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Recenzja pracy doktorskiej lek. Niny Migzek-Zapatly pt.
~Regulacja ekspresiji antygenu CD20 przez szlak sygnatowy kinazy 3-fosfatydyloinozytolu i kinazy AKT w
komérkach nowotworowych wywodzacych sie z limfocytéw B”

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska lek. Niny Migzek-Zapaly zatytutowana ,Regulacja
ekspresji antygenu CD20 przez szlak sygnatowy kinazy 3-fosfatydyloinozytolu i kinazy AKT w komdrkach
nowotworowych wywodzacych sie z limfocytow B” ma forme monografii. Autorka opisuje stan dostepnej
wiedzy na temat immunoterapii zlosliwych limfoproliferacji wywodzacych sie z limfocytéw B i
mechanizmow efektorowych jednego z najpopularniejszych immunoterapeutykéw stosowanych w leczeniu
ww., rytuksymabu. Nastgpnie w pracy znajdujemy wprowadzenie w zagadnienia sygnalizacji
wewnatrzkomérkowej istotnej w kontekscie fizjologii limfocytéw B, biataczek B-limfocytarnych oraz
chioniakéw a takie opis zwigzkéw jonoforowych takich jak salinomycyna, ktére oprécz udowodnionego
dzialania  przeciwdrobnoustorowego stanowig interesujgca grupe kandydatéw na  leki
przeciwnowotworowe. Nastgpnie Doktorantka przechodzi do opisu celdow pracy, ktére definiuje w
kolejnosci jako: i} okreslenie wplywu inhibitoréw sygnalizacji przez receptor BCR na ilosé antygenu CD20 na
powierzchni komdrek nowotworowych wywodzacych sie z limfocytéw B, ii) okreélenie wpltywu inhibitoréw
kinaz SYK, BTK, PI3K i AKT na przeciwnowotworowy efekt przeciwciat monoklonalnych anty-CD20, iii}
opisanie modulacji icieiki PI3K/AKT majacej na celu zwigkszenie iloéci antygenu CD20 i aktywnosci
cytotoksycznej przeciwciat anty-CD20 wobec komérek docelowych, oraz iv) identyfikacje mechanizmu
odzdziatywania zwigzkéw jonoforowych na ilo$¢ antygenu CD20. W kolejnych rozdziatach pracy Autorka
przedstawia opis zastosowanych materiatéw i metod badawczych, obejmujacych szerokie spektrum technik
biologii komarki i biologii molekularnej. Wykorzystano m.in. hodowle komadrkowe in vitro ludzkich linii
nowotworowych wywodzacych sig z limfocytéw B, metody cytometrii przeplywowej do ilosciowej analizy
antygendw powierzchniowych i sortowania komérek, testy cytotoksycznosci zaleinej od ukladu
dopetniacza, a takie techniki biochemiczne i molekularne, w tym western blotting, ilosciowa analize
ekspresji genéw metodq qRT-PCR oraz testy aktywnosci promotora genu MS4A1 a takie metody modulacji
ekspresji genow, takie jak transdukcja lentiwirusowa oraz wyciszanie genéw z uiyciem systemu
CRISPR/Cas9. Rozdziat poswigcony wynikom badarh wilasnych zostal uporzadkowany w sposdb
odpowiadajacy sformutowanym celom pracy i obejmuje analize wptywu modulacji kluczowych elementéw
sygnalizacji receptora BCR oraz szlaku Pi3K/AKT na ekspresje antygenu CD20 i skutecznoéé dzialania
przeciwciat monoklonalnych anty-CD20. Autorka wykazuje znaczenie kinaz SYK, BTK, PI3K i AKT oraz biatek
z rodziny FOXO w regulacji ekspresji CD20. W tym samym kontekscie przedstawia takie wyniki dotyczace
dziatania salinomycyny i jej pochodnych. Dane te wskazujg na mozliwosé farmakologicznej modulacii iloéci
CD20 na powierzchni komoérek nowotworowych i przez to zwiekszenia efektywnoéci immunoterapii opartej
na przeciwciatach anty-CD20.

Ocena formaina pracy
Rozprawa doktorska zawiera sig w postaci wydruku w formacie A4, na ktdry sktada sig 4 strony spisu

rycini tabel, 7 stron wykazu uzywanych skrétéw, streszczenia w jezyku polskim i angielskim obejmujace po
jednej stronie, 23 strony wstepu, jedna strona wymieniajaca cele pracy, 20 stron opisu wykorzystywanych
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materiatéw i metod, 32 strony opisu wynikdw, 14 stron dyskusji, jedna strona podsumowujgca wnioski z
pracy oraz wykaz pismiennictwa zawierajacy sie na 24 stronach, chejmujacy 287 pozycji literaturowych. Do
pracy dolgczono takie skan pozytywnej opinii wiasciwe] komisji bioetycznej na temat prowadzonego
projektu badawczego. W sklad pracy doktorskiej wehodzi 7 tabel i 36 rycin.

Uklad pracy jest typowy dla podobnych monografii a wprowadzony podziat na rozdziaty i
podrozdzialy jest przejrzysty i dobrze wprowadza czytelnika w zagadnienie oraz dobrze odzwierciedla logike
i chronologie badan. Praca jest napisana starannie, wystepujg w niej co prawda pojedyncze bledy tzw.
literowki a kilka razy zamiast fachowego slownictwa zostaly uzyte kolokwializmy, niemniej przy tej objetosci
tekstu jest to zjawisko marginalne, ktdre nie wptywa na catoiciowy, pozytywny obraz pracy.

Merytoryczna ocena pracy

Tematyka podjeta przez doktorantke wpisuje sie w jeden z gtéwnych nurtéw badawczych zespotow
prof. Magdaleny Winiarskiej, a wczesniej zespotu prof. Jakuba Golaba, mianowicie modulacji szlakéw
sygnatowych prowadzacych do zmiany ekspresji antygendéw powierzchniowych komérek nowotworowych
i ich uwrailiwienia na immunoterapeutyki. Modelem badawczym uiytym w ramach prac nad rozprawg
doktorska byly ludzkie linie komdrek transformowanych nowotworowo, eksprymujace antygen
powierzchniowy CD20, przy czym najczesciej stosowano komdrki linii  Raji. Jako modelowe
immunoterapeutyki zastosowano przeciwciala anty-CD20 naleigce do tzw. typu |, czyli cechujgce sie
wysoka aktywnoscia CDC oraz wzglednie niskim potencjatem do wywolywania efektéw bezposrednich.
Najczesciej stosowano najpopularniejsze i historycznie pierwsze z ww. przeciwcial, rytuksymab, w
niektérych doswiadczeniach uzywano takie przeciwciata anty-CD20 drugiej generacji, ofatumumabu.
Doktorantka omowita szczegotowo we wstepie waing role, jaka mimo uplywu niemal 30 lat od pierwszej
rejestracji pelni rytuksymab jako podstawa licznych schematdw terapeutycznych oraz fakt, iz mimo prac
nad nowymi generacjami przeciwciat anty-CD20 nie s one w stanie w niektdrych wskazaniach przyniesdé
wieksza korzy$é dla pacjenta niz ich prototypowe przeciwciato. Czytelnik rozprawy doktorskiej otrzymuje
zatem jasny przekaz, iz strategie polegajace na modulacji komérek nowotworowych majgce na celu wicksze
uwrailiwienie ludzkich komérek biataczek i chloniakéw B-limfocytarnych na dotychczas stosowane
immunoterapeutyki to niezwykle istotny nurt badain biomedycznych nie tylko z naukowego ale takie z
praktycznego punktu widzenia.

W czedci wynikowej pracy Doktorantka zamiescita opis spéjnego cyklu doswiadczers, w ktérym
przeprowadzita kompleksowa analize mechanizmoéw regulujacych ekspresje antygenu CD20 w komérkach
nowotworowych wywodzacych sie z limfocytow B oraz ich znaczenia dla skutecznosci terapii przeciwciatami
anty-CD20. Wykazala m.in., iz farmakologiczna inhibicja kinaz SYK i BTK, jak rdwnie? ich wyciszenie na
poziomie ekspresji gendw, prowadzi do istotnego zmniejszenia ilosci CD20 na powierzchni komodrek oraz
wplywa na efektywnos¢ cytotoksycznego dziatania przeciwciat monoklonalnych, przy czym efekt ten nie byt
zwigzany ze zmiang ilosci blonowych inhibitoréw ukladu dopetniacza. W kolejnym doéwiadczeniu Autorka
wykazata przy pomocy techniki gRT-PCR, iz obserwowana zmiana jest zauwazalna na poziomie transkrypcji
genu MS4A1 a takie zademonstrowala, iz efekt obnizenia ekspresji CD20 uzyskany przez farmakologiczne
hamowanie kinaz SYK i BTK mozna takie uzyskac poprzez wyciszenie ekspresji ww. kinaz przez transdukcje
komdrek wektorami lentiwirusowymi zawierajgcymi shRNA wyciszajace kodujace je geny. Nastepnie
sprawdzono, czy farmakologiczne hamowanie innych sktadowych szlaku sygnalizacyjnego od receptora BCR
takich jak kinazy P13K oraz AKT rédwniei odtworzy efekt uzyskany przy hamowaniu kinaz SYK i BTK. Co
istotne, w tym oraz innych doswiadczeniach Doktorantka dotoiyta staran, aby do testéw wybra¢ steienia
inhibitoréw niepowodujace bezposredniego dzialania toksycznego wobec komdrek. Wobec potwierdzenia
hipotezy przetestowano uklad odwrotny, tzn. taki, w ktérym zwiekszenie aktywnosci kinazy AKT miato
skutkowac wzrostem ekspresji CD20 i przez to uwrailiwieniem komdrek na cytotoksyczne dziatanie
rytuksymabu. W tym celu postuiono transdukcjg retrowirusows, ktéra dostarczata do komorek sekwencje
kodujgca konstytutywnie aktywna kinaze AKT oraz marker fluorescencyjny GFP. Dojwiadczenie ostatecznie
potwierdzilo, iz przez zwiekszenie aktywnosci AKT mozliwe jest zwiekszenie iloici antygenu CD20 na
powierzchni. W kolejnych doswiadczeniach wykazano kluczowa role biatka efektorowego kinazy AKT,
FOXO1 w obserwowanym efekcie zwiekszenia ekspresji CD20. Otrzymane wyniki daly podwaliny pod
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kolejng czes¢ pracy majacq na celu przetestowanie mozliwosci zwickszenia ekspresji CD20 na komérkach
nowotworowych przez dziatanie farmakologiczne na kinaze AKT. W ramach tego zadania Doktorantka z
powodzeniem testowata zwigzki o charakterze jonoforéw, w tym wspomniang wczesniej salinomycyne,
ktora w stezeniu nietoksycznym dla komérek powodowata nawet czterokrotny wzrost ekspresji CD20 na
blonie komdrkowej i idace za tym zwigkszenie wydajnosci przeciwciat anty-CD20 w reakcji cytotoksycznoéci
zaleinej od dopelniacza.

Reasumujac, czesc doswiadczalna pracy doktorskiej cechuje sie réznorodnoscia technik biologii
molekularnej i bictechnologii, ktére zostaly zaprzegniete do wykonania spéjnego narracyjnie projektu
badawczego o istotnym znaczeniu zaréwno naukowym jak i klinicznym. Tym samym, Doktorantka wykazata
sie umiejetnoscia zastosowania ww. technik w praktyce a takie dojrzaty interpretacja otrzymanych
wynikow, czemu data wyraz w dyskusji obejmujacej zaréwno konfrontacje jej wynikéw z istniejaca literaturg
przedmiotu a takze oméwienie limitéw i ograniczer pracy, ktére nie pozwalaja jeszcze na tym etapie na
zaplanowanie badan klinicznych z udziatem salinomycyny i jej pochodnych, aczkolwiek sama praca stwarza
przestanki do kontynuacji badann podstawowych, np. w modelach in vive czy inicjacji innych badan
przedklinicznych.

Uwagi i komentarze (wraz z prosbg o odniesienie si¢ w czasie publicznej obrony pracy doktorskiej):

1) Strona 25 (wstep), zdanie: ,Antygenu {CD20 — przyp.) nie wytwarzajy wczesne komérki
prekursorowe ani plazmatyczne, dlatego nie ma ryzyka trwatego zniszczenia populaciji limfocytéw
B ani catkowitego uposledzenia odpowiedzi humoralnej podczas terapii rytuksymabem” — istnieja
doniesienia naukowe podnoszace problem niekompletnego odzyskiwania puli réznorodnych
klonéw limfocytéw B wobec stanu przed terapii, w szczegéinosci niektérych komdorek pamieci
immunologiczne], przez pacjentéw leczonych rytuksymabem.

2) Strona 26 (wstep) — Prosze o doprecyzowanie, co Doktorantka miata na mysli piszac o dzialaniu
dopelniacza po zwiazaniu rytuksymabu do antygenu CD20, uiywajgc pojecia ,czynniki
bakteriobdjcze”. Konkretnie chodzi o zdanie ,Jest to kanat perforujgcy btone komdrek B, przez ktory
z komaorki na zewnatrz wydostajq sie jony, substancje odiywecze i ATP, a do $rodka naplywa woda i
czynniki bakteriobdjcze”

3) Strona 27 (wstep): Zdanie w rozdziale poswieconym cytotoksycznosci zaleinej od przeciwciat
(ADCC) i fagocytozie zaleinej od przeciwcial (ADCP) moze bigdnie sugerowaé, iz FcyRIIl jest
gléwnym receptorem fagocytarnym, podczas gdy jego wplyw na fagocytoze jest poéredni - moie
on jedynie modulowa¢ ww. proces. Sugeruje rozdzieli¢ zdania odnoszace sie do komorek
efektorowych mechanizmu ADCC o ADCP. Kilka akapitéw poniiej znajduje sie opis tzw. efektu
szczepionkowego rytuksymabu (tj. wydajniejszej odpowiedzi na lek po jego kolejnym podaniach),
ktéry jest dos¢ watpliwy i stoi w kontrascie do opisywanego mechanizmu selekcji komdrek
opornych wskutek trogocytozy iflub ztuszczania i internalizacji antygenu CD20 pod wplywem
suboptymalnego stezenia leku w kompartmentach o niiszej biodostepnosci.

4) Strona 29 (wstep) — Na jakiej podstawie receptor CR1 (CD35) zostat uznany za mniej aktywny w
pordwnaniu do CD46, CD55 i CD59?

5) Strona 49 {(metody) — Czy jony Mg2+ i Ca2+ rzeczywiicie mogq inaktywowaé trypsyne, jak zostato
to ujete w pracy, czy tei idea uzywania buforu pozbawionego ww. podczas trypsynizacji komérek
ma inne przyczyny?
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6) Strony 54 i 55 {metody) — Czy przy analizie przeiywalnosci komoérek metodg inkorporacji jodku
propidyny, szczegdlnie w testach CDC, doktorantka dopuszcza moiliwodd, iz w relatywnie krotkim
czaste moie dochodzi¢ do fizycznej dezintegracji komaorek, wskutek czego otrzymujemy zanizony
wynik testu gdyz komoérki takie umykajg analizie i nie sg odczytywane przez cytometr jako Pl-
pozytywne?

7) Strona 67 imetody) — Doktorantka opisuje, iz we wszystkich eksperymentach (chyba, e zaznaczono
inaczej)] wykonywano minimum po 2 powtdrzenia biologiczne i 2 powtdrzenia techniczne.
Informacja ta wnosi niepewnoé¢, poniewai czytelnik nie wie, w ktdrych doswiadczeniach wykonano
rzeczywiscie tylko dwa niezalezne powtdrzenia a w ktorych trzy (co jest szercko przyjete dla
dziedziny biologii molekularnej i komdrkowej) lub wiecej. Nalezy jednak zauway¢, ie we wiekszosci
eksperymentéw widoczne jest bardzo niskie odchylenie standardowe, co dodaje wiarygodnosci
wynikom, poza nielicznymi wyjatkami jak np. na rycinie 28, przy ocenie ekspresji CD22.

8) Strona 75 {wyniki) — Zdanie dotyczace poréwnania dzialania inhibitorow kinaz BTK i 5YK z efektem
wyciszenia ekspresji ich genéw méwi iz ,,Upoéledzenie dziatania rytuksymabu bylo jednak mniejsze
niz w przypadku zastosowania inhibitoréw kinaz BTK lub SYK”, wobec czego nasuwa sie pytanie o
interpretacje takiego wyniku pod katem istnienia niespecyficznego dziatania inhibitoréw BTK i SYK.

9) Strony 81 i 87 — Jak wyniki Western Blottingu z ryciny 17, na ktérej widoczny jest brak dziatania
salinomycyny na aktywno$¢ kinazy AKT w komédrkach innych niz Raji, wspdlgra z wynikiem
przedstawionym dla tych linii na rycinie 23? Czy w liniach Pfeiffer i Karpas postuluje sie inny
mechanizm dziatania salinomycyny?

10) Bazowa przezywalnosé komdrek Raji na rycinie 22 réini sie znaczaco od tej przedstawionej na
rycinach 4 i 11. Z opisu pod rycing 22 moina wyczytaé, iz w doswiadczeniu uiyto 10% ludzkiej
surowicy podczas gdy w ogdlnym opisie metod i testéw CDC teoretyczna procentowos¢ surowicy
powinna plasowac sie w okolicach 16,6%. Czy jest to jedyna réZnica miedzy doswiadczeniami?

Wskazane powyzej uwagi i komentarze nie powinny umniejszac charakteru osiggniecia naukowego lek. Niny
Migzek-Zapaly. Oceniam je jako istotny wkiad w poznanie i rozumienie proceséw modulacji ekspresji
antygenow powierzchniowych komoérek chioniakdw i biataczek B-limfocytarnych, ktéry moie realnie
znaleZ¢é swoj ciag dalszy w badaniach przedklinicznych i klinicznych. Na uwage zastuguje tei fakt, iz czesc
wynikow zostala wykorzystana w publikacjach naukowych Zespolu wydanych przed przygotowaniem
rozprawy doktorskiej, co znacznie wplywa na ich upowszechnienie w obiegu naukowym. Niniejszym
stwierdzam, iz rozprawa doktorska speiia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668) i wnosze do Wysokiej Rady Dyscypliny
Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Doktorantki do dalszych
etapdéw przewodu doktorskiego.
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