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Choroby nowotworowe sg jedng z gléwnych przyczyn zgonow na Swiecie dlatego sg
istotnym problemem cywilizacyjnym. Pomimo ogromnych postgpéw w leczeniu przez
zastosowanie terapii celowanych i immunoterapii, weigz wiele typéw nowotworow stanowi
wyzwanie dla wspolczesnej medycyny. Jedng z obecnie stosowanych nowatorskich metod
leczenia jest uzycie modyfikowanych limfocytow T, ktore maja za zadanie zlikwidowac
komoérki nowotworowe poprzez swojg aktywno$¢ cytotoksyczng. Jest to metoda niezwykle
precyzyjna, ale i kosztowna, gdyz modyfikowane sg limfocyty T pochodzace od konkretnego
pacjenta. W chwili obecnej stosowana jest terapia CAR-T anty-CD19 w leczeniu niektorych
typow chloniakow i bialaczek, jednak terapie CAR-T dla guzéw litych wciaz s3 duzym
wyzwaniem. Dzieje si¢ tak ze wzgledu na ich charakterystyke, a glownie na duza
heterogennos¢, brak ekspresji specyficznych antygendw/neoantygenow we wszystkich
komorkach guza, duzag mase i stabe ukrwienie a przez to brak dostepu, a takze

immunosupresyjne mikrosrodowisko guza. Dodatkowo, nie wszystkie guzy sg .,widoczne™



dla uktadu odpornosciowego, s3 to tzw. guzy zimne, dlatego strategia uzycia CAR-T do
guzéw litych wydaje sie by¢ sensowna, jednak pozostaje weiaz wiele kwestii do rozwigzania,
jak np. czy celem powinien by¢ jeden czy wigce] antygenow/neoantygenow nowotworowych,
itp. W swojej pracy doktorskiej Doktorantka postawita sobie cel bardzo ambitny i bardzo na
czasie, a mianowicie, czy zastosowanie CAR-T anty-PD-L1 moze by¢ wykorzystane w
leczeniu guzow litych, w tym raka piersi, oraz jakie sg ,,wady i zalety” takiego podejscia.
Przedstawiona praca sktada si¢ ze standardowych czesci - Wstgpu, Celow pracy,
Materiatéw i metod, Wynikéw, Dyskusji oraz Literatury. Praca poprzedzona jest spisem
tresci, co ulatwia prace nad tekstem. Szczegédlna uwage zwraca przejrzy$cie napisany, acz
troche zbyt dlugi wstep, ktory dobrze wyjasnia podjete zagadnienia. W kolejnej czgsci cele
naukowe sa czytelnie przedstawione, aczkolwiek poczatkowy opis je poprzedzajacy jest
zdecydowanie za dlugi i bardziej przypomina wstgp. Opis materialow i metod uzytych w
pracy do$wiadczalnej, opracowanie wynikow przeprowadzonych doswiadczen oraz obszerna
dyskusja i bibliografia sa dobrze i zrozumiale napisane i sformutowane. W pracy ponadto
znajduja sie streszczenia w jezyku polskim i angielskim a takze wykaz skrotow, ktore sg
bardzo pomocne podczas czytania pracy. Praca napisana jest w sposob interesujacy i zawiera
wystarczajace informacje, ktére umozliwiaja oceng dokonan Doktorantki oraz wage
prowadzonych przez nig badan. Zaréwno uklad pracy jak i ujete W niej dane literaturowe oraz
informacje i o§wiadczenia spelniajg wszelkie wymogi formalne i s3 zgodne z art. 13 Ustawy z
dnia 14 marca 2003 o stopniach naukowych i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2003 poz. 595 z
pozniejszymi zmianami) oraz Rozporzadzeniem Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z
dn. 30 pazdziernika 2015 r., w sprawie szczegotowego trybu i warunkow przeprowadzania
czynnosci w przewodzie doktorskim, postgpowaniu habilitacyjnym oraz w postgpowaniu 0

nadanie tytutu profesora (Dz.U. 2015, poz. 1842).



W pracy Doktorantka przeanalizowala linie raka piersi pod wzglgdem obecnosci
biatka PD-L1 na powierzchni komérek nowotworowych. Do dalszych badan wybrala lini¢ z
najwieksza iloscig PD-L1 — MDA-MB-231 oraz lini¢ bez PD-L1 — MCF7. Dodatkowo, w
celu weryfikacji wynikow, wyprowadzita linie MDA-MB-231 z wyciszeniem PD-L1 oraz
MCF7 2z nadekspresja PD-L1, co potwierdzita analizg cytometryczng. Doktorantka
zoptymalizowata rowniez proces uzyskiwania stabilnych anty PD-L1 CAR-T za pomocg
sytemu lentiwirusowego. W dalszej czesci pracy Doktorantka analizuje status PD-L1 w
aktywowanych limfocytach T, oraz w PD-L1 CAR-T, a nastepnie analizuje zdolnosci
cytotoksyczne PD-L1 CAR-T wzgledem roéznych linii komorkowych, ktore wezesniej
przygotowata. Interesujacy jest fakt, ze PD-L1 CAR-T wykazywaly zdolnosci do
unicestwiania komérek MCF7, ktére maja $ladowa ilog¢ PD-L1, podobnie jak linii MDA-
MB-231 z duza iloscia PD-L1 na powierzchni. Jest to fascynujgca obserwacja, ktora
Doktorantka na podstawie dalszych eksperymentéw tlumaczy tym, ze PD-LI CAR-T
wyrzucajac duza ilo$é réznych cytokin (najwazniejsze IFN-y i TNF-0) indukuja ekspresje
PD-L1 w komérkach MCF7. Czyli jednym stowem uwrazliwiaja wczesniej niewrazliwe
komorki raka na atak modyfikowanych limfocytow T PD-L1 CAR-T. W zwigzku z tym,
bardzo prosze Doktorantk¢ o wytlumaczenie, czy jest to proces charakterystyczny dla
CAR-T, ktérych celem jest PD-L1, czy jest to cecha charakterystyczna réwniez dla
innych CAR-T, niezalezna od celu molekularnego?

W dalszej czesci pracy Doktorantka badajac wptyw PD-L1 CAR-T na komorki
nienowotworowe, HMEC, MCF10A i HEK293T, zauwaza, ze w tych pierwszych
zastosowanie PD-L1 CAR-T indukuje ekspresje PD-L1 i eliminuje te komorki, jednak nie w
komérkach linii HEK293T, ktdre sa oporne. Jaka moze by¢ tego przyczyna? Czy znaczenie
moze mieé to, ze te komérki maja rozne pochodzenie oraz ze w rézny spos6b byly

,unieSmiertelniane”? Prosz¢ Doktorantke o wyjasnienie.



Mechanizm indukcji PD-L1 na komérkach nowotworowych przez naciekajace
limfocyty T i inne komérki ukladu odpornosciowego jest jedng z drog ucieczki nowotworu
spod kontroli uktadu odpornosciowego. Jednak w przypadku doswiadczen na linii MCF7
Doktorantka nie zaobserwowala wzrostu PD-L1 po inkubacji z niemodyfikowanymi
limfocytami T, tylko z PD-L1 CAR-T; dlaczego?

Praca napisana jest poprawnym jezykiem, $wiadczacym o dojrzatosci zawodowe]
Doktorantki, jakkolwiek nie ustrzegla si¢ ona drobnych literowek. Dodatkowo, w pracy
Doktorantka popelnita kilka innych bledow jak np. dopiero w punkcie 4.3.3 Doktorantka
wyjasnia jak ewaluowata ekspresj¢ CAR w limfocytach T, a punkt wezesniej juz uzywa tej
metody, bez opisu dlaczego. Dodatkowo, w metodach brak jest opisu metod statystycznych
uzytych w pracy. Statystyka jest wiaczona do podpisow do poszczegdlnych rysunkow, jednak
dla porzadku syntetyczny opis uzytych metod statystycznych powinien si¢ rowniez znalez¢ w
rozdziale Materialy i metody. Na stronie 82 Doktorantka stwierdza, ze LPD-L1-CAR-
encoding DNA is successfully translated”. Rozumiem, ze to skrot myslowy, gdyz ten
podrozdziat dotyczy transfekcji limfocytow T mRNA PD-L1 CAR-T, a wczesnigj
Doktorantka robita transkrypcje in vitro. Prosz¢ doktorantke o wyjasnienie tej kwestii.
Dodatkowo, w moim odczuciu, dyskusja jest zbyt dtuga i w niektérych przypadkach
pozostawiono w tekscie numery PMID do publikacji. Doktorantka zbyt szczegdétowo opisuje
niektére zagadnienia, ktére nie sg bezposrednio zwigzane z wynikami, co powoduje brak
zogniskowania i utrudnia czytelnikowi $ledzenie glownego przekazu pracy. Niektore
fragmenty pasuja bardziej do wstepu niz do dyskusji. Jak dla mnie za malo jest solidnego
przedyskutowania wynikéw i proby wytlumaczenia niektérych zaobserwowanych zjawisk,
np. indukcji ekspresji PD-L1 w pierwszych dniach po stymulacji limfocytow T. Czy

Doktorantka moglaby wyjasni¢ znaczenie tego zjawiska?



Podsumowujac uwazam, ze mgr Katsiaryna Marhelava osiagnela stawiane sobie cele
naukowe. Wyniki prac do$wiadczalnych ujete w rozprawie umozliwily wyciagnigcie
wniosku, ze terapia adoptywna z uzyciem anty PD-L1 CAR-T moze mie¢ zastosowanie W
klinice w leczeniu guzow litych, jednak wymaga znaczacych usprawnien aby byla bezpieczna
dla pacjenta. Przedstawiona w pracy dyskusja, aczkolwiek zbyt diuga, w bardzo dobry sposob
naéwietla dalsze drogi prowadzenia badan w tej dziedzinie nauki. Dlatego wnioskuje¢ do Rady
Dyscypliny Nauk Medycznych WUM o dopuszczenie mgr Katsiaryna Marhelava do dalszych

etapow przewodu doktorskiego oraz wnioskuje 0 wyrdéznienie pracy.
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