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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Agaty Majchrzak
»Ocena aktywnos$ci inhibitoréw szlakow mTOR i NFkB oraz bialka BCL-2 na komérki

chloniaka rozlanego z duzych komorek B”

Niniejsza recenzja zostata sporzadzona w oparciu 0 uchwatg nr 45/2024 Rady Nauk o
Zdrowiu Uniwersytetu Medycznego w Lodzi z dnia 15.10.2014r. Ocenie podlega rozprawa
p.t. ,,Ocena aktywnosci inhibitorow szlakow mTOR i NFkB oraz biatka BCL-2 na komorki
chtoniaka rozlanego z duzych komoérek B”, na podstawie ktorej Pani mgr Agata Majchrzak

ubiega si¢ o stopien naukowy doktora.

Przedmiotem  ocenianej rozprawy jest zbadanie = wplywu  inhibitoréw
wewnatrzkomoérkowych szlakéw przekazywania sygnalu uczestniczacych w transformacji
nowotworowej, na przezycie i apoptoze linii komorkowych uzyskanych z chioniaka rozlanego
z duzych komorek B (diffuse large B-cell lymphoma, DLBCL) w warunkach in vitro. Podjety
przez Doktorantk¢ temat jest bardzo wazny z punktu widzenia poznawczego, a
przysztosciowo takze klinicznego, gdyz wpisuje si¢ w nurt badan nad poszukiwaniem
substancji, ktore moglyby by¢ wykorzystane w leczeniu tego najczgstszego w naszej
populacji agresywnego chtoniaka nie-Hodgkina. Pomimo znacznej poprawy wynikow
leczenia DLBCL, wciaz istnieje potrzeba doskonalenia terapii, szczegoélnie w postaciach
opornych/nawrotowych, w ktorych rokowanie jest nadal niezadowalajace. Stad tez
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poszukiwania substancji, mogacych mieé¢ potencjalne zastosowanie terapeutyczne w DLBCL,
maja istotne znaczenie dla optymalizacji wynikow leczenia tej choroby.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa, bedaca oprawionym introligatorsko wydrukiem
komputerowym, jest opracowaniem o typowym uktadzie, sktadajgcym si¢ ze strony tytutowe;j,
dedykacji, wykazu uzywanych skrotoéw, spisu tresci, wstepu, celow pracy, metod, wynikow,
dyskusji, wnioskéw, streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz wykazu pi§miennictwa.

Rozdziat ,,Wstep” stanowi wprowadzenie teoretyczne do prezentowanych badan
wlasnych Doktorantki. Mozna w nim wyodr¢bni¢ Kilka blokoéw poruszanych zagadnien.
Pierwszy blok stanowi prezentacja podstawowych danych epidemiologicznych, klinicznych
oraz kryteridw rozpoznania i czynnikéw prognostycznych DLBCL. W drugiej cze$ci Wstepu
Doktorantka ~ omawia  wewnatrzkomorkowe  zjawiska  cytogenetyczno-molekularne
uczestniczace w transformacji nowotworowej chorob limfoproliferacyjnych. Kolejny blok
omawianych zagadnien jest przedstawiony w podrozdziale niezbyt fortunnie zatytutowanym
,Zaburzenia w chloniakach B-komoérkowych”. W rzeczywisto$ci w tej czgsSci rozprawy
Doktorantka omawia role biatek regulujgcych apoptoze, w tym rodzine biatek BCL-2, szlaku
NFkB oraz mTOR, bgdacych przedmiotem badan Doktorantki. Ostatnia czg$¢ wstepu jest
poswigcona charakterystyce inhibitoréw szlakow wewnatrzkomorkowych wykorzystanych w
badaniach: ABT-199, obecnie stosowanego w lecznictwie pod mi¢dzynarodowa nazwa
wenetoklaks, oraz AZD2014 i IMDO0354, bgdacych inhibitorami odpowiednio kinazy mTOR
oraz czynnika transkrypcji NFkB. W rozdziale Wstep Doktorantka zawarta ponadto
informacje dotyczace pierwotnego chtoniaka §rdédpiersia z duzych komoérek B (primary
mediastinal large B-cell lymphoma, PMBCL), stanowigcego rowniez przedmiot badan.
Konstrukcja rozdziatu jest logiczna, a wybor przedstawianych informacji, sposrod licznych
opublikowanych na ten temat danych doswiadczalnych i klinicznych, jest przemyslany i
trafny, scisle odpowiadajacy tematyce przedstawianych dalej badan, a tym samym stanowiacy
przekonywujace teoretyczne uzasadnienie ich podjecia. Rozdzial ten dowodzi dobrego
przygotowania teoretycznego Doktorantki do wykonania badan. Doktorantka wykazata si¢
znajomos$cig zaroOwno strony klinicznej choroby bedacej przedmiotem badan, jak 1 jej
skomplikowanych aspektow patogenetycznych na poziomie wewnatrzkomorkowym.
Zagadnienia z zakresu biologii molekularnej i komoérkowej przedstawione sg w sposob
czytelny i $wiadczacy o opanowaniu przez Doktorantke tej trudnej dziedziny wiedzy.
Wywigzujac si¢ z obowiazku recenzenta, chciatbym sformutowac kilka uwag, nie majacych
istotnego znaczenia dla ogolnie pozytywnej oceny tego rozdzialu. Na stronie 4 w

podrozdziale 1.1 ,Klasyfikacja chloniakoéw nieziarniczych” warto wspomnie¢, ze w roku
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2022, rownolegle z pigta edycja klasyfikacji WHO, zostal opublikowany jeszcze jeden system
klasyfikacyjny chordb onkohematologicznych, International Consensus Classification (ICC).
Na stronie 7 napisano ,,Chtoniak DLBCL o kodzie C83.0 w migdzynarodowe;j statystycznej
klasyfikacji choréb i probleméw zdrowotnych ICD-10...” , podczas gdy kod C83.0 odnosi si¢
do chloniakéw rozlanych z matych komorek. Stwierdzenie na str. 17, ze wprowadzenie
polatuzumabu zmienito standard leczenia DLBCL jest nieSciste. Wykazano co prawda, ze
zastgpienie winkrystyny przez polatuzumab w schemacie R-CHOP przedtuza przezycie wolne
od progresji (cho¢ nie przezycie catkowite) chorych na DLBCL, ale standardem postepowania
w I linii leczenia DLBCL pozostaje wcigz referencyjny schemat R-CHOP, a pola-R-CHP
moze by¢ traktowany jako schemat alternatywny. Wspomniane na stronie 23 allogeniczne
przeszczepienie komoérek krwiotworczych w PMBCL, podobnie jak w innych agresywnych
chtoniakach z komoérek B, ma jedynie marginalne znaczenie w niektorych sytuacjach, w
chorobie opornej/nawrotowej.

Rozdziat ,,Cel pracy” (oznaczony omytkowo w spisie tresci i w tekScie pracy jako
rozdziat 1) zawiera trzy punkty, ktére mozna zbiorczo zrekapitulowac jako ocena wptywu in
vitro inhibitorow trzech wewnatrzkomorkowych czynnikéw prozyciowych (BCL-2, NFkB i
mTOR) na zywotno$¢ i zjawiska zwigzane z apoptoza komodrek 3 linii komoérkowych:
TOLEDO (GCB-DLBCL), RIVA (ABC-DLBCL) i KARPAS (PMBCL). Nie ulega
watpliwosci, ze tak okreslony cel nosi znamiona oryginalnosci. Jest on bardzo istotny gléwnie
poznawczo, gdyz pozwala na lepsze okreslenie roli omawianych wewnatrzkomérkowych
szlakow prozyciowych w biologii agresywnych chioniakéw z komorek B, ale tez moze w
przysztosci mie¢ implikacje kliniczne w aspekcie poszukiwania substancji hamujacych
wewnatrzkomorkowy szlak aktywny w patogenezie tej grupy chloniakéw. Wybor
wewnatrzkomorkowych — szlakow  sygnatowych jako cel zaplanowanych procedur
eksperymentalnych jest w petni uzasadniony aktualnym stanem wiedzy w tym zakresie.

W rozdziale ,,Metody” Doktorantka szczegdtowo przedstawia zastosowane procedury
badawcze. Podstawg byly 24- i 48-godzinne hodowle komorek linii wywodzacych si¢ z
DLBCL i PMBCL, inkubowane z wymienionymi wyzej substancjami hamujacymi okreslone
prozyciowe szlaki wewnatrzkomorkowe. Efekt dzialania tych substancji byl oceniany
cytofluorometrycznie. Zywotno$é komoérek byla badana testem z jodkiem propidyny, a
apoptoza testem z anneksyng V. Apoptoza wraz prowadzaca do niej kaskada reakcji
wewnatrzkomorkowych oceniana byta na podstawie spadku potencjatu mitochondrialnego
oraz oznaczenia aktywnych kaspaz 3, 8 i 9. Dobor metodyki nie budzi zastrzezen, daje ona

bowiem wglad w rézne stadia indukowania apoptozy i jest adekwatna do celéw pracy. Nie
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mam tez zastrzezen do opracowania wynikéw badan i zastosowanych metod statystycznych.
Warto bytoby jednak poda¢ zrédlto zastosowanych linii komoérkowych 1 producenta
stosowanych substancji inhibitorowych.

Pierwsza cze$¢ rozdziatu ,,Wyniki” jest poswiecona ocenie cytotoksyczno$ci réznych
stezen badanych lekow we wszystkich liniach komorkowych w celu ustalenia optymalnych
stezen do przeprowadzenia wilasciwych badan. Cytotoksyczno$¢ IMD-0354 zostata rowniez
oceniona w stosunku do komérek DLBCL pobranych od pacjenta. Doktorantka wykazata jej
zalezno$¢ od dawki zarowno po hodowli 24- jak i 48-godzinnej. Takie uzupetienie badan na
liniach komoérkowych o ocene ex vivo jest bardzo cennym potwierdzeniem cytotoksycznos$ci
danej substancji rowniez wobec komorek bezposrednio uzyskanych od chorego. Nalezatoby
tu jednak doda¢ informacj¢ dotyczaca pacjenta, obejmujacg co najmniej podtyp chtoniaka i
zrodto uzyskanych komorek (bioptat wezta? krew lub szpik w przypadku jego nacieczenia?).
Wriasciwa cz¢$¢ badan byta poswigcona ocenie wptywu badanych inhibitorow zastosowanych
pojedynczo i w skojarzeniach dwodch i trzech substancji na badane parametry zywotnos$ci i
apoptozy. Doktorantka zaobserwowala, ze najsilniejsze dzialanie proapoptotyczne wykazuje
ABT-199 zaréwno pojedynczo, jak i w skojarzeniu z AZD2014. Wyjatkiem jest linia
TOLEDO, w ktérej nie zaobserwowano roznic pomie¢dzy badanymi inhibitorami
zastosowanymi pojedynczo, a w linii RIVA wykazano podobng skuteczno$¢ ABT-199
zarowno W skojarzeniu z AZD201, jak i z IMD0354. Dodanie IMDO0354 do skojarzenia ABT-
199 z AZD2014 nie wzmacnialo dzialania proapoptotycznego w liniach KARPAS i
TOLEDO, a w linii RIVA nie dziatalo silniej niz skojarzenie ABT-199 z IMD0345. Powyzsze
wyniki przedstawiono w formie opisowej oraz w postaci wykresow kolumnowych z
zaznaczonym poziomem istotnosci statystycznej dla kazdej pary oznaczen. Uzyskane przez
Doktorantke¢ wyniki sg bardzo interesujace, gdyz sugeruja kierunek dalszych badan nad
zastosowaniem tych inhibitoréw w klinice, wskazujac na potencjalne korzysci wynikajace ze
skojarzenia inhibitora BCL-2 z inhibitorem mTOR. Szczegoélnie godna uwagi, jest
skutecznos¢ ABT-199 takze na linii komorkowej KARPAS, cechujacej si¢ nieobecnoscig
ekspresji BCL-2.

Rozdziat ,,Dyskusja” jest stosunkowo krotki (pigc stron), jednak Doktorantka omawia
w nim uzyskane wyniki badan w wystarczajacym zakresie, sytuujac je w kontekscie danych
piSmiennictwa, ze szczegldlnym uwzglednieniem juz opublikowanych danych na temat
zastosowania klinicznego badanych substancji, ich skuteczno$ci 1 bezpieczenstwa.
Doktorantka poswigca duzo uwagi celowosci kojarzenia substancji hamujacych wzrost

nowotworu 0 roznych wewnatrzkomorkowych punktach uchwytu, jak réwniez trafnie
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wskazuje na potencjalne znaczenie kliniczne uzyskanych wynikow. Rozdziat ten po raz
kolejny przekonuje czytelnika o dobrym przygotowaniu Doktorantki do przeprowadzenia
badan, jak réwniez o Jej umiejetnosci krytycznego korzystania z pi§miennictwa i dojrzalej
interpretacji uzyskanych wynikow. W rozdziale tym warto bytoby rozwazy¢ potencjalny
mechanizm skuteczno$ci ABT199 we wspomnianej linii komorkowej KARPAS, cechujacej
si¢ nieobecnos$cig ekspresji biatka BCL-2.

Rozdzial ,,Wnioski” jest rekapitulacja uzyskanych wynikéw badan, przedstawionych
w postaci trzech punktéw, omawiajgcych osobno trzy badane linie. Tre$¢ tego rozdziatu
niejako porzadkuje mnogo$¢ przedstawionych wczesniej wynikow badan, stanowigc ich
syntez¢ 1 $wiadczac o osiagnigciu przez Doktorantke postawionych sobie celow pracy.
Zmuszony jestem jedynie zwrdci¢ uwage na koniecznos$¢ ujednolicenia terminologii, gdyz w
odniesieniu do inhibitora BCL-2 Doktorantka uzywa raz okreSlenia ABT-199, a raz
wenetoklaks.

Rozprawe zamyka streszczenie w jezyku polskim 1 angielskim oraz spis
siedemdziesigciu czterech pozycji pisSmiennictwa wykorzystanych w dysertacji, utozonych
wedlug kolejnosci cytowan, wlasciwie cytowanych w teks$cie pracy i obejmujacych prace
oryginalne 1 przegladowe w jezyku polskim i angielskim oraz podrg¢czniki.

W pracy Doktorantka nie ustrzegta si¢ drobnych btedow stylistycznych. Tytul moze
zreczniej bytoby sformutowac nie jako ocene aktywnos$ci inhibitoréw na komorki chloniaka
ale np. jako wptyw inhibitorow na komorki chtoniaka lub ocena aktywnos$ci inhibitorow w
komorkach chtoniaka. Przed przygotowaniem publikacji do druku proponowatbym takze
bardziej czytelne graficzne przedstawienie wynikow, gdyz np. lektura ryciny 19 (str. 55), czy
ryciny 22 (str 59) wymagajg od czytelnika znacznego wytezenia wzroku.

Sformutowane powyzej uwagi nie maja charakteru zarzutdow merytorycznych, a
jedynie sugestii nie umniejszajacych wartosci rozprawy. Przedtozong mi do oceny rozprawe
uwazam za warto§ciowe opracowanie naukowe z niewatpliwymi elementami nowatorstwa,
posiadajagce walory poznawcze, poglgbiajace wiedze¢ na temat biologii chioniakéw
agresywnych, oraz majace by¢ moze przysztosciowo takze znaczenie kliniczne. Badania
zostaly poprawnie zaprojektowane z uwzglednieniem stanu wiedzy w chwili ich podjecia, a
ich wyniki zinterpretowane wlasciwie i w dojrzaly sposob. Realizujac badania Doktorantka
wykazata duza ogo6lng wiedze¢ teoretyczng, dojrzatos¢ naukowa i udowodnita umiejetnosée
korzystania z pismiennictwa naukowego, planowania badan, ich samodzielnej realizacji z

doborem odpowiednich metod oraz krytycznej i rzetelnej analizy poczynionych obserwacji.



Rozprawa doktorska ,,Ocena aktywnos$ci inhibitorow szlakow mTOR i NFKB oraz bialka
BCL-2 na komérki chloniaka rozlanego z duzych komoérek B” speinia warunki okreslone
w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o0 stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017, poz. 1789). Dlatego tez mam zaszczyt i
przyjemnos¢ wnioskowa¢ do Rady Nauk o Zdrowiu Uniwersytetu Medycznego w Lodzi

o dopuszczenie mgr Agaty Majchrzak do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. Dariusz Wolowiec
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