wiasciwodici biologicnych | potencjatu
antynowotworowego., W niektorych prrypadkach opis wynikdw jest jednak mato dokladny |
powierzchowny, lub autorka po metodycznym opisie eksperymentu od razu priesyta cryteinika do
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ryciny, co czasem uirudnia analize | oceng wynikow. Natomiast dokfadniejsze opisy wynikdw zostaly
umiesrcrone w Dyslousji, razem z ich interpretacy.

W podrozdziale dotyczacym wplywu na sferoidy 4.2.1.5) brakuje wynikéw opisujacych tworzenie i
powstswanie sferoidow, kiore s struldurami 30 o okredlonych cechach. Dokiorantia apisuje
traktowanie zwigzkami przez 7 dni, ale jak rozumiem, najpierw struktura sferpidu musiata powstac,
jeiefi ocemiano wplyw rwigrkdw na komorki rosngee w sferoidach. Pierwsze traktowanie
nastgpowalo jui po 24h od wysiania komdrek, co niepokoi w kontekirie tempa powstawania
sferoidow. Dobrre tei byloby, gdyby autorka zechciala przedstawit na przykad dokumentage
djgciowq sfercidow w czasie. Proszg o wyjainienie, jak | w jakim czasie powstawaly sferoidy, jak je
charakteryzowano oraz oceniano,

1ak wspomniatam w komenarzach do metod, nie do kofica prrekonywujgco przedstawiona jest
analiza cytometryczna | bramkowanie poszczegolngch populacji komorek naciekajgoych guz pluca.
Takie analiza tych wynikbw jest doéf powierzchowna | racze] ogranicra sig do informacji jakiego
markera/populacji ubylo a jakiego przybylo. Ten fragment pracy pomostawia pewien niedosyt,
whaszcza w przypadku oceny limfocytdw 7. Rozszerzone immunofenotypowanie porwalajjce na
oceng funkcjonalnodcifaktywagji/stanu komdrek daloby znacmie wigeej informaci o efektach
badanych rwigzkow na mikrodrodowisko | komdrki naciekajgce.

Nie wizystiie wyniki majq analizg statystyceng (na przykiad brak jej w przypadiu badania wplywu
wigzkdw na wzrost guzdw ).

W Dyskusji autorka w mojej ocenie poiwigca byt duio miejsca na powtarzanie informadi o
przeprowadzonych eksperymentach, przeprowadzajjc coytelnika jeszcre raz przez wszystkie opisy
wynikiw. Tych opiséw brakowalo wiainie w rozdziale Wyniki. Dyskusja bytaby spéjniejsza, gdyby
zawierata te fragmenty, gdzie doktorantka w cekawy sposob dyskutupe | odnosi sig do rezubtatow i
ich znaczenia, w kontekscie innych badar. Niezaleinie od powyiszej uwagi, dyskusja jest interesujgca,
rzetelna, i bez nadinterpretac.

Prositabym o komentarz do wynikow, do ktorych autorka sig nie odniosta, a mianowicie jak
interpretuje i jakie mode byt biologiczne naczenie wynikdw pokazujycych zmiany w populacjach
limfocytdw (w tym maczyco niiszy odsetek komdrek CD4S+ oraz limfocytdw T C€D4+ pray
podwyisronym poziomie CDE+) po mastosowaniu badanego rwigzku. Jaki moie byf rwigzek tych
Wartoiciowa jest czgif dotyczaca ograniczen zastosowanych metod, autorka porusza w niej bardzo
istotne kwestie, wykazujgc sie wysoks swiadomosicia tych ograniczen | proponujac inne rozwijzania.
To swiadczy o duiej dojrzatoici naukowej.

Prace korcrg prawidtowo sformutowane Wiioski, bez nadinterpretacji i oceny na wyrost,
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Prredstawione powyle] uwagi | komentarze nie wplywaj] na kofAcowy pozytywng oceng niniejszej
rozprawy, a stanowic powinny przyczynek do dyskusji. Rozprawa pani mgr Agaty Mikotajcryk jest
pracy wartosciows, stanowigcy istotny krok naprzéd w badaniach nad nowymi lekami. Autorce udalo
sig w pelni zrealizowad ratoione cele oraz przeprowadzif caly proces selekcji | identyfikacji zwigzku o
duiym potencjale, biodostgpnosci | efektywnosci. Uryskane wyniki s wysokiej jakoid, a o ich
potencjale aplikacyjnym swiadczy glosrenia patentowe oraz wybdr | charakterystyka rwigzku
gliwnego do dalsrych raawansowanych badan przedidinicznych.

W Iwiqzku z powyiszym stwierdzam, ie przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spednia
warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkobnictwie wyiszym i nauce
{Dz. U. 2018 poz. 1688)" i wnioskuje do Rady Dyscypling Nauk Farmaceutycznych Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszcrenie mgr Apaty Mikolajczyk do dalsrych etapow prrewodu
doktorskiego.
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