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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Dziedzic

,» Charakterystyka molekularnego mechanizmu dziatania

innowacyjnych zwigzkdw matoczgsteczkowych w immunoterapii nowotworéw”
przygotowanej pod opiekg naukowg promotora prof. dr hab. Jolanty Jury

oraz promotora pomocniczego dr Pauliny Wegrzyn

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata wykonana w ramach programu
Ministerstwa Edukacji i Nauki ,Doktorat wdrozeniowy” oraz projektu ,,Rozwdj innowacyjnej
immunoterapii  nowotworéw litych celujagcej w immunosupresyjne mikrosrodowisko guza”
dofinansowanego przez Fundusz Unii Europejskiej - Program Operacyjny Inteligentny Rozwoj nr
POIR.01.01.01-00-0987/16-00. Poniewaz jest to ,,Doktorat wdrozeniowy”, ktdrego gtéwnym zadaniem
jest nawigzanie wspotpracy miedzy przemystem a uczelnig, niniejsza rozprawa zostata wykonana we
wspotpracy z firmg Ryvu Therapeutics. Opracowane przez firme i zsyntetyzowane zwiazki, bedace
potencjalnymi lekami w immunoterapii nowotworow, stanowig istotng podstawe do badan nad terapig
skoncentrowang na immunosupresji wywolanej adenozyng. Zatozeniem projektu byto stworzenie
podwdjnego antagonisty receptorow A2A i A2B o unikalnym profilu dziatania, ktory bedzie skuteczny
przy wysokich stezeniach adenozyny. Doktorantka w rozprawie doktorskiej skupia sie na
charakterystyce jednego sposrod 400 opracowanych przez firme zwigzkoéw, SEL330-639, ktory, jak to
okresla Doktorantka, we wstepnej charakterystyce wykazywat najlepsza aktywno$¢ i byt najbardziej
aktywnym zwigzkiem.

Uzyskane przez Doktorantke wyniki badan wskazujg, ze zwigzek SEL330-639 jest antagonistg
receptoréw adenozynowych A2A i A2B hamujacym produkcje cAMP oraz blokujacym przeptyw
kaskady sygnatowej wywotanej dziataniem agonisty. Zwigzek ten znosi immunosupresyjny efekt
adenozyny i przywraca funkcje efektorowe limfocytom T i komoérkom dendrytycznym. Pomimo, ze

zwigzek ten nie dziata w monoterapii w mysim modelu raka jelita grubego, to terapia skojarzona tego



zwigzku z przeciwciatem blokujgcym CTLA-4, skutkuje wieksza przezywalnoScig zwierzat w tym

modelu.

Rozprawa doktorska mgr Katarzyny Dziedzic zostata zredagowana w jezyku polskim, na 179
stronach standardowego maszynopisu, w oparciu o typowy ukfad. Po spisie tresci, utatwiajgcym
poruszanie sie po obszernej pracy, znajduje sie szesciostronicowy wykaz skrotow. Nastepnie zostato
umieszczone streszczenie w jezyku polskim iangielskim. Rozdziat 4. Wstep, skiadajacy sie z czterech
podrozdziatéw, wprowadza czytelnika w zagadnienia zwigzane z adenozyna, ktorajest gtdwnym celem
dziatania badanego zwigzku. W podrozdziale 1 zostata przedstawiona jej budowa, drogi syntezy,
metabolizm i transport oraz najwazniejszy aspekt roli adenozyny w konteks$cie wyzej wymienionego
Projektu, mianowicie jej rola w mikro$rodowisku guza. Czytajac ten podrozdziat czuje sie jednak
pewien niedosyt informacji na ten temat. Doktorantka do tego kluczowego w swojej pracy zagadnienia
podeszta w sposdb zbyt skrétowy, przez co osoby niezaangazowane bezposrednio w te tematyke, moga
odczuwaé pewien dyskomfort podczas lektury. Kolejny podrozdziat skupia sie na receptorach
adenozynowych, ich klasyfikacji, budowie oraz aktywacji. Ta cze$¢ jest bardzo szczegdtowo i
wyczerpujaco opisana. Nastepnie doktorantka przeprowadza czytelnika przez typy receptorow
adenozynowych, opisujac szczeg6towo profil ich ekspresji w ludzkich tkankach oraz ich regulacje, aby
przejs¢ do czesci: Rola adenozyny w organizmie cztowieka. Doktorantka opisata szczegétowo udziat
adenozyny w uktadach: krwionosnym, nerwowym, moczowym, kostnym i oddechowym. Podrozdziat
ten jest bardzo interesujacy dla czytelnika, ze wzgledu na opisang szeroka role adenozyny w réznych
jednostkach chorobowych. Ponadto sekcja ta zostata uzupetniona o najnowsze doniesienia zwigzane z
badaniami przedklinicznymi podar agonisty receptora A2Aw niwelowaniu negatywnych skutkow terapii
tlenem u chorych ze $rédmiazszowym zapaleniem ptuc towarzyszacemu COVID-19. Swiadczy to m.in.
0 zaangazowaniu Doktorantki w poszerzaniu tematyki zwiazanej z badaniami nad rolg ligandéw
receptorow adenozynowych. Kolejnym podrozdziatem wstepu jest Rola adenozyny w uktadzie
immunologicznym, w ktérym zostala przedstawiona szczeg6towo regulacja odpowiedzi
immunologicznej przez adenozyne, aby ostatecznie dojs¢ do najwazniejszego podrozdziatlu w
kontekscie niniejszej rozprawy Immunosupresja wywotana przez adenozyne w konteks$cie nowotworu.
Ostatni podrozdziat wstepu skupia sie na antagonistach i agonistach receptoréw adenozynowych typu
(Ki. Doktorantka szczeg6towo opisuje zastosowanie antagonistéw receptorow A2 w leczeniu

nowotwordw. Przedstawia charakterystyke nowych zwigzkéw, bedacych obecnie na etapie badan



klinicznych. Niemniej, po zakoniczeniu tego rozdziatu brakuje mi krétkiego podsumowania, w ktorym
Doktorantka na podstawie przytoczonych informacji, wskazataby, dlaczego do dalszych badan wybrata
takie a nie inne zwigzki referencyjne. Na stronie 54 znajduje sie opisany Cel Pracy, scharakteryzowany
jako wykonanie petnej charakterystyki antagonisty receptoréw adenozynowych A2A i A2B» Doktorantka
okreslita ponadto pie¢ celéw posrednich:

» Opracowanie modeli badawczych stuzacych do oceny aktywnosci zwigzkdw chemicznych w

komorkach uktadu odpornosciowego;

e Okreslenie poziomu i regulacji receptorow A2Ai A2Bna powierzchni badanych komoérek

*  Zbadanie aktywnosci antagonistow w modelach funkcjonalnych na poziomie tkanek

« Zweryfikowanie zasadnosci antagonizowania receptora A2B i tworzenia podwojnych

antagonistéw receptoréw adenozynowych

« Badania translacyjne zwigzku umozliwiajgce inicjacje badan klinicznych.
Nastepnie na 24 stronach znajduje sie Rozdziat Materiaty i metody, w ktérym Doktorantka opisuje
zastosowane w rozprawie doktorskiej techniki m.in. izolacje komérek, réznicowanie komdrek CD 14+
do komérek dendrytycznych, analize wigzania radioligandéw, wigzanie fluorescencyjnie znakowanego
agonisty do ludzkich komdrek PBMC, pomiar wewnetrznego poziomu cAMP, pomiar fosforylacji
czynnika transkrypcyjnego CREB, czy ekspresje genéw. Wszystkie zastosowane metody sg réznorodne
i nowoczesne. Znakomicie odpowiadajg najwyzszym standardom prowadzenia badan nad nowymi
potencjalnymi celami terapeutycznymi. Niemniej w opisie metod jest kilka drobnych bledéw, ale
zaliczaja sie one raczej do bledéw edytorskich niz merytorycznych, dlatego zostang wymienione
ponizej.
W dalszej czesci rozprawy na 33 stronach zostaty opisane Wyniki eksperymentow. Mgr Katarzyna
Dziedzic poréwnuje zwigzek SEL330-639 do czterech innych antagonistdw receptoréw
adenozynowych zaprojektowanych przez inne finny farmaceutyczne, bedacych w fazie badan
klinicznych. O ile we wstepie sg opisane trzy z nich, o tyle” tajemniczy” zwigzek Example 7 pojawia
sie dopiero w sekcji wyniki. Rezultaty badar Doktorantka przedstawita na 19 rycinach oraz w 7 tabelach.
Catos¢ jest opisana w sposob przejrzysty z elementami wstepnej dyskusji. Ta wiasciwa stanowi 8.
rozdziat i sktada sie z 20 stron. Doktorantka prowadzi jg w sposéb wywarzony, ttumaczac trudnosci w
uzyskaniu wynikéw, potencjalny wptyw innych czynnikéw na otrzymane wyniki, czy tez problemy
metodyczne. Po omowieniu wynikdéw znajduje sie rozdziat Wnioski kohcowe, ktére Doktorantka

zawarta w 11 punktach. Wynika z nich, ze postawione przez Doktorantke cele posrednie zostaty



osiggniete. Przedostatni rozdziat rozprawy stanowig Dane uzupetniajace, sktadajace sie z 7 rycin. Prace

doktorska wieniczy Bibliografia, sktadajgca sie 277 pozycji literaturowych.

Uwagi krytyczne

W streszczeniu Doktorantka zaznacza, ze aby oceni¢ aktywnos$¢ 400 nowo powstatych
zwigzkow, opracowano kaskade testow przesiewowych, w celu wytonienia najlepiej dziatajgcego
zwigzku. RoOwniez jednym z celéw posrednich niniejszej rozprawy byto opracowanie modeli
badawczych, stuzacych do oceny aktywnosci zwigzkow chemicznych. Czy Doktorantka moze
przedstawi¢, ktdre doktadnie modele badawcze zostaty przez Nig opracowane?

Szkoda, ze nie zostaly dotaczone do doktoratu informacje wskazujace, ktore eksperymenty
zostaty wykonane przez Doktorantke. Zwilaszcza w kontek$cie opublikowania czesci wynikow
rozprawy doktorskiej w wieloautorskiej publikacji: Release of adenosine-induced immunosuppression:
Comprehensive characterization of dual A2A/A2B receptor antagonist. Dziedzic K, Wegrzyn P,
Gatezowski M, Bonkowska M, Grycuk K, Satata G, Wiatrowska K, Wiklik K, Brzdzka K, Nowak M.
Int Immunopharmacol. 2021; 96:107645. Ponadto Doktorantka w dyskusji omawia przeprowadzony
eksperyment in vivo dla zwigzku SEL330-1046, dla ktérego zostaty przedstawione wyniki icAMP w
niniejszej rozprawie i odnosi sie do pozycji literaturowej nr 202. Gatezowski M, Dziedzic K, Wegrzyn
P, Gotas A, Bonkowska M, Grycuk K, Ogoérek M, Bobowska A, Szeremeta-Spisak J, Nowogrédzki M,
Satata G, tozinska -Raj I, i wsp., In vivo and in vitro characterization of RVU330 best-in-class dual
A2A/A2B adenosine receptor antagonist, Cancer Res. 80 (2020) 5555 LP-55555. Czy Doktorantka
moze przedstawié, ktére eksperymenty w ramach powyzszego doniesienia zostaty wykonane przez Nig
samodzielnie i stanowig cze$¢ rozprawy doktorskiej?

Podrozdziat 6.8. PCR w czasie rzeczywistym. Doktorantka opisuje, ze wyniki zostaty
opracowane w oparciu o gen referencyjny 18sRNA. Zazwyczaj uzywa sie kilka genow referencyjnych.
Dlaczego Doktorantka zdecydowata sie na wybor tego genu i czy to podejscie jest optymalne?

Podrozdzialy 6.2.2. oraz 6.2.3 lzolacja mysich splenocytéw zostata wykonana na samicach
myszy szczepu BALBc, natomiast izolacja szczurzych splenocytdw zostata wykonana na samcach
szczepu Wistar. W takim przypadku mamy nie tylko do czynienia z wpltywem rdznic gatunku, ale
rowniez pici na wynik eksperymentu. Istniejg doniesienia literaturowe $wiadczace o wptywie pici na
uktad immunologiczny. Jak w kontekScie tych opracowan Doktorantka interpretuje znaczenie

uzyskanych wynikéw?



Podrozdziat 6.18.1. Anestezja i pobranie materiatu. Dlaczego do badan wybrano az pie¢ roznych
metod pobierania krwi do badan. Uzycie surowicy do badan zniwelowatoby potencjalne problemy
zwigzane z wptywem antykoagulantdw na wyniki eksperymentu. Czy Doktorantka rozwazata uzycie do
badan surowicy? Ponadto, do powyzszych badan uzyto samic myszy BALBc oraz samcoéw szczepu
Wistar. Jakie byto zamierzenie Doktorantki, aby wprowadzi¢ do badan zmienng gatunkowsg oraz ptci?

Podrozdziat 7.1. Jak Doktorantka wyttumaczy brak ekspresji ADORA2B w linii komdrkowej
PC-12, podczas gdy przy uzyciu techniki Western Biot wykazata w tej linii komodrkowej prazek
odpowiadajacy receptorowi A2B?

Rozdziat 7.2. Jak zostal wykonany eksperyment kinetyki wiazania/dysocjacji w celu
wyznaczenia czasu oddziatywania z receptorem?

Rozdziat 7.14. Opis wynikéw tego eksperymentu jest niejasny. Doktorantka zaznacza, ze nie
byta mozliwa analiza subpopulacji izolowanych z PBMC z powodu matej objetosci krwi. Wobec tego
do badan uzyto pule pierwotnych mysich lub szczurzych splenocytdw. Jednak ze wzgledu na brak
opracowanych metod, nie wykonano aktywacji szczurzych limfocytow. Ponadto w tym eksperymencie
nie wykonano badan ze zwigzkiem SEL330-639, uzyto natomiast do analizy jego bliskg pochodna,
SEL330-1046. Czy Doktorantka moze bardziej szczegotowo omowic te czes¢ eksperymentu i powody,
dla ktorych zdecydowata sie uzy¢ inny zwigzek? Nie znalaztam w rozprawie struktury chemicznej
zwigzku SEL330-1046. Czy Doktorantka moze wykaza¢, ze wykorzystany do badan zwigzek SEL330-
1046 dziata w taki sam sposéb w innych testach jak badany zwiazek SEL 330-639?

Rozdziat 8. Dyskusja. Wydaje sig, ze najwazniejszy wynik majacy potencjalne przetozenie
translacyjne, zostat wykonany przy uzyciu zwiazku SEL330-1046. Natomiast nie ma takiego wyniku w
sekcji Wyniki, a autorka rozprawy odnosi sie do zacytowanej pozycji literaturowej 202; Gatezowski i
wsp., 2020.

Doktorantka odnosi sie kilka razy do danych nieumieszczonych w rozprawie doktorskiej,
niemniej istotnych w dyskusji. Ich prezentacja bardzo ulatwitaby ocene trafnosci interpretacji
prezentowanych wynikow.

Dyskutujgc wyniki eksperymentéw in vivo, doktorantka wskazuje, ze podanie zwiazku
SEL330-639 w dawce 5 mg/kg w potaczeniu z anty-CTLA-4, skutkuje najwyzszg przezywalnoscig
myszy z rakiem jelita grubego. Jak mozna wyttumaczy¢ fakt, ze wyzsze dawki badanego zwigzku
SEL330-639 w pofaczeniu z takg samg iloScig anty-CTLA-4 majg taki sam wplyw na przezywalnos¢
osobnikow jak po podaniu tylko anty-CTLA-4? Ponadto podanie zwigzku SEL330-639 w trzech

roznych stezeniach nie skutkowato poprawg przezywalnosci myszy z rakiem jelita grubego.



W podrozdziale 4.4.4. napisano, ze badania in vivo dowodzg, Ze antagonisci receptorow A2
wykazujg skuteczno$¢ w podaniu monoterapeutycznym, a zastosowanie ich w kombinacji m.in. z
inhibitorami punktéw kontrolnych, takich jak przeciwciato anty-CTLA4, powoduje zwiekszenie efektu
dziatania
obydwu komponentéw z osobna. Jaki mechanizm dziatania stoi wiec za obserwowanymi efektami

badan in vivo?

Poprawnos¢ redakcyjna rozprawy
Petnigc funkcje recenzenta jestem zobligowana do wskazania kilku uwag natury redaktorskie;j.

Doktorantka czesto uzywa skrotu agonista A2Amajac na mysli agonista receptora A2A Powinno
sie uzy¢ w takim przypadku skrétu A2aR;

W podrozdziale 4.4. Antagonisci iagonisci receptoréw adenozynowych w sposéb niefortunny
umieszczono akapit o allosterycznych modulatorach, ktéry moze sugerowac, ze sg to agonisci lub
antagonisci (str. 45);

Ryciny oraz tabele czesto sg w miejscach nieadekwatnych do ich zawartosci, np. Podrozdziat
4.4. (str. 46) rycina 8, przedstawiajaca schemat immunosupresji wywotanej adenozyng, mylnie zostata
przedstawiona w podrozdziale 4.4.1. Umiejscowienie jej w podrozdziale 4.3.3. utatwitoby czytelnikowi
lekture.

Podrozdziat 4.4.3. (str. 49) Tabela 1 Tuz pod nig rozpoczyna sie opis tabeli 2, ktora znajduje
sie na stronie 51. Taki spos6b umieszczenia rycin czy tabel sprawia, ze czytelnik ma trudnosci w
odnalezieniu sie w tekscie;

Podrozdziat 6.1.1. (str.55) Hodowla linii komérkowych; O ile Doktorantka wprowadzita krotki
opis linii komoérkowych: PCI 2 oraz HEK293 A2B, to nie ma zadnej informacji na temat linii
komorkowej KHYG-1. Dopiero w rozdziale Wyniki dowiadujemy sie, w jakim celu zostata
wykorzystana do badan ta linia komorkowa.

Podrozdziat 6.1.2. (str.55) Hodowla ludzkich komdrek CD4+, CD8+ - nie ma informacji z
jakiego materiatu zostaty wyizolowane ludzkie limfocyty T typu CD4+ oraz komorki CD8+.

Rycina 27. przedstawia krzywe przezywalnosci myszy w trakcie eksperymentéw in vivo. Na
rycinie zwigzek SEL330-639 zostat opisany jako SLV-20356. Nie zostato to opisane w tekscie rozprawy
doktorskiej.



Ocena koricowa

Wymienione powyzej zastrzezenia nie wplywajg w zaden sposéb na pozytywny odbior
przeprowadzonych eksperymentow i sposobu ich opisu w recenzowanej rozprawie doktorskiej. Zdajac
sobie sprawe ze wszystkich napotkanych probleméw natury pozyskania materiatu do badan oraz
optymalizacji niektérych metod badawczych, tym bardziej doceniam fakt, ze udato sie Doktorantce
uzyskac¢ interesujacy zestaw danych, bedacych podstawg do dalszych badar zwigzku SEL330-639 w
terapii nowotworow. Ponadto, rozprawa doktorska spetnia kryteria Doktoratu Wdrozeniowego, co

stanowi dodatkowa warto$¢ recenzowanej pracy.

Stwierdzam zatem, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr Katarzyny Dziedzic spetnia warunki
okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z
2018 r. poz. 1668 z pozn. zm.). i wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu

Jagiellonskiego w Krakowie o dopuszczenie mgr Katarzyny Dziedzic do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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