w%w

Warszawa, 16 grudnia 2025

Dr hab, n med, Anna Szumera-Cieckiewicz, prof, Instytutu

Biobank, Narodowy Instytut Onkologii im, Marii Sktodowskiej-Curie

- Pafistwowy Instytut Badawczy

Ul. W.K. Roentgena 5, 02-781 Warszawa

RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Dane formalne

Doktorantka: lekarz Nina Migzek-Zapata

Tytut rozprawy: "Regulacja ekspresji antygenu CD20 przez szlak sygnatowy kinazy 3-
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Dyscyplina; Rozprawa na stopien doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki
medyczne

Podstawa recenzji:

Recenzje sporzadzono na podstawie przekazanej do oceny rozprawy doktorskiej pt. “Regulacja ekspresji
antygenu CD20 przez szlak sygnatowy kinazy 3-fosfatydyloinozytolu i kinazy AKT w komorkach
nowotworowych wywodzacych sie z limfocytow B", w formie monografii, zawierajacej 139 stron wraz z
opinia Komisji Bioetycznej przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym, nr KB/196/2014.

Ocena merytoryczna

Uzasadnienie podjecia temalu i jego aktualnosc

Terapie z wykorzystaniem przeciwciat monoklonalnych anty-CD20 stanowig filar leczenia wielu
nowotworow limfoproliferacyjnych, w tym najczestszego agresywnego chioniaka w populacii
Polski, ktérym jest chioniak rozlany z komérek B [Diffuse Large B-cell Lymphoma; DLBCL].
Skutecznoé¢ kliniczna leczenia pozostaje zmienna, a oporno$é pierwotna i wtérna nadal stanowi
istotny problem terapeutyczny. Kluczowym czynnikiem warunkujacym efektywnos¢ przeciwciat jest
dostepnosé i ilosé antygenu docelowego na powierzchni komérki nowotworowej, a zmniejszenie
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ekspresji CD20 na poziomie transkrypcyjnym, potranslacyjnym lub w wyniku zmian epigenetycznych jest
opisywanym mechanizmem opomosci na leczenie anty-CD20. W konsekwencji, identyfikacja osi
regulacyjnych kontrolujacych ekspresje CD20 oraz mozliwost ich farmakologicznej modulacji ma
Znaczenie zarbwno poznawcze (zrozumienie biologii opornoSci), jak i potencjainie translacyjne
(racjonalne projektowanie terapii skojarzonych i przewidywanie interakcji lek—przeciwciato). Istotnym
kontekstem jest rowniez fakt, e dziatanie rytuksymabu moZe angazowac rézne mechanizmy efekiorowe,
w tym cytotoksycznos¢ zalezng od dopelniacza (CDC) oraz mechanizmy zalezne od komdrek
efektorowych (ADCC/ADCP), ktérych wzgledny udziat zalezy od typu nowotworu, mikrosrodowiska i
wiasciwosci komérki docelowej. W przelamywaniu opomosci na leczenie stosuje sie i testuje terapie anty-
CD20 tzw. nowej generacji [np. ofatumumab, obinutuzumab), inhibitory BCR [np. Ibrutynib], Inhibitory
kinaz LYN, LCK, SYK, BTK czy PI3K [np. duwelizyb czy umbralizyb] oraz inhibitory AKT tj. salinomycyna
i pochodne. Poruszana w pracy problematyka charakteryzuje sie wysoka aktualnoscia, jest to
temat wazny naukowo i klinicznie oraz odpowiada na realng luke w literaturze, Wielowymiarowe
badanie determinant ekspresji CD20 w modelach eksperymentalnych stanowi logiczny i wazny
krok w kierunku poprawy skutecznosci terapii anty-CD20.

Cele pracy, hipotezy i pytania badawcze

Doktoranka definiuje 4 cele badawcze:

»1. Zbadanie wptywu inhibitorow przekaZnictwa sygnalu z receptora BCR (z uwzglednieniem kinaz SYK,
BTK, PI3K i AKT) na ilos¢ antygenu CD20 na powierzchni komérek nowotworowych wywodzacych sie z
limfocytéw B.

2. Zbadanie wplywu inhibitorow kinaz SYK, BTK, PI3K i AKT na przeciwnowotworowy efekt przeciwcial
monoklonalnych anty-CD20.

3. Zwigkszenie ilosci antygenu CD20 i spotggowanie skutecznosci dziatania przeciwcial anty-CD20
poprzez wplyw na Sciezke PI3K/AKT.

4. Poszukiwanie mechanizmu wplywu salinomycyny i innych zwigzkow jonoforowych na ilo$¢ antygenu
CD20."

Doktorantka testuje hipoteze, ze aktywnos¢ szlaku PI3K/AKT stanowi istotny regulator ekspresiji
CD20/MS4A1, a modulacja tego szlaku (bezposrednia lub posrednia, poprzez hamowanie sygnalu
z receptora BCR) prowadzi do mierzalnych zmian ilosci CD20 na powierzchni komérek i przektada
sig na zmiang wrazliwosci na przeciwciala anty-CD20 w modelu funkcjonalnym. W ujeciu
mechanistycznym weryfikowany jest rowniez udziat czynnika transkrypcyjnego FOXO jako
potencjalnego wezia laczacego aktywnodé AKT z regulacja transkrypcji MS4AT.
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Mateniat i metody

Dob6r metod badawczych nalezy ocenié jako w petni adekwatny do celu pracy, gdyz tworzy
spéjny, logicznie powiazany (przyczynowo skutkowy) ciag doswiadczeii pozwalajacy przesledzic
zaleznosci od poziomu sygnalizacji wewnatrzkomérkowej, poprzez regulacje ekspresiji genu i
biatka, az do konsekwencji funkcjonalnych, Na szczegblne podkreslenie zastuguje
wielopoziomowoé¢ podejécia oraz konsekwentne domykanie wnioskowania na kazdym etapie.
Zastosowanie farmakologicznej inhibicji kinaz SYK/BTK, a takze komponentow szlaku PI3K/AKT (w tym
inhibitora PI3K oraz inhibitoréw AKT), umozliwia bezposrednia oceng wplywu aktywnoSci tych szlakow
na ekspresje CD20/MS4A1. Rownolegle wykorzystanie narzedzi genetycznych (wyciszanie SYK/BTK
oraz ukierunkowane manipulacje w obrebie osi AKT/FOXO) stanowia istoine wzmocnienie wiarygodnosci
wnioskowania; ogranicza to ryzyko nadinterpretacji wynikéw w kategoriach efektéw nieswoistych oraz
wspiera rozréznienie efektow zaleznych od funkcji danego elementu szlaku od potencjalnych arlefakiow
farmakologicznych.

Pomiar ekspresji powierzchniowej CD20 metodg cytometrii przeptywowej nalezy uzna¢ za metode
najbardziej stuszna w kontekécie biologii problemu, poniewaz bezposrednio odzwierciedla dostgpnos¢
epitopu dla przeciwciat anty CD20. Uzupeinienie o qRT PCR dla MS4AT jest rozwigzaniem
metodologicznie trafnym, gdyz umoZliwia rozstrzygniecie, czy obserwowane zmiany majg komponent
transkrypcyjny, czy tez sa ograniczone do regulacji potranslacyjnej. Dodatkowo zastosowanie Western
biot (dla AKT/pAKT oraz CD20) jest spéjne z postawionym celem tzn. pozwala na weryfikacje
skutecznos$ci modulacji szlaku syanatowego oraz na odniesienie zmian powierzchniowych do poziomu
catkowitego biatka.

Doktorantka stosuje fest cytotoksycznosci zaleznej od dopelniacza (CDC) z wykorzystaniem
rytuksymabu/ofatumumabu oraz ludzkiej surowicy AB, kiory naleZzy uznaé za wiasciwy model
funkcjonalny pozwalajacy bezposrednio odpowiedzie¢ na pytanie, czy modulacja ekspresji CD20
przektada sie na skutecznoéé przeciwciat anty CD20 w mechanizmie zaleznym od dopelniacza. Jest to
istotny element dla uzyskanych wynikéw, wykraczajacy poza opis korelacii ekspresyjnych.

Na uwage zasluguje weryfikacja hipotezy dotyczacej udzialu FOXO w regulacji CD20 poprzez
zastosowanie CRISPR/Cas9 do wyciszenia FOXO1/FOXO03. Takie podejécie pozwala na testowanie
zalezno$ci mechanistycznej na poziomie przyczynowym, a nie jedynie asocjacyjnym, i stanowi istotny
element dopetniajacy dla proponowanego modelu regulacyjnego pomigdzy AKT a ekspresjq
MS4A1/CD20.

W konsekwencji zestaw zastosowanych technik jest metodologicznie koherentny | odpowiada na
pytanie badawcze zaréwno na poziomie molekularnym (transkrypt/biatko/sygnalizacja), jak i na

poziomie efektu funkcjonalnego.
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* Analiza statystyczna i interpretacja wynikéw

Dobér metod statystycznych oraz przyjety poziom istotnosci nalezy oceni¢ jako wlasciwe i
dostosowane do charakteru danych, Prezentacja wynikéw jest rzetelna, przejrzysta i
konsekwentnie ustrukturyzowana, co ulatwia $ledzenie toku rozumowania oraz weryfikacje
kolejnych etapéw wnioskowania, W granicach przyjetego warsztatu badawczego oraz
zastosowanego modelu in vitro zaprezentowany materiat wynikowy jest wystarczajacy do obrony
hipotezy roboczej i realizacji zatozonych celow.

Kluczowy wniosek plynacy z przedstawionych danych wskazuje, Ze ekspresja CD20 w komérkach
nowotworéw wywodzacych sig z limfocytow B podlega dynamicznej regulacji zaleznej od sygnalizacji
receptora BCR, a farmakologiczna modulacja tej sygnalizacji bezposrednio determinuje skuteczno$é
przeciwciat anty CD20 w mechanizmie CDC.

W pierwszym bloku do$wiadczer wykazano, i2 hamowanie kiuczowych elementéw szlaku BCR - kinaz
SYK i BTK (odpowiednio R406 oraz ibrutynib) — prowadzi do istotnego obnizenia poziomu CD20 na
powierzchni komérek w modelach chioniakowych (m.in. Raji i Ly 1). Za wazny element kontroli nalezy
uznat fakt, Ze efekt ten nie wynikat z nieswoistej toksycznosci w zastosowanych warunkach, gdyz
Zywotnos¢ komorek pozostawata wysoka. Konsekwencja funkcjonalng obnizenia ekspresji CD20 byio
oslabienie CDC indukowanego przez rytuksymab lub ofatumumab. lstotne jest rowniez, Zze nie
odnotowano zmian, ktdre w sposéb przekonujacy pozwalatyby przypisaé obserwowany efekt modulacji
ekspresji inhibitorow dopelniacza (CD46/CD55), co wzmacnia interpretacie, iz czynnikiem limitujacym
CDC jest przede wszystkim redukcja dostepnosci antygenu docelowego.

Dane molekulame wspieraja obecno$¢ komponentu transkrypcyjnego regulacji: po ekspozycji na
inhibitory SYK/BTK oraz inhibitory osi PI3K/AKT (w tym idelalizyb i inhibitory AKT) stwierdzono spadek
poziomu franskryptu MS4A1, kodujacego CD20, czemu towarzyszyt spadek wrazliwosci komérek na
CDC. Szczegdlnie przekonujace jest wykazanie, 2e wyciszenie SYK lub BTK metoda shRNA odtwarzalo
fenotyp obserwowany po zastosowaniu inhibitoréw (spadek CD20 oraz ostabienie CDC), co przemawia
za zaleznoscia przyczynowa i zgodnoscia efektéw farmakologicznych z rofg biologiczna tych kinaz.

W kolejnych analizach Doklorantka udowodniata, Ze nadekspresja aktywnej AKT prowadzi do wzrostu
CD20. Jednoczesnie inaktywacja FOXO1 metodg CRISPR/Cas9 skutkowata wzrostem CD20, podczas
gdy analogicznego efektu nie obserwowano dla FOXO03, co sugeruje roznicowanie funkgji
poszczegdlnych czlonkéw rodziny FOXO w regulacji CD20/MS4A1.

Istoinym dopelnieniem jest obserwacja, Ze salinomycyna zwigksza ekspresig CD20 (zaréwno na
poziomie powierzchniowym, jak i catkowitym) oraz konsekwentnie uwrazliwia komorki na CDC
indukowane przez przeciwciata anty CD20 w wielu liniach. Takie dziafanie wspiera wzrost aktywnosci
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promotora MS4A1 oraz dane wskazujace na udziat osi AKT-FOXO, przy jednoczesnym braku
przestanek, aby kluczowa role w obserwowanym efekcie odgrywaly NF kB lub prosta modulacja
SMAD2/3.

Cato$é rezultatéw prowadzi do wniosku o istotnym znaczeniu praktycznym wskazujacym, iz
projektowanie strategil faczacych terapie celowane z immunoterapia anty-CD20 powinno
uwzgledniaé wptyw zastosowanych lekéw na poziom CD20, a w konsekwencji na skutecznosé
mechanizméw efektorowych zaleznych od dopetniacza. Sposéb prezentacji wynikéw jest bardzo
czytelny i sprzyja krytycznej analizie danych.

llustracje dokumentujace badane zaleznoéci i wyniki sa zawarte w 36 rycinach i 7 tabelach.
Stanowia one kompletne i wiasciwe dopetnienie do przeprowadzonych testow i analiz.

Dyskusja

Dyskusja obejmuje 13 stron i zawiera odniesienie do aktualnej literatury [imponujaca liczba
pismiennictwa - 287 pozycjil]. Doktorantka przeprowadza krytyczna interpretacje uzyskanych
wynikéw, wskazujgc na ograniczenia | implikacje praktyczne .

Whioski

Doktorantka sformulowata 8 wnioskéw wynikajacych z uzyskanych wynikéw badar i danych
statystycznych, Sg one zwigzle, jednoznaczne | wskazuja na istotny oryginalny wklad w omawiang
problematyke.

Strona edytorska i jezyk

Praca jest czytelnie napisana w sposéb przemyslany. Mimo, skomplikowanej i zlozonej czeéci

eksperymentalno-badawczej dobrze sig ja czyta i dzigki konsekwentnego ukiadu rozdziatow

mozna tatwo znalezé wiasciwg tresé.

Bardzo drobne btedy literowe [Spis treci: ,dziatanlie zamiast ,dzialanie” oraz ,w mechanizmu” zamiast

W mechanizmie® (pozycja 1.4.3 na s. 5) czy w nagtowku i spisie tresci: ,chemioterapautykami” powinno

byé .chemioterapeutykami” (naglowek 1.3.5 na s. 28 oraz w spisie tresci)] w zaden sposéb nie

umniejszajg wartosci pracy.

Uwagi merytoryczne i pytania do Doktorantki

« Prosba o wyjaénienie czy schematy z Ryciny 1 i Ryciny 2 byly wykonane samodzielnie? Jesli nie,
zwykle powinno si¢ podaé Zrédto, na ktbrym wzorowano Ryciny.

 Czy Doktorantka planowala walidacjg ex vivo {cho¢ czesci badan) na materiale od pacjentow?

s Czy uzyskane dane sugeruja, ze jednoczesne podawanie inhibitora BTK/PI3K/AKT z anty-CD20

moze oslabia¢ skuteczno$é terapii u pacjentow?
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+ Jakie potencjaine biomarkery mozna by wdrozy¢ w przysziosci do praktyki Klinicznej, aby
przewidywa¢ spadek ekspresji CD20 u pacjentow otrzymujgcych terapig z udziatem inhibitoréw (np.
SYK/BTK lub elementdw szlaku PI3K/AKT)?

Podsumowanie i konkluzja
Rozprawa doktorska pt. ,Regulacja ekspresji antygenu CD20 przez szlak sygnalowy kinazy 3-
fosfatydyloinozytolu i kinazy AKT w komérkach nowotworowych wywodzacych sie z limfocytéw
B” stanowi samodzielne, rzetelnie przygotowane i merytorycznie wartociowe opracowanie, ktore
wnosi istotny wkiad w rozw0j wiedzy oraz poglebia rozumienie analizowanego zagadnienia. Praca
zostala opracowana w sposob przemyslany | konsekwentny, a przedstawione rozwaiania
charakteryzuja sig poprawnos$cia metodologiczng oraz przejrzysta strukturg wywodu. Postawione
cele badawcze zostaly w pelni zrealizowane, a dobdr zastosowanych metod naleZy uznaé za
kompleksowy i trafny do problematyki oraz zakresu przeprowadzonych badan. Uzyskane wyniki
sa przekonujaco oméwione, a wnioski zostaly sformutowane w sposob jasny i dobrze
uzasadniony.

Na podstawie przedstawionej rozprawy stwierdzam, iz spelnia ona wszystkie wymagania

stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z obowiazujacymi przepisami. W zwiazku z powyiszym

wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o

dopuszczenie Doktorantki lekarz Niny Miazek-Zapaly do dalszych etapdw postgpowania i

publicznej obrony pracy doktorskiej.

Jednoczesnie gratuluje Doktorantce przygotowania wartoSciowej pracy i Zycze dalszych

sukceséw w dziatainoci naukowej. Z uwagi na wysoki poziom merytoryczny rozprawy oraz jej

znaczenie dla rozwoju dyscypliny wnioskuje réwniez o wyréinienie niniejszej rozprawy
doktorskiej.
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