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Recenzja rozprawy doktorskiej

pt. .Testing of cation carriers as prospective therapeutic agents for the treatment of B-cell-

derived malignancies

mgr Aleksandry Zdanowicz

Rozprawa doktorska mgr Aleksandry Zdanowicz - na stopien doktora nauk medycznych i nauk
o zdrowiu w dyscyplinie nauki farmaceutyczne - liczy 347 strony. z czego czesé gtowna
obejmuje wprowadzenie i cele pracy do strony 19. nastepnie przedruk publikacji stanowigcych
rozprawg — od strony 21 do 296. i w koficu podsumowanie i wnioski — strony 297 do 301. Do
tezy zalaczone sg oswiadczenia wspotautordw okreslajace udzial doktorantki w publikacjach
stanowigcych podstawe tezy. W pierwszej zataczonej publikacji — badawczej - doktorantka jest
drugg autorka: w pacy drugiej — pogladowej — pierwsza autorka: a w pracy trzeciej — badawczej
— autorkg pierwsza. Badania do tezy byly czesciowo finansowane w ramach grantu
Narodowego Centrum Nauki Nr 2019/35/B/NZ5/01445 (..Testing of cation carrier derivatives
as prospective therapeutic agents for the treatment of B-cell-derived malignancies™)

realizowanego pod kierownictwem dr Beaty Pyrzyniskiej — pani ko-promotor pracy.

Rozprawa mgr Aleksandry Zdanowicz koncentruje sie na badaniu potencjalu nosnikéow
kationowych. ze szczegdlnym uwzglednieniem salinomycyny. jako nowych modulatoréw
terapii choréb nowotworowych wywodzacych sig z limfocytéw B. Autorka w pracy przyjeta
Jasng giéwng hipotezg gldwna: nosniki kationowe. takie jak salinomycyna. moga zwiekszaé
ekspresj¢ antygenu CD20 na powierzchni komérek nowotworowych wywodzacych sie z
limfocytdw B, a tym samym zwigkszaé skutecznosé immunoterapii anty-CD20. W tezie
pojawiajg sie takze hipotezy pomocnicze. dotyczace roli nosnikow kationowych w regulacji
szlakéw sygnatowych (MYC. FOXO!) oraz ich wplywu na metabolizm mitochondrialny.
Lacznie mozna wige w tezie wskaza¢ hipotezg gléwna tezy i 2 hipotezy pomocnicze. Cele pracy

zostaly jasno opisane przez mgr Zdanowicz w rozdziale ..Aim of the thesis™. Wymienila ona 5



szezegblowych celéw podstawowych (dotyczacych badania zdolnosci nosnikdéw kationowych
do regulacji CD20 w modelach in vitro. ex vivo i in vivo. analizy mechanizmdéw molekularnych.
oceny skutecznosci w terapii skojarzonej z rytuksymabem oraz oceny aktywnosci wobec CAR-
T) oraz 5 celéw drugorzgdowych (dotyczacych roli mitochondriéw. metabolizmu i
bioenergetyki komérkowej). Lacznie w tezie zostalo opisane 10 celow pracy.

Wyniki zaprezentowane w przedrukowanych publikacjach odpowiadajy zdefiniowanym celom
tezy. W pracach udowodniono zdolnos¢ salinomycyny i innych no$nikow kationowych do
zwigkszania ekspresji CD20 w liniach komérkowych i komorkach  pacjentow.
wykazano ich synergizm z przeciwcialami anty-CD20 oraz z CAR-T. Wyniki zostaly uzyskane
zaréwno w warunkach in vitro. ex vivo. jak i w modelach mysich in vivo. Prace badawcze
doktorantki pozwolity takze zidentyfikowaé molekularny mechanizm dziatania salinomycyny
~ zwiekszenie ekspresji CD20 bylo zwigzane z represjg onkogenu MY C oraz aktywacja szlaku
zaleznego od FOXOI. Oprocz tego doktorantka wykazata wptyw no$nikow kationowych na
metabolizm mitochondrialny i bioenergetyke komorek nowotworowych. co moze dodatkowo
sprzyjaé ich dzialaniu przeciwnowotworowemu. W swoich badaniach doktorantka opisuje w
koncu. iz ekspozycja komorek na salinomycyng zwigksza podatnos¢ na immunoterapi¢ CAR-
T. co takze moze mieé istotne znaczenie translacyjne. Otrzymane przez doktorantke wyniki
wskazujg zatem na mozliwosé wiaczenia nosnikow kationowych jako adiuwantéw do obecnie

stosowanych terapii. Rozprawa predstawia zafem innowacying koncepcie wykorzystania

lekéw modulujacych ekspresje antygenéw powierzchniowych jako strategii poprawy

skutecznosci terapii nowotworéw B-komérkowych.

Rozdzialy wprowadzajace (Background and justification of study research) $wiadezg o
szerokiej wiedzy doktorantki w zakresie immunoterapii nowotworow B-komoérkowych.
biologii molekularnej oraz farmakologii zwiazkéw jonoforowych. Jak wynika za zalaczonych
publikacji w toku pracy nad rozprawa doktorska mgr Aleksandra Zdanowicz prowadzila
badania zaréwno na liniach komorkowych, jak i na komdrkach pacjentéw oraz w modelach
zwierzecych. Doktorantka wykorzystata takze rozne linie nowotworowe wywodzace si¢ z
limfocytow B. takie jak linie chtoniakdw nieziarniczych (miedzy innymi Raji. SU-DHL-4 czy
Ramos) oraz linie biataczek limfoblastycznych i chtoniakow grudkowych. Badania rozszerzono
takze na material biologiczny pochodzacy bezposrednio od pacjentow. obejmujacy pierwotne
komérki nowotworowe izolowane z probek krwi obwodowej oraz szpiku kostnego chorych na
przewlekla bialaczkg limfocytows i chioniaki. Wyniki in vitro i ex vivo zostaly nastgpnie

potwierdzone w modelach zwierzgcych in vivo. takich jak ksenoprzeszczepowe modele



chloniakéw B-komérkowych. Do realizacji zalozonych celéw doktorantka wykorzystala wiec
szerokie spektrum nowoczesnych technik biologii molekularnej i komorkowej. W
szczegolnosci wykorzystala cytometrig przeptywowa do analizy ekspresji antygenu CID20 oraz
innych markerdw powierzchniowych w odpowiedzi na ekspozycje na nosniki kationowe, Z
kolei techniki Western blot oraz ilosciowy RT-PCR sluzyty do oceny zmian poziomu biatek i
ekspresji gendw. ze szczegdlnym uwzglednieniem MYC. FOXO! oraz BCL2. W celu
potwierdzenia mechanizméw regulacyjnych w badaniach stosowano takze technologie
CRISPR/Cas9 do precyzyjnych modyfikacji genetycznych. a dzieki RNA-seq przeprowadzono
globalng analize transkryptomiczng. pozwalajaca na calosciowa ocene zmian w profilu
ekspresji genow. Istotnym elementem badai byly takze analizv metabolomiczne i
bioenergetyczne. ktdre umozliwily scharakteryzowanie wptywu noénikéw kationowych na
funkcj¢ mitochondriéw i metabolizm komoérek nowotworowych. Uzupetnieniem badan byty
testy cytotoksycznosei i przezywalnosci komarek. takie jak test MTT czy ocena apoptozy. ktore

pozwolity okresli¢ bezposredni wplyw lekow na zywotnosé komdorek nowotworowych.

Rozprawa zawiera zatem gryginalne rozwigzania problemu naukowego. Wnioski sa logiczne i
wynikajg z przedstawionych badan. Wyniki maja znaczenie translacyjne i moga stanowié
podstawg do dalszych badan przedklinicznych i klinicznych. w tym podkreslono potencjal
translacyjny nosnikow kationowych oraz oryginalny mechanizm regulacji CD20 poprzez

represj¢ MYC. Cele i wyniki sg spojne z tytulem rozprawy i jej zakresem.

W rozprawie mgr Aleksandry Zdanowicz pojawiaja sie nieliczne bledy i potknigcia
interpunkeyjne. typowe dla pracy pisanej w jezyku angielskim przez osobe niebedgca native
speakerem. Nie sg to jednak bigdy powazne — nie zmieniaja sensu zdan i nie utrudniaja
zrozumienia tresci naukowej. Uwaga redakcyjna dotyczy opisywania w tezie wynikow i
wnioskow przez doktorantkg jako ..my™. Na etapie pracy doktorskiej wskazane jest opisanie co
konkretnie zrobita / opisata / wywnioskowala doktorantka. a nie caly zespol badawczy.
Zarzadzanie zespolem badawczym czy projektowy nie jest zadaniem doktorantki. wigc
nalezaloby w formie / tresci rozrdzni¢ wyraznie teze doktorskg od publikacji i od autoreferatow
habilitacyjnych. Ponadto suboptymalnym wyborem wydaje sie wybranie do wiaczenia Jjako
czgsci tezy pracy majgcej 24 (dwudziestu czterech!) wspélautordw. Trudno w takiej publikacji
mowi¢ o wiodacym udziale doktorantki w badaniu. Prestiz tezy mogtby by¢ wiekszy gdyby
wszystkie publikacje zlozone w tym postgpowaniu byly opublikowane w wydawnictwach o

dluzszej (dtugiej) tradycji publikacyjnej.



Podsumowujge rozprawa mgr Aleksandry Zdanowicz spetnia wszystkie kryteria rozprawy
doktorskiej: zawiera jasno postawione hipotezy, precyzyjne cele. bogaty material badawczy.
logiczne wnioski i oryginalne wyniki naukowe. Autorka udowodnila zdolnos¢ do
samodzielnego prowadzenia badan i wykazata przygotowanie teoretyczne { praktyczne w

dyscyplinie nauki farmaceutyczne.

Rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668. z pozniejszymi zmianami).
Zwracam sie wiec do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego o dopuszezenie pani mgr Aleksandry Zdanowicz do dalszyvch etapow przewodu

doktorskiego.
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