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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Katsiaryny Marhelavy zatytulowanej
” Evaluation of the anticancer efficacy of a chimeric antigen
receptor targeting PD-L1 molecule”

Rozprawa doktorska pani mgr Katsiaryny Marhelavy przedstawia wyniki badan przeprowadzonych
przez doktorantk¢ w Zaktadzie Immunologii Klinicznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego,
pod Kierunkiem dr hab. n. med. Radostawa Zagozdzona (promotor) oraz dr Matgorzaty Bajer (co-
promotor).

Badania podjete przez doktorantke wpisujg si¢ w zakres prac prowadzonych w zespole dr Zagozdzona,
dotyczacych zagadnien zwigzanych z badaniami nad zastosowaniem nowoczesnych terapii
komorkowych i immunoterapii w leczeniu nowotworéw. Badania realizowane przez doktorantke byty
finansowane w ramach grantu OPUS Narodowego Centrum Nauki ,,The Evaluation of the anticancer
efficacy of a new chimeric antigen receptor targeting PD-L1 molecule” No 2016/23/B/NZ6/02535.

Ostatnie lata to okres bardzo intensywnego rozwoju terapii przeciwnowotworowych opartych o
genetyczng inzynieri¢ komorek uktadu odpornosciowego oraz immunoterapie tak, aby odblokowac i
uruchomi¢ uktad odpornosciowy przeciw komorkom nowotworowym. W tym niezwykle obiecujace
sg terapie oparte o modyfikacje genetyczne limfocytow T tak, aby produkowaly chimeryczne
receptory antygenowe (CAR) oraz terapie uderzajace w punkty kontroli uktadu odporno$ciowego.
Czgs¢ z tych badan zakonczyla si¢ sukcesem, wdrozeniem do badan klinicznych i w koncu
zaaprobowaniem przez FDA oraz Uni¢ Europejska schematéw terapeutycznych konkretnych
immunoterapii ukierunkowanych. To tez jeden z bardziej obiecujgcych kierunkéw w obecnie
rozwijanych kierunkach nowoczesnych terapii przeciwnowotworowych. O ile terapie CAR-T sg
skuteczne w przypadku nowotworow krwi, o tyle ich zastosowanie w guzach litych stanowi problem.
Zwigzane jest to z bardzo zlozong struktura samego guza oraz immunosupresyjnym
mikrosrodowiskiem guza, stanowigcym barier¢ dla limfocytow CAR-T. Stad koniecznosé
intensywnych badan, ktore pozwola na obejscie tych przeszkod, tworzenie bardziej funkcjonalnych
komorek CAR-T i nowych schematow immunoterapii, w tym terapii tgczonych, i w tym obszarze
porusza si¢ doktorantka. To wazne i aktualne zagadnienia.

Zalozenia i Cel zostaly przedstawione jasno. Doktorantka postawila sobie za cel opracowanie i
optymalizacje nowej generacji komorek PD-L1-CAR-T stworzonych w macierzystym laboratorium
oraz przeprowadzi¢ serie eksperymentow in vitro weryfikujacych ich dzialanie i eliminacje komorek
linii nowotworowych raka sutka z r6znym poziomem PD-L1, a takze zbada¢ ich efekt na komorki
prawidtowe nienowotworowe. O ile cele szczegdtowe nie budza watpliwosci, za pewne naduzycie
uwazam postawienie hipotezy i stwierdzenie (wystepujgce takze w Streszczeniu), ze zastosowane
nowotworowe linie komorkowe zostaly wykorzystane jako modele guzow litych i pozwola na
weryfikacje hipotezy i ocen¢ wplywu na zmniejszenie masy guza. Bioragc pod uwage znaczenie
mikrorodowiska guza, udziat réznych typéw komorek, w tym komorek uktadu odpornosciowego
infiltrujacych guz (np. makrofagi), immunosupresj¢, warunki hypoksyjne, niedobory czynnikow
wzrostowych itd. wptywajace na ograniczenie skutecznos$ci terapii komoérkowych i immunoterapii,
zastosowanie adherentnych  linii komorkowych raczej nie pozwoli na oceng potencjatu
terapeutycznego na komorki rosngce w guzach litych. By¢é moze cze$é zatozen dotyczy grantu a czesé
rozprawy doktorskiej, jednak nie jest to jasne. Prositabym doktorantke o komentarz.
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Jak juz wspomniatam, tematyke podje¢tych badan uwazam za bardzo aktualna, nowatorska i majaca
duza warto$¢ zaréwno z punktu widzenia nauk podstawowych, jak i badan o charakterze
translacyjnym, mogacym przyczyni¢ si¢ do wprowadzenia nowoczesnych strategii terapeutycznych do
badan klinicznych. Aby zrealizowa¢ zatozone Cele doktorantka wykorzystata liczne metody in vitro z
zakresu biologii molekularnej i biologii komorkowej, oraz modelowe linie komorkowe raka piersi (na
podkreslenie zastuguja dobrze zaplanowane i1 wyprowadzone samodzielne modele komorek
kontrolnych — pozbawione oraz z nadekspresja PD-L-1), pozwalajagce na realizacje postawionych
celow. W trakcie realizacji uzyskano cenne wyniki. Doktorantce udato si¢ zweryfikowaé nowa
strategie modyfikacji limfocytéw T konstruktem kodujacym PD-L1-CAR oraz wykaza¢ ich zdolno$§¢
do eliminacji komorek nowotworowych. Ciekawe i nowatorskie sg wyniki pokazujace zdolnos¢
wygenerowanych limfocytow PD-L1-CAR-T do indukcji PD-L1 na komorkach otaczajacych.
Jednoczesénie istotna, i wazne, ze zostala podkreslona, jest obserwacja wskazujaca na dodatkowe
mozliwe efekty cytotoksyczne w kierunku komorek nie zmienionych nowotworowo, komorek
zawierajagcych PD-L1 na powierzchni. To cenna obserwacja o znaczeniu dla potencjalnego
zastosowania tej terapii.

Szczegoélowe uwagi i komentarze

Praca ma uktad typowy dla rozpraw doktorskich. Wstep napisany jest bardzo dobrze i zawiera dobrze
dobrane informacje wystarczajace do wprowadzenia czytelnika w tematyke realizowanych badan. Na
podkreslenie zastuguje staranna szata graficzna oraz klarowne i dobrze zrobione ryciny.

Doktorantka przedstawila ogdlny rys stosowanych terapii przeciwnowotworowych, rozwoj terapii
komorkowych, kolejne generacje i rodzaje konstruktow CAR i rozwoj technologii tworzenia komorek
CAR-T. Z drugiej strony opisata mechanizmy wykorzystywane przez komorki nowotworowe, aby
»wylaczy¢” uktad odpornosciowy i strategie terapeutyczne majgce na celu ich zahamowanie. Za
bardzo ciekawe uwazam z jednej strony rys historyczny i opis kolejnych etapoéw rozwoju, a z drugiej
strony przedstawienie obecnego stanu zaawansowania Klinicznego zastosowania tych bardzo
perspektywicznych terapii. Osobny podrozdziat poswiecony jest ograniczeniom w stosowaniu CAR-T
w guzach litych oraz znaczeniu immunosupresyjnego mikrosrodowiska w hamowaniu efektywnosci
tej terapii. Doktorantka zwrécita uwage na znaczenie wydzielania immunosupresyjnych cytokin,
unaczynienie, hypoksje, pH, samg struktur¢ guza oraz infiltorowanie guza 1 obecno$¢ i
immunosupresyjnych komoérek uktadu odpornosciowego, w tym regulatorowych komoérek T (Treg)
oraz mieloidalnych komorek supresorowych MDSCs. Ta cze$¢ ma duze znaczenie w kontekscie
tematyki pracy i badan prowadzonych przez doktorantke. W koncu duzo uwagi po$wigcono
immunologicznym punktom kontroli i mechanizmowi PD-1/PD-L, podajac wystepowanie i znaczenie
tych receptorow w roznych typach komorek prawidlowych oraz ich funkcje w komodrkach
nowotworowych. W koncu przedstawiono strategie oparte o hamowanie odziatywan PD-1-PD-L1
oraz ideg zastosowania kombinacji CAR-T z hamowaniem punktu kontroli PD-1-PD-L1, zastosowang
w rozprawie. Tak napisany Wstep bardzo dobrze wprowadza w badania przedstawione w Rozprawie.

Metodyka. Praca jest zaawansowana technicznie, co znalazto odzwierciedlenie w szerokim spektrum
stosowanych metod. Bogata metodyka zawiera opisz szeregu stosowanych metod z zakresu inzynierii,
klonowania, metod biologii molekularnej i komorkowej. W wiekszosci przedstawiona jest w pracy
dos¢ doktadnie.

Niestety dla cze$ci z nich nie przedstawiono danych niezbgdnych dla odtworzenia metod, co mogtoby
by¢ przydatne chociazby dla kolejnych osob kontynuujgcych te badania. Przyktadowo, dla
stosowanych przeciwcial podano tylko nazwg producenta, bez numeru katalogowego oraz
stosowanego klonu. Poniewaz ilosci uzytego przeciwciata podawano w pl, nie majac informacji na
temat konkretnego produktu (i jego stezenia), nie da si¢ tego protokotu odtworzyé¢. Podajac ilosci
inhibitoréow sekrecji w ul, bez podania koncowego stezenia ani numeru katalogowego, ten protokoét
test takze nie do odtworzenia. Dla pozywki DMEM podano producenta, ale bez numeru katalogowego
nie wiadomo wiec ktory typ pozywki DMEM stosowano. Bark tych danych jest ze szkoda dla
potencjalnych przysztych czytelnikow rozprawy.
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W opisie dotyczacym opisu modyfikowania komoérek T doktorantka pisze, ze zastosowano §wieze lub
rozmrozone PBMC. To do$¢ istotna roznica. Prositabym o informacje, czy $wieze vs wcze$niej
zamrozone komorki byly stosowane zamiennie, czy do konkretnych typow eksperymentdéw, czy
oceniano ich zywotno$¢ w catej puli oraz czy poréwnano zywotno$¢ i zdolno§¢ do aktywacji
poszczegdlnych populacji.

Nie znalaztam informacji, czy i jak okreslano czystos¢ izolowanej populacji komoérek T.

Dla badan cytometrycznych, zwlaszcza dotyczacych produkeji cytokin, ktory wymaga bardziej
zaawansowanej metodologii cytometrycznej, zabrakto pokazania tzw. strategii bramkowania i barwien
dla jednego eksperymentu przyktadowego.

Nie do konca jasne s3 dla mnie przeprowadzone analizy ilo$ciowe i statystyczne. Dlaczego na
wykresach iloSciowych zawierajgcych wartosci $rednie wraz z odchyleniami SD i w niektorych
przypadkach takze istotnos$cia statystyczna (p value), do analizy brano jeden reprezentatywny
eksperyment? (w duzej wiekszosci to jeden z dwu przeprowadzonych eksperymentow, okreslajac go
jako reprezentatywny). Dlaczego nie analizowano ilosciowo i statystycznie wszystkich danych i
wszystkich doswiadczen wraz z powtdrzeniami? W przypadku dwu roznigcych si¢ eksperymentow,
ktéry uznawano za reprezentatywny? Prosze o komentarz i ustosunkowanie si¢ do tej uwagi.

Uzyskane Wyniki przedstawiono w sposdb czytelny, z dbatoscig o odpowiednie przedstawienie
graficzne. Przeprowadzone ecksperymenty s3 dobrze przemys$lane i starannie zrealizowane.
Zastosowano odpowiedni dobor linii komérkowych oraz odpowiednio zaprojektowane i stworzone
przez doktorantk¢ linie kontrolne, pozwalajace na weryfikacje uzyskanych wynikow. Zestaw
stosowanych modeli komorkowych pozwala na wyciagnigcie wnioskow.

Doktorantka po kolei opisata stworzone modelowe linie komérkowe, wprowadzanie konstruktowPD-
L1-CAR do komorek T, dziatanie CAR-T i oceng poziomu PD-L1, zbadata efekt dziatania CAR-T na
komorki nowotworowe z wysokim lub niskim poziomem PD-L1 zbadata proces auto-wzmocnienia
efektu dziatania PD-L1-CAR, poziom ekspresji PD-L1 oraz produkcje cytokin i w koncu okreslita
efekty cytotoksyczne na komoérki oraz komorki niestransformowane. W ogoélnej ocenie uzyskane
wyniki sg wartosciowe i cenne, przyczyniajg si¢ do rozwoju tej dziedziny, produkcji nowych
konstruktow CAR i wprowadzania nowych typow komoérek CAR-T celujacych w punkty kontrolne.

Moja zasadnicza uwaga dotyczaca czg$ci wykresoOw stupkowych przedstawiajacych ilosciowa analize
wynikow (Srednia +/- SD) zostala juz czeSciowo opisana powyzej, przy okazji komentarzy do
rozdzialu Metody. Dlaczego na wykresach ilosciowych nie przedstawiono $rednich wartosci z
odchyleniami z wszystkich danych, tylko wybrang ich cze$¢ i wartosci srednie wraz z odchyleniami
jednego wybranego/ reprezentatywnego eksperymentu (uwagi te dotycza duzej czeSci wykresow
ilosciowych, przyktadowo: Rycina 34 —eksperyment wykonano 2x, kazdy w trzech powtorzeniach; Na
wykresie ilo§ciowym przedstawiono dane z jednego eksperymentu; Rycina 32 — eksperyment
powtdrzono 3X, na wykresie ilosciowym przedstawiono wyniki z jednego eksperymentu, itd). Jak juz
pisatam, w przypadku dwoch roéznigcych si¢ eksperymentow, ktory byt reprezentatywny?

Dane przedstawione na Rycinach 25/26/27 odnosza si¢ do modyfikacji komorek T konstruktem PD-
L1-CAR-T i pokazuja cytometryczne dane i poziom PD-L1-CAR-T. Jak przedstawiata si¢
przezywalno$¢ komorek T po transdukcji lentiwirusem i czy przedstawione dane cytometryczne
odnosza si¢ do populacji komoérek zywych? Oraz, czy okreslano rozktad populacji w obrebie komorek
T (CD4, CD8, komorki efektorowe, etc) w tych do§wiadczeniach.

Nie do konca jest dla mnie jasne, jakie dane pokazujg eksperymenty przedstawione w Rozdziale 4.4.1
dotyczacym degranulacji i produkcji cytokin. Jak wygladato barwienie cytometryczne i bramkowanie?
Na jakiej podstawie ustawiano granice produkcji cytokin, czy bramkowano komorki zywe (na
podstawie dodatkowego barwienia) czy wszystkie, i w koncu czy rozdzielano populacje na CD4+ i
CD8+, gdyz produkcja czesci badanych cytokin znacznie si¢ rézni pomiedzy tymi populacjami?
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Bardzo ciekawe sg wyniki dotyczace auto-wzmocnienia efektoéw PD-L1-CAR-T i indukcji ekspresji
PD-L1 na komorkach nowotworowych (Rozdziat 4.5). Wyrazny efekt powoduje kombinacja IFNg z
TNFa, natomiast stosowane osobno dajg bardzo stabe efekty (IFNg) lub w zasadzie ich brak (TNFa).
Jak doktorantka tlumaczy taki addytywny mechanism? Podobne silne efekty obserwowano po
zastosowaniu supernatantu (Rycina 40). Badania zawartosci wydzielanych bialek w supernatancie
wykazaly wzmozong produkcje wielu réoznych cytokin, wiaczajac w to TNF i IFNg (Rycina 41). Na
jakiej jednak podstawie stwierdzono, ze to wtasnie cytokiny prozapalne w szczegdlnosci TNFa i IFNg
sg odpowiedzialne za obserwowane efekty?

Za wazng uwazam tez obserwacje, ze populacja PD-L1-CAR-T eksprymujaca PD-L1+ moze by¢
aktywnie usuwana przez PDL-1-CAR-T, co moze prowadzi¢ do selekcji frakcji PD-L1-CAR-T nie
majacych ekspresji PDL-1.

Na koniec drobna, ale istotna merytorycznie uwaga: W opisie pod Tabelg 1 (str. 24) podano bt¢dnie
CD137 przy OX 40 (zamiast CD134), a z kolei przy 4-1BB podano CD134 zamiast CD137.

Dyskusja jest spdjna, rzetelna i odnosi si¢ w wywazony sposOb i z wymagang ostrozno$cig do
uzyskanych wynikow. Prawidlowo i w ciekawy sposob osadza uzyskane wyniki w najnowszych
danych oraz dyskutuje ich potencjat oraz ograniczenia.

Bardzo ciekawa jest cze$¢ Dyskusji poswigcona efektom na komorki z niskim poziomem PD-L1 oraz
zaproponowanie zjawiska ,.kondycjonowania” efektow cytotoksycznych.

Jak juz wspominatam, nie do konca przekonuje mnie interpretacja wynikow 0dnoszaca si¢ do
potencjalnej skutecznosci w guzach litych. W mojej opinii za wczes$nie na takie stwierdzenie, gdyz
badania doktorantki nie zawieraly zadnego ukladu dos$wiadczalnego pozwalajacego na oceng
elementow wplywajacych na ograniczenia skuteczno$ci terapii CAR-T (uklady 3D, sferoidy,
hypoksja, ko-kultury z makrofagami itd).

Za wartosciowa uwazam takze cze$¢, w ktorej doktorantka opisuje wyniki dotyczace auto-
wzmocnienia efektow mogacych powodowac eliminacje nie tylko komérek nowotworowych, ale tez
roznych typow immunosupresyjnych komorek mikrosrodowiska. Czy jednak nie moze to tez
powodowac niekorzystnego efektu usuwania komorek stromalnych, ktorych eliminacja moze
powodowa¢ powstawanie przerzutow jak jest to np. przy chemioterapii w nowotworach piersi. Co
warte podkreslenia, doktorantka zwraca uwage takze na potencjalne niekorzystne efekty tego
zjawiska, zwigzane z obecnoscig PD-L1 na komorkach roéznych narzadow, mogace skutkowaé
cytotoksycznoscia badanych PD-L1-CAR-T. Ta cze$¢ zawiera odniesienie do konkretnych
przyktadow, w ktorych zaobserwowano uszkodzenia narzadow oraz cytotoksyczno$¢, skutkujace
zamknigciem badania klinicznego. Zgadzam si¢ z doktorantka, ze uzyskane wyniki sugeruja
konieczno$¢ dalszego zweryfikowania kwestii cytotoksycznosci w kierunku komorek somatycznych i
organdow charakteryzujacych si¢ ekspresja PD-L1. To wazne zagadnienie i bardzo dobrze, ze zostalo
podniesione, a ta cze$¢ Dyskusji swiadczy o dojrzatosci i $wiadomosci naukowej i medycznej
doktorantki.

Prace konczy Podsumowanie wynikow oraz prawidlowo sformutowane Wnioski.

Po zapoznaniu sie z rozprawa, chcialabym przedyskutowaé nastepujace zagadnienia:

1. Uzyskane wyniki sugeruja, ze zastosowana strategia moze mie¢ uboczne efekty cytotoksyczne
skierowane na komorki somatyczne z ekspresja PD-L1 a tym samym atakowac i niszczy¢ istotne
organy. Zagadnienie to bylo poruszone w Dyskusji. Czy doktorantka moze zaproponowac lub
pospekulowaé¢ nad inng modyfikacjg zastosowanego konstruktu lub inng strategig, ktéra bylaby
bezpieczna dla komoérek prawidtowych? Czy rozwazano lub probowano podobng podwdjng strategie,
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ale potaczenie CAR z innym receptorem/ligandem blokujacym odpowiedZz immunologiczna, biorac
pod uwage dos¢ szeroka obecnos¢ PD-L1 na komorkach somatycznych narzadow ?

2. Czy weryfikowano mechanizm auto-wzmocnienia efektu komoérek PD-L1-CAR-T w ko-hodowlach
w obecnosci komorek jeszcze innego typu, np. stromalnych, epitelialnych, itd.

3. Nie do konca zgadzam si¢ ze stwierdzeniem z Dyskusji, iz uzyskane wyniki wskazujg, ze
zaproponowana strategia moze by¢ skuteczna w guzach litych nowotwordw piersi, gdyz doktorantka
nie dotkneta w swoich badaniach mechanizméw powodujacych ograniczenia w efektywnosci tej
terapii w guzach litych — takich jak struktura guza, hypoksja, immunosupresyjne mikrorodowisko,
obecno$¢ komorek Treg, obecno$¢ makrofagéow etc. Prositabym o komentarz i ew. przedstawienie
eksperymentu/ow, ktory pozwolilby na takie stwierdzenie.

Whiosek koncowy

Przedstawione powyzej uwagi i komentarze nie wplywaja na koncowg pozytywng oceng niniejszej
rozprawy. Rozprawa pani mgr Katsiaryny Marhelavy jest praca nowatorskg i wartosciows, a takze
stanowiaca istotny krok naprzéd w badaniach nad terapiami komdrkowymi i immunoterapig. W pracy
postawiono istotny cel, ktory udato si¢ doktorantce zrealizowac, a uzyskane wyniki z pewno$cig stang
si¢ podstawa dalszych prac ze wzglgdu na ich warto$¢ naukows i potencjalne znaczenie translacyjne.

W zwiazku z powyzszym stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia
warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. 2018 poz. 1668)” i wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych WUM o dopuszczenie
mgr Katsiaryny Marhelavy do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Dr hab. Katarzyna Piwocka
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