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rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Dziedzic

,» Charakterystyka molekularnego mechanizmu dziatania innowacyjnych
zwigzkéw matoczasteczkowych w immunoterapii nowotworow

Jedng z typowych cech definiujgcych komorki nowotworowe jest ich zdolnos¢ do
dynamicznego ksztattowania’lhamowania odpowiedzi immunologicznej (Hanahan D,
Weinberg RA. Hallmarks of cancer: the next generation. Cell. 2011 Mar 4;144(5):646-
74.) Zdobycze nauk podstawowych wyjasniajgce zasady i mechanizmy interakcji
miedzy komoérkami  nowotworowymi a jego mikrosrodowiskiem i uktadem
immunologicznym staly sie podstawa opracowywania skutecznych form terapii
dostepnych dzi$ w leczeniu tej grupy choréb. Z tego wzgledu, immunoonkologia stanowi

niezwykle dynamicznie rozwijajaca sie i obiecujgcg dziedzine nauk medycznych.

Jedng z wazniejszych cech mikrosrodowiska nowotworu, ktéra zaburza lokalng

odpowiedz immunologiczng przeciwko komdérkom nowotworowym, jest uwalnianie
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matoczgsteczkowych metabolitbw o immunosupresyjnym dziataniu. Nalezy do nich
adenozyna, wigzgca sie do receptoréw adenozynowych na powierzchni limfocytow i
innych komorek ukladu immunologicznego. Wigzanie tego metabolitu do receptorow
wylacza aktywnos$¢ przeciwnowotworowg tych komoérek. Z tego wzgledu, strategia
hamowania oddzialywania adenozyny z jej receptorami w celu przywrdcenia
immunologicznej odpowiedzi przeciwnowotworowej jest bardzo intensywnie

rozwijanym kierunkiem badan.

W przedstawionej mi do recenzji pracy Doktorantka podejmuje sie badan nad
dziatlaniem stworzonych w Ryvu Therapeutics antagonistéw adenozyny , blokujacych
dziatanie receptordw A2a i A2b. Zwazywszy na trendy epidemiologiczne dotyczace
zachorowalnosci na nowotwory i perspektywy/kierunki rozwoju terapii, tak
sformutowany temat pracy, zwlaszcza w kontek$cie zastosowan nowych antagonistow
adenozyny o potencjale Klinicznym, jest wyjatkowo potrzebny i aktualny. Celem
gtdbwnym pracy byla petna charakterystyka antagonisty receptoréw adenozynowych
A2a i A2b zsyntetyzowanego w ramach projektu "Rozwdj innowacyjnej immunoterapii
nowotwordéw litych celujgcej w immunosupresyjne mikrosrodowisko guza". Posrednie
cele pracy Doktorantka definiuje nastepujaco:

a) opracowanie modeli badawczych stuzacych do oceny aktywnosci zwigzkéw
chemicznych w komérkach uktadu odpornosciowego,

b) okreslenie poziomu i regulacji receptorow AZa i A2 na powierzchni badanych
komorek,

¢) zbadanie aktywnosci antagonistow w modelach funkcjonalnych na poziomie tkanek,
d) zweryfikowanie zasadnos$ci antagonizowania receptora A2 i tworzenia podwojnych
antagonistéw receptoréw adenozynowych,

e) badania translacyjne zwiazku umozliwiajgce inicjacje badan klinicznych.

Praca zostala wykonana w ramach programu Ministerstwa Edukacji i Nauki ,Doktorat
Wdrozeniowy oraz projektu POIR ,Rozwdj innowacyjnej immunoterapii nowotworow

litych celujacej w immunosupresyjne mikrosrodowisko guza”.
Rozprawa przedstawiona mi do oceny posiada konstrukcje typowa dla tego typu

opracowan i obejmuje wstep, przedstawienie celéw i zakresu pracy, opis materiatlow i

metod, wyniki, dyskusje oraz wnioski. Rozprawe uzupetniajg streszczenie w jezyku
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polskim i angielskim, spis uzytych skrotow oraz 277 dobrze dobranych pozycji
piSmiennictwa.

We wstepie pracy, zgodnie z jej tytutem, szczegllna uwage Autorka poswieca
molekularnym mechanizmom syntezy i oddzialywania adenozyny. Autorka
szczegbtowo omawia szlaki syntezy i metabolizmu adenozyny, mechanizméw jej
dzialania na swoiste receptory, szlaki transdukcji sygnatu i biologiczng charakterystyke
znaczenia tego zwigzku w konteksScie dziatania ukladu odpornosciowego (ale i w
dziataniu innych uktadow). Ta cze$¢ pracy wskazuje na bardzo gteboka wiedze autorki,
jednak w kontekScie tematu pracy brakuje tu rozdzialu szerzej omawiajacego zjawiska
immunologiczne zachodzace w obrebie guza iinne niz adenozyna przyczyny dysfunkcji
uktadu odpornosciowego. Autorka we wstepie dokonuje takze przegladu zwigzkéw firm

konkurencyjnych.

W rozdziale ,Materiaty i metody” Doktorantka w sposéb wyjatkowo szczegétowy -
wrecz pedantyczny - przedstawia metodyke wykonanych doswiadczeh. Ten fakt , w
kontekscie celow pracy, obejmujacych wypracowanie metod do badan zwigzku-
antagonisty, zastuguje na szczegélne podkreslenie i uznanie. Metodyka jest

nowoczesna i bardzo adekwatna do przedstawionych celéw pracy.

W kolejnym rozdziale Doktorantka przedstawia uzyskane wyniki i dokumentuje je w
formie 27 rycin, 20 tabel i rycin uzupelniajgcych. Wyniki prezentowane sg w sposéb
bardzo szczegdtowy, w wiekszosci przejrzysty i zrozumiaty, uwzgledniajg odpowiednie
kontrole, a wnioskowanie iinterpretacja na podstawie uzyskanych wynikow sa rzetelne.

Do tej czesci pracy mam nastepujgce uwagi i pytania:

1. Autorka wybrata pozytywng metode selekcji limfocytow do badan . Ta metoda,
poprzez fakt wigzania receptorow powerzchniowych przez przeciwciala
skoniugowane z kulkami, wplywa na charakterystyke badanych komérek. W
naszym laboratorium we wszelkich testach funkcjonalnych staramy sie
wykorzystywa¢ metody selekcji negatywnej. Z jakiego powodu autorka wybrata
te metode? Autorka sama zauwaza (str. 69) , ze ten sposdb pozyskiwania
komérek do badah wigzat sie z koniecznos$cig np. pipetowania komorek w celu

oddzielenia ich od kulek. Pomijajgc skutecznosc¢ takiego dziatania, samo
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pipetowanie, poprzez genrowanie sit $cinajgcych (shear stress), moze
powodowaé generowanie cAMP.

2. Rycina 9 :jak autorka interpretuje brak RNA ADORA2B w komorkach PC12 i
obecnosc bialka dla receptora 2B? Czy Autorka weryfikowata swoisto$¢ uzytych
przeciwcial np. nokautujgc gen ADORA2B ?

3. Rycina 12: mimo bardzo wysokich stezen fNECA uzytych w eksperymentach,
nie udato sie uzyska¢ wysycenia wigzania do receptoréw powierzchniowych w
PBMC. Moze to Swiadczy¢ o nieswoistym wigzaniu zwigzku do bton. Jak te
wyniki interpretuje autorka? Co oznaczajg stupki btedéw na wykresach?

4. Rycina 16 :w badaniach desensytyzacji receptoréw, nie doszukatem sie jakiego
antagonisty uzywata autorka.

5. Rycina 20: Praca bardzo zyskataby, gdyby Autorka przedstawita wyniki RNA -
seq, a nie tylko wybrane geny. Z jakiego powodu tak cenny eksperyment
pominieto ? Byt przeciez wykonany (Dyskusja).

6. W badaniach dotyczacych wplywu antagonistdw adenozyny na aktywacje
komoérek T, DC, brak mi badarn mechanistycznych. We wstepie autorka omawia
potencjalne mechanizmy, w jakich receptory ADO blokujg signaling TCR Jesli
jest on zalezny od szlaku PKA/CSK/LCK, to jakie znaczenie ma w tym
kontekscie generowanie cAMP? Jesli znaczenie ma aktywacja CREB przez
CAMP, ktory z kolei blokuje ekspresje gendéw NFkB-zaleznych, czemu nie
poddanao analizie ich ekspresji? Te dane byly dostepnew RNA-seq.

7. W jakim mechanizmie ADO blokuje aktywno$¢ komérek NK? Czy antagonista
wplywa na spontaniczng cytotoksycznos¢ czy takze na ADCC?

8. Rycina 27 - ten eksperyment jest nieco niedokoriczony i mozna z niego byito
uzyskaé¢ znacznie wiecej bardzo wartosciowych informacji. Jakie komorki
efektorowe sg kluczowe dla synergii? Byly to limfocyty T (ktére? ), NK, makrofagi
monocyty? Czy antagonista  adenozyny wplywal na nacieczenie guza
komoérkami odpornosciowymi (mozna sie tego spodziewaé, skoro antagonista
wplywa na synteze chemokin - Ryc. 20?) Czy zmieniat fenotyp limfocytow

(markery aktywacji/wyczerpania?)
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W dyskusji Doktorantka omawia uzyskane wyniki, odwotujgc sie do danych firm
konkurencyjnych. Dos¢ czesto Doktorantka w Dyskusji powotuje sie na dane , ktérych
w Rozprawie nie prezentuje - uwazam, ze to blgd. Czytelnik nie jest w stanie ocenic¢
danych, ktérych nie moze zobaczy¢. Zwazywszy, na fakt, ze nie ma w tego rodzaju
rozprawach ograniczeh objetosciowych, mozna je bylo nawet zamiesci¢ jako dane

uzupetniajace.

Recenzowang rozprawe zamykajg prawidtowo sformutowane wnioski odpowiadajace

celom pracy.

Pomimo przedstawionych powyzej uwag, ktére powinny stanowi¢ przyczynek do
dyskusji z Doktorantkg w trakcie obrony, uwazam, ze przedstawiona mi do oceny
rozprawa stanowi ciekawe, samodzielne, oryginalne, bardzo nowatorskie i szerokie
opracowanie naukowe i niesie bardzo duzg wartoS¢ poznawczg, wdrozeniowg i spetnia

ustawowe wymogi stawiane tego rodzaju opracowaniom.

Z pelnym przekonaniem pragne przeto przedstawi¢ Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauki
Biologiczne UJ wniosek o dopuszczenie mgr Katarzyny Dziedzic do dalszych etapow

przewodu doktorskiego oraz wyr6znienie pracy.

Z powazaniem,
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