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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Kingi Michalik pt.:
»,R0zZWOj metod badawczych opartych o biatka rekombinowane do charakterystyki potencjalnych
lekobw w immunoterapii nowotworow"
przygotowanej na Wydziale Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie oraz w firmie Ryvu Therapeutics
napisanej pod kierunkiem dr hab. Anny Wisniewskiej-Becker, prof. UJ
oraz dr. Stefana Chmielewskiego.

Rozprawa doktorska mgr Kingi Michalik dotyczy optymalizacji oraz wykorzystania
adekwatnych metod eksperymentalnych do identyfikacji modulatoréw celéw biatkowych w
wybranych szlakach immunologicznych z potencjalnym zastosowaniem w immunoterapii
nowotworow, ze szczegdlnym uwzglednieniem roli biatka STING (ang. Stimulator Of Interferone
Genes), RIG-1 (ang. Retinoic Acid-Inducible Gene ) oraz HPKI (ang. Hematopoietic Protein Kinase 1).

Immunoterapia nowotwordéw to trend, ktéry odgrywa coraz istotniejsza role we wspotczesnej
onkologii. Wprowadzenie do szerokiego uzytku przeciwciat monoklonalnych i inhibitoréw kinaz
tyrozynowych stanowito ostatni wielki przetom w leczeniu nowotworéw. Na poczatku XXI wieku
badacze powrdcili do koncepcji przywrdcenia wiasciwego dziatania mechanizmu uktadu
odpornosciowego pacjenta w walce z chorobg nowotworowg. Ten trop okazat sie strzatem w
dziesigtke. Leczenie wielu nowotworéw w najblizszych latach moze zdominowa¢ immunoterapia
aktywizujgca uktad immunologiczny chorego. Obecnie trwajg zaawansowane badania kliniczne nad
zastosowaniem réznych czasteczek immunokompetentnych w wielu typach nowotwordw.
Immunoterapia nowotworéw - obok chirurgii, radioterapii, chemioterapii oraz terapii
ukierunkowanych molekularnie - zostata uznana za podstawowg (i bardzo perspektywiczng) metode
leczenia nowotworow zitosliwych. Odkrycie czasteczek immunokompetentnych, ktore potrafig
hamowac¢ interakcje komoérki nowotworowej z komorkami prezentujgcymi antygen czy komorkami
efektorowymi, stanowi Zrédto wielkiego postepu w onkologii i onkohematologii. Wiedza badaczy i
naukowcéw na temat immunoterapii nowotworéw dynamicznie sie poszerza. Pojawiajg sie nowe
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koncepcje, a na Swiecie prowadzi sie obecnie setki badan klinicznych oceniajgcych skutecznos$¢

i bezpieczenstwo nowych czgsteczek w leczeniu raka.

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Przedstawiona do recenzji rozprawa jest stosunkowo obszerna - podstawowy tekst liczy
314 stron, ktéry poprzedzony jest wykazem skrotow, streszczeniem w jezyku polskim i
angielskim. Spis wykorzystanych zrédet zawarty jest na 33 stronach. W teks$cie zamieszczono
znaczna liczbe, bo az 120 rysunkdéw, ktore nadaja wiekszg przejrzystos¢ prowadzonym
rozwazaniom oraz 54 tabele zawierajgcych niezbedne zestawienia, klasyfikacje a dane
obliczeniowe uzupetnione sg 17 réwnaniami.
Praca napisana jest poprawnym izrozumiatym jezykiem. Podkreslam to jako ceche pozytywna,
ze wzgledu na czesto spotykang w tego typu opracowaniach styl postugiwania sie zargonem
naukowym i laboratoryjnym. W nielicznych miejscach mozna spotkaé zapozyczenia i kalki
jezykowe z angielskiego (np. target zamiast cel), jednak sg to okreSlenia powszechnie
stosowane w tematyce zagadnienia naukowego poruszanego przez doktorantke inie budza one
istotnych kontrowers;ji.
Od strony formalnej praca nie wzbudza zastrzezen. Rysunki sg wykonane niezmiernie starannie
i wiasciwie opisane, a powotywanie sie na zrédfa jest prawidtowe. Uklad rozprawy jest logiczny
i przejrzysty.
Promotorem ocienianej pracy doktorskiej jest dr hab. Anna Wisniewska-Becker, prof. UJ.
Dysponuje ona dos$wiadczeniem i znaczacym dorobkiem naukowym w zakresie tematyki
ocenianej rozprawy doktorskiej, doktorantce zapewniona zostata bardzo dobra opieka w
ramach wykonywanej pracy. Funkcje promotora pomocniczego peini dr Stefan Chmielewski,
Kierownik Dziatu Badan nad Immunoonkologig Translacyjng w Ryvu Therapeutics.

OCENA KOMPETENCJI DOKTORANTKI ~ NA PODSTAWIE LITERATURY PRZEDMIOTU
WYKORZYSTANEJ W ROZPRAWIE

Stan wiedzy Autorki rozprawy z zakresu wybranej problematyki badawczej oceniam na
podstawie zakresu i sposobu zrelacjonowania pis$miennictwa dotyczacego obszaru podjetych
badan. Uwazam, ze wazne jest, aby kazdy autor pracy naukowej potrafit krytycznie wyznaczy¢
granice wiedzy i obszaru wymagajacego poznania, aby dzieki temu umozliwi¢ ocene wtasnego
wkiadu w rozwo6j nauki. Wykaz literatury podanej na korcu opracowania jest obszerny-jak juz
wskazywatam wczesniej w recenzji - zawiera 369 publikacji. Autorka podaje znaczng czesé
wspdiczesnych publikacji majacych istotng wartos¢ dla prowadzonych rozwazan, a gdy podaje
publikacje starsze to raczej w kontekscie rysu historycznego, prac klasycznych, wybitnych
pozycji, mieszczacych sie w centrum problematyki objetej zakresem rozprawy doktorskiej. Taki
dobdr literatury pozwolit Autorce uzyskaé szerokg iciekawg perspektywe, w ten sposob buduje
solidny fundament, na ktérym opiera sie zasadnicza cze$¢ pracy, nawet dla osoby nie bedacej
ekspertem w onkologii. Odnosi sie wiec wrazenie, ze dobor zrodet jest kompletny, a takze w
znacznym stopniu nieprzypadkowy. Czes$¢ literaturowa pracy doktorskiej nie pozostawia



niedosytu. Chociaz cze$¢ wprowadZ ajgca nie ma waloru oryginalnosci, jest niewatpliwie
uzyteczna, a nawet niezbedna z punktu widzenia catosci opracowania.

OCENA PRACY

Celem przedtozonej do recenzji rozprawy doktorskiej byl proces optymalizacji oraz
wykorzystania adekwatnych metod eksperymentalnych do identyfikacji modulatoréw celéw
biatkowych w wybranych szlakach immunologicznych z potencjalnym zastosowaniem w
immunoterapii nowotworéw. Wybrane przez Doktorantke cele molekularne to biatka STING,
RIG-I oraz HPK1. Na szczeg6lng uwaga zastuguje fakt, ze badania wykonywane przez
Doktorantke byly prowadzone w ramach | edycji programu Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego pt. ,,Doktorat wdrozeniowy". Tym samym nalezy podkresli¢ walory praktyczne pracy,
w ramach ktorej Doktorantka opracowata mozliwe do wdrozenia w praktyce firmy unikalne
narzedzia badawcze do osiggniecia celéw praktycznych o potencjalne wdrozeniowym w
zakresie poszukiwania nowych lekbw w immunoterapii.
W ramach ogdlnego celu pracy Doktorantka wyrdznita trzy szczegdtowe cele badawcze
(opisane w rozprawie na stronach 46-48) dla kazdego z badanych celéw terapeutycznych.

Przedstawione w rozprawie doktorskiej badania wpisujg sie w koncepcje
najnowoczes$niejszych strategii badan immunoterapeutykow. Podjecie przez Doktorantke
niniejszego tematu badawczego uwazam za uzasadnione i niezwykle wazne m.in. w zwigzku ze
statym wydtuzaniem sie dtugosci zycia i nierozigcznie z tym zwigzanymi prognozami
zachorowalnosci i umieralnosci na nowotwory ztosliwe w Polsce (i na swiecie). Dziatalnos¢
badawcza Doktorantki w tym zakresie jest innowacyjnym i twérczym wkiadem do
nowoczesnego systemu wskazania skutecznej immunoterapii. Warto zaznaczy¢é w tym miejscu,
ze zaledwie 3 lata po docenieniu przez Komitet Noblowski prac prof. Jamesa P. Allisona z USA
oraz Tasuku Honjo z Japonii (za ich wkiad w rozwoj immunoterapii nowotwordw), dyskutujemy
wyniki dotyczace opracowania adekwatnych metod biochemicznych i biofizycznych
pozwalajgcych na identyfikacje i charakterystyke matoczasteczkowych zwigzkbw mogacych
modulowa¢ aktywno$¢ wybranych bialek zaangazowanych w procesy immunologiczne i
aktywowa¢ uktad immunologiczny do walki z nowotworem.
Zatozone badania obejmowaly prace eksperymentalne z udziatem biatek rekombinowanych na
wczesnym etapie rozwoju nowych lekow, w szczegdlnosci optymalizacje wybranych metod
biofizycznych oraz biochemicznych oraz dostosowanie ich do testow wysokoprzepustowych dla
znalezienia nowej materii chemicznej, a takze w celu gtebszej charakterystyki wybranych
zwigzkow dla lepszej predykcji dziatania zwigzkéw w modelach komoérkowych oraz zwierzecych.

Nie beda streszcza¢ przeprowadzonych badan, sam ich zakres oraz ilo§¢ poddanych badaniu
celéw jest niezmiernie szeroki i obejmuje pelen wachlarz metod oraz charakterystyke zjawisk
biofizycznych i biochemicznych wykorzystanych w badaniach w ramach rozprawy. Metody te
obejmowaly badanie przesuniecia termicznego biatek, wykorzystanie zjawiska polaryzacji
fluorescencji, termoforeze w mikroskali, plazmonowy rezonans powierzchniowy, enzymatyczng



charakterystyke kinaz i ATPaz, liczne modele opisujace aktywnos$é zwigzkéw w testach

biochemicznych czy wysokoprzepustowe testy przesiewowe.

Dla wszystkich przeprowadzonych badan: 1) badaniach nad biatkiem STING, 2) pracach nad
kinazg HPK1 oraz 3) badaniach nad biatkiem RIG-I Doktorantka rzetelnie przedstawia wyniki
podsumowujac kolejno osiggniete cele (np. przejrzyscie przedstawione w Tabeli 15). W oparciu
0 uzyskane wyniki kolejno typuje kandydata do badan przedklinicznych (dla biatka STING);
dokonuje charakterystyki inhibitoréw kinazy HPK1 oraz negatywnie weryfikuje wstepng
hipoteze dotyczaca aktywacji RIG-1 w uktadzie komdrkowym poprzez zahamowanie aktywnosci
ATPazowej tego biatka, potwierdzajgc tym samym wdrozeniowy charakter rozprawy.

OCENA WARTOSCI NAUKOWEJ] ROZPRAWY

Rozprawa doktorska powinna prezentowaé¢ ogdlng wiedze teoretyczng kandydata w
dyscyplinie oraz umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, a przedmiot
rozprawy doktorskiej powinien stanowi¢ oryginalne rozwigzanie problemu naukowego,
oryginalne rozwigzanie w zakresie zastosowania wynikéw wiasnych badan naukowych w sferze
gospodarczej lub spotecznej (za Artykut 187.1, punkty 1-4 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. -Prawo
0 szkolnictwie wyzszym i nauce). Dodatkowo biorac pod uwage charakter programu MNiSW
».Doktorat wdrozeniowy", ktory nie zaklada stawiania klasycznych hipotez badawczych
sprawdzanych w badaniach podstawowych, ale odpowiednie opracowywanie nowych i
wykorzystanie istniejgcych narzedzi badawczych do osiggniecia celéw praktycznych, (tu:
wskazania nowych lekéw w immunoterapii) z przekonaniem stwierdzam, ze powyzsze wymaogi
spetnia zarbwno recenzowana praca, jak i kandydatka na doktora. Rozprawa ma charakter
pracy metodologicznej ukierunkowanej na optymalizacie metod biochemicznych i
biofizycznych pozwalajgcych na identyfikacje oraz charakterystyke nowych zwigzkow
chemicznych bedacych aktywatorami odpowiedzi immunologicznej z potencjalnym
zastosowaniem w immunoterapii nowotworéw. Celem zwigkszenia szansy wyltonienia
kandydata do badan klinicznych o najwiekszym potencjale terapeutycznym oraz mozliwosci
komercjalizacji, Doktorantka prowadzita badania dla trzech celéw biatkowych zaangazowanych
w procesy immunoonkologiczne: STING, HPK1 oraz RIG-I. Zaproponowane podejscie pozwolito
na zwiekszenie szansy osiggniecia sukcesu ze wzgledu na rdéznice w ekspresji biatek w réznych
podtypach uktadu odpornosciowego oraz w typach nowotwordéw zwigzanych z konkretnym
badanym biatkiem; pozwolito réwniez na wybér najbardziej obiecujacej $ciezki terapeutycznej.
Wiarygodno$¢ swoich badan Doktorantka potwierdzita szeregiem testéw istotnosci
statystycznych. Ponadto, wykraczajac poza zakres niniejszej rozprawy, Doktorantka umiejetnie
odniosta wyniki badan wiasnych do wynikéw uzyskanych z modeli komdrkowych
przeprowadzonych w grupie drJolanty Mazurek, Macieja Kujawy idra Stefana Chmielewskiego.
Powyzsze udowadnia wysokg wartosci predykcyjnej otrzymanych wynikéw. Cenng
umiejetnoscia Doktorantki jest zwiezte formutowanie mysli oraz jasne formutowanie wnioskow
1prezentowanie wynikow prowadzonych badan. Na podstawie wynikéw obszernych badan
Doktorantka sformutowata wnioski podsumowujace, ktére odzwierciedlaja najistotniejsze

elementy pracy.



OCENA KONCOWA | KONKLUZJA

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze cel pracy zostat w petni zrealizowany, a uzyskane
wyniki sg oryginalnym osiggnieciem Doktorantki, ktéra wysmienicie opanowata wymagajacy
warsztat badawczy. Przedtozona do oceny rozprawa doktorska magister Kingi Michalik
przygotowana jest znakomicie, wyniki przedstawione sg klarownie, z olbrzymig dbatoscig o
ikonografike. Zastosowana metodyka jest nowoczesna i nie budzi zastrzezen oraz $wiadczy o
ogromnej pracowitosci i doskonatym przygotowaniu merytorycznym Doktorantki.

Opiniujac pozytywnie recenzowang prace doktorskg pt. ,,Rozwdj metod badawczych
opartych o bialka rekombinowane do charakterystyki potencjalnych lekéw w immunoterapii
nowotworéw" stwierdzam, iz spetnia ona warunki okre$lone w artykule 187 Ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym inauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pdzn. zm.). oraz
wnoszg do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne UJ o dopuszczenie Pani mgr Kingi Michalik do
dalszych etapdw przewodu doktorskiego. Uwazam, rowniez, ze praca doktorska kwalifikuje sie

do wyro6znienia.



