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rozprawy doktorskiej mgr Agaty Mikotajczyk

» Rozwéj innowacyjnego inhibitora drobnoczasteczkowego celujacego zaréwno w
komorki nowotworowe jak i mikrosrodowisko nowotworowe ”

Praca zostala wykonana w ramach programu Ministerstwa Edukacji i Nauki ,Doktorat
Wdrozeniowy”.

Jedng z typowych cech definiujgcych komoérki nowotworowe jest ich zdolno$é do
dynamicznego ksztattowania’lhamowania odpowiedzi immunologicznej (Hanahan D,
Weinberg RA. Hallmarks of cancer: the next generation. Cell. 2011 Mar 4;144(5):646-74.)
Zdobycze nauk podstawowych wyjasniajgce zasady i mechanizmy interakcji miedzy
komdrkami nowotworowymi a jego mikro$rodowiskiem i ukladem immunologicznym staty
si¢ podstawg opracowywania skutecznych form terapii dostgpnych dzi$ w leczeniu tej grupy
chorob. Z tego wzgledu, immunoonkologia stanowi niezwykle dynamicznie rozwijajgca sie
i obiecujaca dziedzine nauk medycznych. Badania ostatnich lat dowodza, Zze wiele celow
molekularnych uznawanych wcze$niej tylko za kluczowe dla proliferacji komorek
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nowotworowych, wplywa takze na ich kontakty z mikrosrodowiskiem, lub wrecz jest

obecnych i aktywnych w komorkach mikrosrodowiska. Ich hamowanie moze mie¢ zatem
plejotropowy efekt — bedzie jednoczesnie indukowaé apoptoze komorek nowotworowych,
jak i modulowaé skiad i funkcje mikrosrodowiska. W ten wtasnie nurt poszukiwania lekow
dziatajacych zaréwno na komorki nowotworowe, jak i na mikroérodowisko, wpisuje sie
przedstawiona mi do oceny praca.

Autorka, we wspblpracy z firmg Celon Pharma, podjgla si¢ zadania rozwinigcia i
scharakteryzowania potencjalnych inhibitoréw kinaz | NN
B ckspresie mRNA I obscrvowano w wielu tkankach i
nowotworach, a takze w komorkach ukiadu odporno$ciowego (zaréwno odpornosci
wrodzonej jak i swoistej). Receptorowe kinazy | NG 2 \va:znymi
regulatorami proceséw proliferaciji i przezywalnosci komoérek, a ponadto regulujg kluczowe
mechanizmy dziatania uktadu odpornosciowego, w tym odbywajace sie w mikro$rodowisku
guza. Zaprojektowanie i charakteryzacja inhibitorow tej grupy kinaz jest zatem celem

bardzo racjonalnym i innowacyjnym.

Gtéwnym celem pracy bylo wyselekcjonowanie i badania przedkliniczne innowacyjnych

czasteczek hamujacych kinazy [

Szczegotowe cele pracy autorka przedstawia w nastepujacy sposob:

1. Badania przesiewowe potencjalnych inhibitorow [l w tescie kinazowym in
vitro, analize zwiazkoéw pod katem korzystnych parametréw fizyko-chemicznych i
ADMET oraz okreslenie wstepnej selektywnosci czgsteczek.

2. ldentyfikacja zwigzkéw wiodacych poprzez analize wynikéw ADMET, badanie
farmakokinetyki oraz zdolnosci do hamowanie proliferacji komérek nowotworowych
z ekspresja IIIIEGNGEGEGEGENENENENENENEEN i vitro.

3. Zbadanie wplywu zwigzkow wiodacych pod katem ich zdolno$ci do hamowania
wzrostu nowotworéw w modelu mysim.

4. Szczegdlowa charakterystyka wiasciwosci farmakokinetycznych zwigzku gtownego
oraz okreslenie jego biodostepnosci

5. Zbadanie wptywu zwigzku gtéwnego na mikroSrodowisko guza w syngenicznym

modelu mysim.
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Rozprawa przedstawiona mi do oceny posiada konstrukcje typows dla rozpraw doktorskich
i obejmuje wstep, przedstawienie celéw i zakresu pracy, opis materiatéw i metod, wyniki,
dyskusje oraz wnioski. Rozprawe uzupeiniajg streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
spis uzytych skrétow i rycin, kopie stosownych zgod komisji bioetycznych oraz 236 dobrze

dobranych pozycji pi$miennictwa.

We wstepie pracy, zgodnie z jej tytutem, szczegbing uwage Autorka poswieca
molekularnym mechanizmom dziatania kinaz [l ich strukturze, funkcjom w komérkach
nowotworowych i mikrosrodowisku oraz strategiom rozwoju matych czastek. Ta cze$¢ pracy
wskazuje na bardzo gleboka wiedze autorki, cho¢ Doktorantka dokonata tu kilku
nadmiernych i cigzkich do zaakceptowania uproszczen, na przyktad w twierdzeniu, ze
identyfikacja celu molekularnego odbywa sie poprzez analize pi$émiennictwa. Ponadto dosé
powierzchownie Autorka pertraktowata przeglad zwigzkéw firm konkurencyjnych.

W rozdziale ,Materialy i metody” Doktorantka w spos6b wyjatkowo szczegétowy —
wrecz pedantyczny - przedstawia metodyke wykonanych do$wiadczen. Ten fakt zastuguje
na szczegolne podkres$lenie i uznanie. Metodyka jest nowoczesna i bardzo adekwatna do
przedstawionych celéw pracy, a zakres planowanych do$wiadczen odpowiada ziotemu

standardowi tego etapu badan w przemysle.

W kolejnym rozdziale Doktorantka przedstawia uzyskane wyniki i dokumentuje je w
formie 26 rycin i 15 tabel. Wyniki prezentowane sg w sposob w wigkszo§ci przejrzysty i
zrozumiaty, cho¢ czasem brakuje niektérych danych surowych. Eksperymenty
uwzgledniajg w wigkszosci stosowne kontrole, a wnioskowanie i interpretacja na podstawie

uzyskanych wynikéw sg rzetelne.
Do tej cze$ci pracy mam nastepujace uwagi i pytania:

1. Losowy dobor linii komérkowych i wykonanych z ich uzyciem eksperymentéw

W pracy z modelami komérkowymi autorka wykorzysta la linie il (czerniak). IR
(AML), I (rak ptuca), I (rak pluca). Najwigkszym chyba zarzutem, jaki mam pod
adresem Doktorantki jest brak spéjnego zestawu eksperymentéw dla kazdej linii. Po
pierwsze, Autorka nie ocenita celéw molekularnych dla rozwijanych inhibitoréw w tych
liniach, odwotujac sie jedynie do literatury. Ocena ekspresii kinaz Il w tych liniach
zestawionych obok siebie utatwitaby by¢ moze zrozumienie duzego rozrzutu w toksycznosci
zwigzkow (IC50 od wartosci ~5 nM do kilkuset nM).  Po drugie, Autorka ocenia stopien
zahamowania kinazy AKT w linii |} ale nie wyznaczyta toksyczno$éi zwiazku w tej linii

Bank: PKO SA. Odczial w Watezale 16 1240 6005 1111 0000 4048 705+ NIP: §25.000-04-04+ REGON: 000285454



ul]mT INSTYTUT HEMATOLOGI | TRANSFUZJOLOGII

02776 Werszawa, ul. tndiry Gandhi 14 »Cendrata: (el 22 34-96-100, selratariat: tel. 22 34-06-176, fax 22 34-88-178 » www.ihitermwpl
— czytelnik pracy nie jest w stanie oceni¢ zalezno$ci migdzy zablokowaniem celu

molekularnego i zahamowaniem przekaznictwa sygnatu w szlaku zaleznym od kinazy a
toksycznoscia.

2. Z jakiego powodu do obliczenia IC50 dla zahamowania AKT w jednej linii G . dia
zakresu 6 stezert Autorka wykorzysta la platforme HCS do badari wysokoprzepustowych?
O ile nie jest to biad i istotny zarzut, wydaje mi si¢ ze metoda dobrana zostata na wyrost.
Bardzo brakuje surowych danych — ocena byta prowadzona immunofuorescencyjnie, warto

byto zaprezentowa¢ obrazy z tych analiz, a nie tylko wyznaczong krzywa dawka-odpowiedz.

3. W Pierwszym eksperymencie z linig Ba/F3 brakuje bardzo istotnej wg mnie kontroli —
nalezatoby oceni¢ aktywno$é inhibitorow w stosunku do linii Ba/F3 hodowanej w obecnosci
IL3, a nie tylko linii Ba/F3 z nadekspresja Il Taki prosty eksperyment pozwolitby
oszacowaé wstepnie, czy toksycznos¢ zwigzku rzeczywiscie zalezy od wylgczenia
podstawowego celu molekularnego, czy moze tez od wytgczenia innych kinaz (,,off-
targets”).

4. W pracy nie przedstawiono informacji o badaniach nad innymi, poza pozadanymi,
kinazami hamowanymi przez zwigzki. Takie eksperymenty przywoltuje Autorka w dyskusji,
wspominajac o KINOMEScan DiscoverX. Jesli planuje sig badania toksykologiczne, atym
bardziej kliniczne, scharakteryzowanie swoistosci/wybidrczosci zwigzku wydaje si¢ sprawa
konieczng do wykonania.

5. Czy autorka ocenita zdolno$ci fagocytarne kom. dendrytycznych i makrofagow tylko
wzgledem komorek apoptotycznych/nekrotycznych, czy moze dokonywata tez oceny
spontanicznej fagocytozy np. znakowanych kulek lateksowych? Makrofagi stanowig istotng
linie obrony w ukfadzie odpornosci nieswoistej, sprzegajac jg z odpornoscia adaptacyjna.
Zaburzenia funkcji fagocytarnej makrofagéw moze powodowac niedobory odpornosci i
powikfania infekcyjne, zwtaszcza grzybicze (np. aspergilozy), u chorych szczegélnie i tak
podatnych na tego rodzaju komplikacje.

6. Czy obserwowany wplyw na fagocytoze, jest zdaniem Autorki, zjawiskiem korzystnym
czy nie? Autorka jedynie odnosi sie do roli eferocytozy w indukcji polaryzacji makrofagéw
zwiazanych z nowotworem do profilu M2-podobnego, ale pomija fakt, ze fagocytoza
komérek nowotworowych jest kluczowym elementem dla indukcji swoistych limfocytow T
CD8+ - komorki dendrytyczne i krzyzowa prezentacja antygenu sg niezbedne dla
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uzbrojenia limfocytow cytotoksycznych. Zatem zahamowanie tego zjawiska moze mieé de

facto niekorzystny wplyw, zwlaszcza w nowotworach immunologicznie ,gorgcych”. Jaki

eksperyment zaproponowataby Autorka, by to zbadaé?

7. Autorka twierdzi, Ze wplyw zwigzku gtéwnego na mikrosrodowisko moze by¢ istotny z
farmakodynamicznego i klinicznego punktu widzenia. Twierdzenie to autorka opiera na
zmianie odsetka obecnych w mikrosrodowisku komoérek T CD8+, NK i zmniejszeniu
ekspresji PD-1 na kom. T CD8+. Mam dwie zasadnicze watpliwosci do przedstawionych
wynikow:

a. Zmieniajg sie jedynie odsetki komorek w mikrosrodowisku, ale nie ich catkowita liczba.
Jesli wezmiemy pod uwage fakt, ze masa guza pozostaje niezmieniona (brak wplywu na
kinetyke wzrostu guzéw i marginalny, choé¢ istotny wptyw na $mieré komérkowa), a
catkowita liczba komérek CD45+ spada (choé¢ bez istotnosci statystycznej), to
obserwowany efekt jest raczej wynikiem ,wzbogacenia populaciji leukocytéw opornych na
apoptoze indukowana leczeniem, a nie ,aktywnej” rekrutacji limfocytow w obreb masy
nowotworu, ktéra mogtaby wynika¢ ze zmiany charakteru mikro$rodowiska. Jak wykluczyé
taki mechanizm — czy Doktorantka moze zaproponowa¢ eksperyment lub ich serie?

b. U zwierzat otrzymujacych I spada odsetek zywych leukocytéw w nacieku.
Jakie komérki ging?

9. W sekgji dotyczacej stabilno$ci metabolicznej przedstawiono wylgcznie wyniki — brak
wskazowek jak je interpretowac. Niewprawionemu czytelnikowi trudno ocenié jakie wartosci

definiujg stabilne i niestabilne zwigzki.

10. O ile rozumiem zespotowy charakter pracy w tego rodzaju przedsiewzieciu, trudno w
niektorych opisach zorientowac sig, co bylo rzeczywistym wkladem doktorantki, a co jest
wynikiem pracy zespolu. Razi tez fakt nieprezentowania danych, na ktére powoluje sie

doktorantka w wynikach.

10. Na Rycinie 6 jest blad w opisie bramki z limfocytami CD4/CD8 (drugi rzad, druga bramka

od prawej)

11. Autorka nie unikneta kilku bledéw edytorskich (,literéwek”) i niezrecznych sformutowan.
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Rozprawe kohczy dyskusja, w ktorej Autorka konfrontuje woje wyniki z danymi innych

autoréw i firm konkurencyjnych. Za duza warto$¢ uwazam krytyczne odniesienie si¢ do
wlasnych wynikéw w sekcji dotyczacej ograniczen przeprowadzonych badan i

zastosowanej metodyki.

Pomimo sformutowanych powyzej uwag, ktére powinny stanowi¢ przyczynek do dyskusji z
Doktorantkg w trakcie obrony, uwazam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa stanowi
ciekawe, oryginalne i szerokie opracowanie naukowe i niesie bardzo duzg warto$¢
poznawcza, a przede wszystkim wdrozeniowsg i spetnia ustawowe wymogi stawiane tego

rodzaju opracowaniom.

Z peinym przekonaniem pragne przeto przedstawi¢ Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauk
Farmaceutycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego wniosku o dopuszczenie
mgr Agaty Mikotajczyk do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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