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Recenzowana rozprawa doktorska pt.
~Regulacja ekspresji antygenu CD20 przez szlak sygnalowy kinazy 3-
fosfatydyloinozytolu i kinazy AKT w komérkach nowotworowych wywodzgceych sig 2
limfocytéw B”
zostala przygotowana przez lek. Nin¢ Migzek-Zapale
w Zakladzie Immunologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
pod kierunkiem dr hab. n. med, Magdaleny Winiarskiej
Oraz promotora pomocniczego dr n. med. Malgorzaty Bobrowicz
Rozprawa zostala przedlozona w celu uzyskania stopnia doktora nauk medycamych § nauk o
zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne.

Ocena wyboru tematu i znaczenia problemu badawczego

Tematyka rozprawy obejmuje bardzo istotne zagadnienia z dziedzin immunologii nowotworow
oraz hematoonkologii. Doktorantka zdecydowata sie podjaé temat regulacji ekspresji antygenu
CD20 — niezwykle istotnego celu terapeutycznego w leczeniu nowotworéw wywodzgcych sie
limfocytéw B.

Przeciwciata skierowane przeciw czgsteczee CD20, w szczegdlnosci rytuksymab, 53 stosowane
w medycynie od wielu lat, jednak mechanizmy zwigzane ze zmiennoscia ekspresji CD20 a co
za tym idzie skutecznosci immunoterapii nie zostaly w petni poznane. Problem opornosci
pierwotnej i wtémej na leczenie anty-CD20 jest istotny klinicznie. Proba odpowiedzi na to
pytanie nadaje pracy istotny charakter aplikacyjny.

W swojej rozprawie Autorka trafnie identyfikuje szlak PI3K/AKT Jjako potencjalny regulator
ekspresji CD20, a jednoczesnie Jjako Sciezke czesto modulowang farmakologicznie w terapii
choréb  limfoproliferacyjnych, Wybdr salinomycyny jako zwigzku  modelowego. o
udokumentowanym dzialaniu przeciwnowotworowyn i plejotropowym, dodatkowo podkresla
nowatorski charakter badan.

Cele pracy i hipoteza badawcza

Cele pracy zostaty sformulowane Jasno, logicznie i sa konsekwentnie realizowane w toku badan
cksperymentalnych. Gléwnym celem byla weryfikacja hipotezy o mozliwosci regulacji
ekspresji CD20 poprzez sziak PI3K/AKT, natomiast cele szczegolowe obejmowaly analize
wplywu inhibitoréw wybranych kinaz oraz ocen¢ potencjainego wykorzystania salinomycyny
jako czynnika zwiekszajgcego skutecznodé immunoterapii anty-CD20.

Przeglad literatury

Wstep rozprawy stanowi obszerny, dobrze uporzagdkowany i merytorycznie dojrzaly przeglad
literatury, obejmujgey zaréwno aspekty kliniczne, jak i molekularne patogenezy nowotwordw
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B-komérkowych, Autorka wykazuje bardzo dobra znajomos¢ aktualnego stanu wiedzy.
umieietnie taczac dane epidemiologiczne, kliniczne oraz mechanistyczne. Moje szczegbine
uznanie znalazlo klarowne przedstawienie mechanizméw dzialania przeciwcial anty-CD20,
rzetelna analiza znanych mechanizméw opornosci na lecznie przeciwciatami anty CD20 oraz
logiczne wprowadzenie roli szlaku BCR oraz PI3K/AKT w regulacji funkcji limfocytow B.
Dobér cytowanej literatury jest adekwatny, aktualny i obejmuje kluczowe publikacje z
renomowanych czasopism naukowych.

Material i metody

Czesé¢ metodologiczna zostala opracowana bardzo szczegélowo i poprawnie. co $wiadezy o
wysokim poziomie warsztatu badawczego Doktorantki. Zastosowano szeroki panel
nowoczesnych technik biologii komdrki i molekulamej, w tym: hodowle komorkowe,
cytometrie przeptywows z ilociowg oceng antygenéw powierzchniowych jak i sortowania
komérek. metody biologii molekularnej (QRT-PCR, analiza aktywnosci promotora),western
blotting, manipulacje genetyczne (ShRNA, CRISPR/Cas9, nadekspresja gendw). testy
cytotoksyeznosei zaleznej od dopetniacza (CDC).

Dobér modeli in vitro jest przemyslany i pozwala na uogdlnienie uzyskanych obserwacji.
Analiza statystyczna zostala przeprowadzona w sposob prawidiowy,

Wryniki i ich interpretacja

Przedstawione dane sa obszerne, logicznie uporzadkowane i ilustrowane czytelnymi rycinami
oraz tabelami. W rozprawie wykazano, ze drobnoczasteczkowe inhibitory kinaz szlaku
sygnatowego PI3K/AKT powodujg spadek ilosci CD20 na powierzehni komorek
nowatworowych, przekfadajgey si¢ na obnizenie skutecznosci dzialania przeciwcial
monoklonalnych anty-CD20 w mechanizmie cytotoksycznosci zaleznej od dopehiacza (CDC).
Doktorantka wykazala rowniez, ze ilo$¢ antygenu CD20 na powierzchni komoérek
nowotworowych pochodzenia limfocytarnego zwigksza si¢ w wyniku aktywacji szlaku
sygnatowego PI3K/AKT/FOXO. W pracy przedstawiono dowody na to, Ze bialka z rodziny
FOXO pelnig funkcje negaty wnych regulatorow transkrypcii genu MS4A1 kodujgcego antygen
CD20. Istotnym elementem rozprawy jest wykazanie, iz salinomycyna prowadz do
zwickszenia aktywnoscl kinazy AKT w wybranych liniach komorkowych wywodzgcych sig z
limfocytéw B.

Co szczegolnie istotne z punktu widzenia aplikacyjnego, wykazano. ze salinomycyna 1
pochodne z grupy jonofordw nasilajy przeciwnowotworowe dzialanie rytuksymabu i
ofatumumabu wobec komérek nowotworowych poprzez zwigkszenie ilosci CD20 na ich
powierzehni.

Na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorantka zaproponowata mechanizm regulacji
ekspresji CD20 indukowane]j przez salinomycyng, obcjmujgey pozytywna regulacie szlaku
PI3K/AKT oraz jednoczesng negatywna regulacje aktywnosci czynnika transkrypeyinego
FOXO!.Na szczegbine podkreslenic zastuguje wielopoziomowe podejscie analityczne,
obejmujace oceng ekspresji genu, biatka catkowitego oraz biatka powierzchniowego, a takze
funkcjonalng ocene skutecznosci immunoterapii.
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Dyskusja

Dyskusja zostata napisana w sposéb dojrzaly, krytyczny i $wiadczacy o bardzo dobrej orientacji
Autorki w aktualnym stanie badan. Wyniki wlasne zostaty wiasciwie odniesione do danych
literaturowych, a wnioski formulowane 8§ ostroznie 1 bez nadinterpretacji. Autorka trafnie
wskazuje potencjalne implikacje translacyjne uzyskanych wynikéw, jednoczesnie zaznaczajac
ograniczenia badan in vitro.

Uwagi krytyczne

Praca jest bardzo starannie przygotowana. Moje uwagi krytyczne maja charakter drugorzedny
i nie wplywajg na wysckg oceng merytoryczng rozprawy (dotycza glownie drobnych aspektow
redakcyjnych i stylistycznych).

Podsumowanie

Na podstawie analizy przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej lek Niny Migzek-Zapaly
pt. Regulacja ekspresji antygenu CD20 przez szlak sygnatowy kinazy 3-fosfatydyloinozytolu i
kinazy AKT w komarkach nowotworowych wywodzgeych sig z limfocytow B” stwierdzam, ze
rozprawa ma charakter oryginalnej pracy naukowej, kidra dostarcza informaciji istoinie
poszerzajgcych wiedze z zakresu z immunologii nowotworéw oraz hematoonkologii
Doktorantka, podejmujac si¢ tematyki badawczej. wykazala si¢ wiedzg teoretyczng z zakresu
podjctej tematyki badawczej, uzasadnila cel przeprowadzonych badan, odpowiednio je
zaplanowata i zrealizowala. Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
spefnia wymagania Ustawy Prawo o szkolnictwie WyZszyin i nauce, art. 187 ust. 1 i 2 zdnia 20
lipca 2018 roku i wnioskuje o dopuszczenie lek Niny Migzek-Zapaly do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
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