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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Marty Lisowskiej
pt.: ., Wytworzenie i charakterystyka nowych przeciwcial monoklonalnych swoistych
wobec antygenéw zgodnosci tkankowej DR psa (DLA-DR) jako narze¢dzi w diagnostyce

i eksperymentalnej terapii chloniakéw”

wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Arkadiusza Miazka w Zakladzie Immunologii
Nowotworéw Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN
we Wroctawiu.

Badania zostaly wykonane dzigki finansowaniu dwoch projektow ze Srodkow
MNiSW: PRELUDIUM- gdzie Doktorantka byta kierowniczka projektu i TANGO (kier. dr
hab. Andrzej Rapak).

Tematyka rozprawy jest poswigcona diagnostyce i probie wdrozenia terapii
doswiadczalnej chtoniakow, jednych z najtrudniejszych w diagnostyce i terapii NOWOtWOrow
psa.

Na poczatku rozprawy Autorka zamiescita wykaz skrétow. Jest to pomyst dobry,
poniewaz wykorzystane wielu technik, rodzajow podtozy, linii komorek doswiadczalnych
okreslanych potocznie skrotami uzywanymi w $rodowiskach do$wiadczalnych pozwala na
uporzadkowanie nazewnictwa i powinno ufatwi¢ czytajacemu unikniecie watpliwosci.
Zaskoczyt mnie jednak brak wyjasnienia dla wielu innych skrotow uzywanych w tekscie.
Poza tym niektore skroty, ktore pojawily si¢ w tekscie nie posiadajg rozwinigcia (np. linie
CLBL1, CCLB70, technologia CAR T, i inne) pogarsza to komfort czytajacego rozprawg.

W liczacym 15 stron wstgpie, W ciekawy sposob opisane zostaly problemy
wystepowania chloniakow w populacji ludzi i pséw, zwrocono uwage na mozliwos$¢ uzycia
chtoniakéw u psoéw w badaniach modelowych. Szkoda, ze na rysunku 2 nie wyjasniono
znaczenia poszczegdlnych skrotow na wykresach (np. LBT, PTCL), tez pozawezlowy
chloniak strefy brzeznej zostat w skrocie nazwany MALT, ten skrot od wielu lat powszechnie
jest uzywany dla opisu tkanki limfoidalnej towarzyszacej btonom sluzowym. Chyba
szczesliwiej byloby go nazwal MALT-L (od lymphoma). Zwrécono uwage na mozliwos¢
wykorzystania humanizowanych przeciwcial monoklonalnych w leczeniu chtoniakow,
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cytostatykami, co pozwala na obnizenie dawki leku dzigki celowanemu dostarczaniu w
okolice nowotworu, a dzigki temu ograniczenie efektow ubocznych wynikajgcych ze
stosowania cytostatykow. Doktorantka zwrocila uwage, ze terapia chtoniakow u psow jest
dzisiaj mato skuteczna, m.in. z powodu niemoznos$ci stosowania tak wysokich dawek
cytostatykow, jakie sg stosowane u ludzi. Bardziej doktadnie omowita zastosowanie u psSOwW
metotreksatu, ktory zostal wykorzystany dalej do koniugacji z doswiadczalnym
przeciwciatem.

Bardzo ciekawy wykres opisujacy wystepowanie chloniakéw u ludzi posiada

niekompletng legendg, wskutek czego niektore skroty pozostajg nieznane.
Z duzym zainteresowaniem przyjrzalem sig¢ tabeli 1, ktora deklaruje opis przeciwcial
stosowanych w terapii chtoniakow, ale choéby w konfrontacji z tekstem robi wrazenie
obarczonej licznymi brakami, co ogranicza przydatnos¢ takiego zestawienia. Nalezatoby ja
uzupehni¢ takze o przyktady koniugatow przeciwcial z cytostatykami, 0 ktorych wspomina w
tekscie.

Autorka omowila takze potencjalne mozliwosci oznaczania rozpuszczalnych form
antygenéow MHC Kklasy II, ktorych stgzenie znaczgco wzrasta W przebiegu chloniakow.
Zwrécila tez uwage na silng ekspresj¢ tej klasy antygen6w na komorkach chioniaka. Na
przyktadzie humanizowanego przeciwciata monoklonalnego 1.243 i jego koniugatow z lekami
cytostatycznymi potwierdzono wysoka efektywnos¢ terapii niektérych typow chloniakow u
ludzi z wykorzystaniem przeciwciat reaguj acych z antygenami MHC klasy IL.

Celem rozprawy bylo samodzielne wyprodukowanie przeciwcial monoklonalnych
rozpoznajacych antygeny powierzchniowe wystgpujace na komérkach psich chtoniakéw B-
komérkowych i potwierdzenie ich udziatu w wybranych rodzajach cytotoksycznosci. Ten cel
zostal uszczegotowiony w o$miu punktach odpowiadajacych pozniejszym badaniom, w tym
ocena aktywnosci przeciwnowotworowej koniugatu przeciwcial z wybranym cytostatykiem
na modelu mysim in vivo.

Dosé obszerny (liczacy 17 stron) rozdziat material i metody w skrotowy sposéb opisuje
odczynniki, bufory, pozywki, immunoreagenty, a takze startery i wektory uzyte w do
tworzenia konstrukcji genowych, w tym kaninizowanego przeciwciala wymieniono w
uktadzie tabelarycznym. W tabeli opisujacej odczynniki (rozdziat 3.1.1.) brakuje wzmianki o
przeciwciatach uzytych w tescie ELISA. Wielo$é i interdyscyplinarny zakres metod uzytych
w badaniach wzbudza respekt, np. samodzielne wyprodukowanie i wyselekcjonowanie
hybridoma produkujgcych dwa uzywane dalej przeciwciata rozpoznajgce konformacyjne
epitopy na antygenach DLA-DR psa, czy uzyskanie komorek linii CLBL1 z genem lucyferazy
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NOD/SCID w ocenie poréwnawczej efektu leczniczego przeciwcial B5, metotreksatu i
koniugatu przeciwciat BS z metotreksatem.

Uzasadnieniem dla proponowania jako celu dla wytwarzanych przeciwcial antygendw
zgodnosci tkankowej klasy II (DLA-DR) jest zdaniem Autorki fakt, ze w trakcie leczenia w
komorkach nowotworowych czesto narasta oporno$¢ na przeciwciata anty-CD20, czesto
stosowane u ludzi, a takze ze wzgledu na wystgpowanie chtoniakow pozbawionych CD20.
Atutem dla wybranej koncepcji jest wysoka gestos¢ ekspresji MHC Kklasy II na wigkszosci
chtoniakow B-komorkowych. Co wazne, przeciwciata anty HLA DR wykazywaly sie
znacznie wyzsza cytotoksycznoscia dla  komorek chtoniakéw B-komoérkowych, niz
przeciwciata przeciw szeregowi innych antygenéw réznicowania. Ze wzglgdow
diagnostycznych interesujace moze tez okaza¢ sig oznaczanie rozpuszczalnych czasteczek
MHC Klasy II, ztuszczonych w zwigkszonej lub obnizonej ilosci na egzosomach co u ludzi
jest charakterystyczne dla niektorych typow komdrek nowotworowych.

Test ELISA do wykrywania antygenéw DLA-DR skonstruowano przy uzyciu
przeciwciat B5 oplaszczanych na mikroptytkach, a jako drugie przeciwcialo zastosowano
biotynylowane przeciwcialo E11. Do wywolania reakcji barwnej uzyto streptawidyny
zwiazanej z peroksydaza z chrzanu, a jako substratu TMB. W opisie metodyki testu ELISA
brakuje opisu etapu dodawania antygenu, czyli sposobu sporzadzania lizatow badanych
komoérek linii doswiadezalnych i komoérek z bioptatow uzyskanych od pacjentow, a takze
sposobu uzycia surowic pacjentow w celu wykrywania rozpuszczalnych antygenow DLA-
DR.

Przeciwciata kontrolne uzywane w badaniach cytotoksycznosci i fagocytozy powinny
zostaé scharakteryzowane w rozdziale materiat i metody cho¢by w zakresie reaktywnosci z
podjednostkami alfa i beta oraz pelnymi czgsteczkami DLA-DR.

Kluczowym osiagnigciem Doktorantki bylo uzyskanie dwoch  przeciwciat
monoklonalnych (B5 i E11), wykrywajacych epitopy konformacyjne na czasteczkach DLA-
DR, ale nie na DLA-DQ. Uzywajac stosownych metod potwierdzono, ze epitop dla
przeciwciata B5 znajduje si¢ na faficuchu DRa.  Z kolei przeciwciato E11 do zwigzania z
epitopem wymaga obecnosci obydwu tancuchow DLA-DR. Dzieki takiej swoistosci oba
przeciwciata wykrywaty komorki dwoch typowych linii B-komoérkowych CLBL1 i CLB70,
T-komoérkowej linii CL-1, ale nie reagowaty z komoérkami linii NK (CH89), prawidtowych
komoérek krwi, czy linii GL-1 nie wykazujgcej ekspresji antygenow MHC klasy II. Szkoda, ze
nie sprawdzono, czy usunigcie tancuchow cukrowcowych wplynetoby na powinowactwo
przeciwciat do antygenow DLA-DR.

Przy uzyciu stosownie dobranych —metod Doktorantka  przepwrowadzita

wielokierunkowe badania stosownie do sformutowanych celéw pracy. Autorka wykazata, ze
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dodatek przeciwciat BS i E11 w 48 godzinnej hodowli komérek CLBL1 i CLB70 powodowat
ograniczenie odsetka komérek zywych o 20-41%, w poréwnaniu do przeciwciat kontrolnych.

Przeciwciala B5 i E11 wykazaly in vitro umiarkowana, zalezng od dawki
cytotoksycznos$¢ bezposrednig wobec linii chtoniaka psiego CLBL1.

Doktorantka potwierdzita, ze oba przeciwciala w stezeniu Sug/ml przy dodaniu
dopelniacza powoduja $miertelno¢ komorek CLBL1 i CLB70 na poziomie 70-80% (gdy
dodatek przeciwciat kontrolnych powodowat $mier¢ ponizej 20% komorek niezaleznie od ich
stezenia). Potwierdza to zdolno$¢ badanych przeciwciat do indukowania cytotoksycznosei
zaleznej od dopetniacza. W interpretacji rys.18 Autorka popelnila blad méwigc, ze silniejszy
efekt odniosty przeciwciata B5, bo zardbwno wobec komérek CLBLI1, jak i CLB70 wyzsza
$miertelno$¢ wystapita przy uzyciu przeciwciat E11. Ze wzgledu na mozliwg w przysziosci
aplikacje terapeutyczng waznym odkryciem jest to, ze w obecnosci badanych przeciwciat i
dopeiacza nie dochodzi do $miertelnosci prawidlowych komorek jednojadrzastych krwi
krazace;j.

Na linii makrofagow mysich (RAW264) wykazano takze, ze dodatek badanych
przeciwcial zwigksza fagocytoze obu badanych linii komérek chioniaka. Brakuje jednak
wyjasnienia w legendzie rys.20 co oznaczajg gwiazdki w poréwnaniu przeciwciat kontrolnych
z obu badanymi, zaktadam, ze chodzi o statystyczna istotnos¢ roznic.

Wykazata takze, ze przeciwciata B5 powodujg w 48 godzinnej hodowli apoptozg 62%
komérek CLBL1 i 41% komoérek CLB70, potwierdzita przy tym obecnos¢ aneksyny V i
aktywnos¢ kaspaz 3/7, a zastosowanie inhibitora kaspaz (ZVAD) hamowalo $miertelnos¢
komorek. W przypadku przeciwciat E11 ten efekt byt znacznie stabszy. W sposob moim
zdaniem nieuprawniony Autorka traktuje proces apoptozy (programowanej $mierci komorki)
jako efekt cytotoksyczny.

Kolejnym aspektem rozprawy byla ocena przydatnosci wyprodukowanych przeciwciat
w diagnostyce chloniakow u pséw przy uzyciu testu ELISA. Wykorzystano przy tym roznicg
w epitopach rozpoznawanych przez przeciwciala BS (oplaszczane na plytke) i E11 (jako
drugie, biotynylowane przeciwcialo, badajac lizaty komorek uzyskanych przez biopsj¢
cienkoiglowa z chtoniakéw u pséw (B, T lub B/T komorkowych). Wykazano, znacznie
silniejszg reakcje lizatow komérek pobranych od pacjentéw z chtoniakami w poréwnaniu do
komérek od pacjentéw poddanych eutanazji z innych powoddw (réznica istotna statystycznie,
Autorka nie podata, czy byty to bioptaty z innych rodzajéw nowotworéw). Warto podkreslic,
ze w tym szerokim wachlarzu badan Doktorantka stosowata dobrane, nowoczesne metody
diagnostyczne, starala si¢ potwierdza¢ poprawno$¢ wnioskow wykorzystujac wyniki

uzyskane przy uzyciu réznych metod.



W dyskusji Autorka przeprowadzita oceng wlasnych wynikow w konfrontacji z
wynikami gtéwnie pochodzacymi z medycyny ludzkiej i nielicznymi wynikami uzyskanymi
przez inne zespoly badawcze u psow. Bardzo interesujacy jest rozdzial omawiajgcy rozne
przeciwciata znane z medycyny ludzkiej, a takze dyskusja nt. cytostatykéw uzytych w
koniugatach przeciwcial stosowanych w medycynie ludzkiej. Odnoszg wrazenie, ze wWybor
metotreksatu byt dobrze przemyslany i trafiony. Ustalenie dawki przeciwciat lub koniugatow
przeciwcial  ktora pozwoli na remisje nowotworu u psow wymagac bedzie pewnie
dlugotrwatych badan klinicznych.

Podsumowujac, mozna stwierdzi€, ze szczegdlowe cele rozprawy zostaty osiggniete:
uzyskano dwa przeciwciata monoklonalne rozpoznajace konformacyjne epitopy na
antygenach DLA-DR, zidentyfikowano lokalizacje tych epitopéw na czgsteczce MHC klasy
I1. Potwierdzono powinowactwo uzyskanych przeciwciat do ustalonych linii komdrkowych i
komorek spontanicznych chloniakow psa, na ktérych stwierdzono silng ekspresje
rozpoznawanych antygenoéw, co potwierdza przydatnos¢ uzyskanych przeciwcial w
diagnostyce chloniakow u psa. Wykazano cytotoksyczno$¢ bezposrednia, zalezna od
dopetniacza a takze zdolnos¢ do indukowania procesu apoptozy w komdrkach chtoniaka, w
stosownie dobranych do$wiadczeniach wykazano szereg mechanizméw oddziatywania
wyselekcjonowanych przeciwcial wobec linii komérek chtoniaka CLBL1 i CLB70.
Potwierdzono, ze indukuja one proces apoptozy z aktywacja kaspaz. Przy uzyciu przeciwciat
B5 wykazano, ze dodatek inhibitora kaspaz (ZVAD) ogranicza $miertelnos¢ komorek.
Opracowano testy ELISA umozliwiajace wykrywanie antygenéw DLA-DR w lizatach
komoérek —pochodzacych z bioptatow, ale takze do oznaczania rozpuszczalnych antygenow
DLA-DR w surowicy psow z chloniakiem, a wyniki wskazuja na potencjalng przydatnos¢
opracowanych testow w monitorowaniu leczenia. Uzyskano kaninizowane przeciwciata BS,
ktore wykorzystano najpierw w do$wiadczeniach in vitro, nastepnie in vivo na modelu myszy
NOD-SCID obarczonych komérkami linii CLBL1-LUC, w ktorym zar6wno same
przeciwciala, ale w silniejszym stopniu po koniugacji z metotreksatem wykazywaty istotny
statystycznie obnizenie liczby podanych komoérek w szpiku, ale takze istotne statystycznie
obnizenie stgzenia rozpuszczalnych antygenéw DLA-DR w surowicy badanych myszy. To
potweirdza potencjalng przydatnosc uzyskanych przeciwciat i ich koniugatow z
metotreksatem w leczeniu chloniakéw u pséw. Daje to nadzieje na przetom w metodach walki
z chloniakami psow.

Autorka wykazala si¢ umiej¢tnoscia dobrania nowoczesnego warsztatu badawczego,
pozwalajacego na wielostronng i bogata analize i weryfikacj¢ tez badawczych. Na podstawie
uzyskanych wynikéw doszta do ciekawych wnioskow, ktore umiejetnie uzasadnita. Uzyskane

wyniki zostaty w czgdci przyjete do druku w renomowanych, recenzowanych czasopismach o
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zasiggu migdzynarodowym, co potwierdza ich wysoka warto$¢ poznawczg. Stanowig wazny
przyczynek w doskonaleniu metod wczesnej diagnostyki i leczenia chtoniakéw u psow,
gatunku zwierzat, u ktérego dotychczasowe efekty zapobiegania i leczenia tego nowotworu sa
bardzo ograniczone. Poprawiona wersja rozprawy poza pojedynczymi ,literéwkami” nie
zawiera juz wezesniejszych bledow.

W zwiazku z powyzszym, powolujac si¢ na art.179 ust 1. ustawy Przepisy
wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1669)
stwierdzam, ze przedtozona rozprawa doktorska spetnia wymogi okreslone artykutem 13
ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki.

Jednoczesnie, doceniajgc ogrom pracy wlozonej w prezentowang rozprawe,
uwienczonej spektakularnymi wynikami majgcymi potencjalng warto$¢ aplikacyjng w

leczeniu chloniakéw pséw, wnioskuj¢ o nagrodzenie mgr inz. Marty Lisowskiej stosowna
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