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Recenzja rozprawy doktorskiej magister Katsiaryny Marhelavy: ,,Evaluation of the

anticancer efficacy of a chimeric antigen receptor targeting PD-L1 molecule”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska to praca doswiadczalna, ktorej
celem bylo wygenerowanie linii limfocytow T z ekspresja receptora CAR o specyficznosei
przeciw ligandowi dla receptora PD (PD-L1) 1 ocena ich aktywnosci wobec komorek
nowotworowych. Realizacja tego celu odbyla si¢ poprzez analizg¢ linii nowotworow raka
piersi pod katem ekspresyi PD-L1, optymalizacje metody indukcji ekspresji PD-L1 na
powierzchni limfocytéw T i analizy cytotoksycznosci takich limfocytow wzgledem komdérek
linii nowotworowych z roznym poziomem ekspresji receptora PD-L1 oraz analizy
toksycznosci limfocytow T z ekspresja PD-L1 wzgledem komérek nienowotworowych. W
dluzszej perspektywie, wyniki pracy postuzg przygotowaniu terapii przeciwnowotworowej
wykorzystujacej adoptywny transfer limfocytow T zmodyfikowanych genetycznie tak, aby
dochodzilo w nich do ekspresji chimerycznych receptorow antygenowych (CAR) z
konstruktem kodujgcym PD-L1-CAR. Otrzymane wyniki wskazujg na zdolnos¢ limfocytow
PD-L1-CAR-T do specyficznej eliminacji komorek charakteryzujacych si¢ obecnoscig biatka
PD-L1 na swojej powierzchni. Ponadto, zaobserwowano ze limfocyty PD-L1-CAR-T
wzmacniajg wlasne dzialanie poprzez indukcj¢ ekspresji PD-L1 na komorkach, ktére je

otaczajg.

Glownym wnioskiem pracy jest potwierdzenie skutecznosci opracowanych
modyfikowanych limfocytéw w eliminacji komorek raka piersi in vitro. Otwiera to
mozliwosé dla daiszych badan w kierunku zastosowania tych komorek w terapii. ale nalezy

tez pamietac¢ o wzgledach bezpieczenstwa przy ich potencjalnym stosowaniu in vivo.

Praca ma uklad klasyczny. Rozpoczyna ja Wstep, w ktérym Doktorantka w sposob
szczegbtowy omawia wspoOlczesne metody leczenia nowotworow ze szczegdlnym

uwzglednieniem immunoterapii i leczenia limfocytami CAR-T. Nastepnie Doktorantka
]



szczegolowo opisuje role receptoréw typu inhibitorow punktow kontrolnych (gléwnie osi PD-
1 — PD-L1) oraz implikacji dla progresji i leczenia nowotworu w przypadku modulowania
tych receptorow. Rozdzial jest napisany w sposob przystepny. Doktorantka uzywa
wspolczesnej literatury dia poparcia swoich tez. Nastepnie, opierajge si¢ o tezy ze wst¢pu

pracy Doktorantka przedstawia cele pracy.

Kolejnym rozdzialem sa Materialy i Metody, w ktérym Doktorantka przedstawila
szczegdlowo stosowang metodologie. Dobdér metod uwazam za wlasciwy do
zaproponowanego celu pracy. Uzyte techniki sg nowoczesne i pozwolity odpowiedzie¢ na
zadawane w pracy pytania badawcze. Oprocz standardowych technik laboratorium
immunologicznego, w szczegdlowy sposob opisana zostala technologia klonowania
konstruktu oraz sposoby transfekc)i komérek przy pomocy lentiwiruséw oraz elektroporacji.
Wreszcie. Autorka opisala analize ekspresji wprowadzonego receptora CAR. Kolejng czescig
pracy sa Wyniki. Autorka rozpoczyna od analizy ekspresji ligandu PD-L.1 na réznych liniach
komdrkowych raka piersi, a nastgpnie opisuje probe stworzenia modelu do oceny aktywnosci
limfocytow T z ekspresjg PD-L1. Kolejna czeécig pracy jest opis metody tworzenia
limfocytow T z ekspresjg PD-L1 poprzez elektroporacj¢ lub transdukcje lentiwirusowa oraz
sprawdzenie efektywnosci tych technik laboratoryjnych dla uzyskania ekspresji PD-L1-CAR-
T. Uzyskane zmodyfikowane limfocyty byly nast¢pnie testowane w obecnosci komorek linii
nowotworowych, szczegoélnie z wylaczonym genem pd-// 1 z jego nadekspresja. gdzie
wykazano cytotoksycznos¢ wzgledem guza. Szczegdlnym odkryciem pracy jest skutecznosé
modyfikowanych komorek wobec guza z wylaczong ekspresjg PD-L1, co Autorka wigze z
prozapalnym srodowiskiem implikowanym przez cytokiny wydzielane przez te limfocyty.
Szczegolnie wazna dla przyszltego zastosowania modyfikowanych limfocytow jest natomiast

toksycznosé¢ wzgledem komoérek nienowotworowych.

Kolejnymi rozdzialami sg Dyskusja i Wnioski, w ktorych Autorka w sposob
przekonywujacy zinterpretowala uzyskane wyniki. Uzyta literatura podobnie jak we Wstepie

jest adekwatna i w pelni popiera wnioski wysnute przez Doktorantke.

Uklad doswiadczen w pracy jest bardzo logiczny, wnioski sg poparte uzyskanymi
wynikami. Nie znalaztem istotnych pomylek lub bledow. Uwazam prace za bardzo
pozyteczng, w szczegblnosci jej potencjalny praktyczny aspekt jako cze$é rozwojowego

projektu, ktory moze doprowadzi¢ do skutecznej metody leczenia nowotwordéw. Na uwage



zastuguje takze szeroki wachlarz przeprowadzonych badan i zapewne bardzo duzy wkiad

pracy Autorki w przeprowadzenie tych eksperymentow.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska spelnia warunki okre$lone w art. 187 Ustawy z
dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o Szkolnictwie Wyzszym 1 Nauce (Dz.U. 2021 poz. 478. 619,
1630) 1 wnioskuje o dopuszczenie magister Katsiaryny Marhelavy do dalszych czg¢sci

przewodu doktorskiego.

Jednoczes$nie zwracam si¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk Medycznych
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o wyrdznienie pracy ze wzgledu na jej wartosci
praktyczne oraz fakt, iz wyniki zostaly juz czesciowo opublikowane w dobrym pismie
miedzynarodowym. Uzyskane wyniki pozwalaja na dalszy rozwdj tego pomysiu do badan
kliniczaych wlgcznie. Immunoterapia z uzyciem receptoréw chimerycznych to obecnie jeden
z nowoczesniejszych sposob leczenia w onkologii. Zaawansowanie prac nad taka terapig w
zespole Doktorantki budzi méj szczery podziw i mam nadziej¢. Ze nastgpna praca bedzie juz
by¢ moze raportem z pozytywnie zakonczonego badania klinicznego z opracowanym przez
Doktorantke produktem komoérkowym. To przyklad translacyjnego podejscia jakiego

powinnismy sobie zyczy¢ w kazdej pracy doktorskiej z dziedziny nauk medycznych.
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