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. Recenzja rozprawy doktorskiej
megr Edyty Zyly pt. ,,Charakterystyka wybranych inhibitoréw immunologicznych punktow
kontrolnych” wykonanej w Zakladzie Biochemii Komoérki Wydziatn Biochemii, Biofizyki i
Biotechnologii oraz w Pracowni Krystalografii Biatek Matopolskiego Centrum Biotechnologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie
pod kierunkiem prof. dr hab. Joanny Berety oraz prof. dr. hab. Grzegorza Dubina
Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pod tytulem ,,Charakterystyka wybranych
inhibitor6w immunologicznych punktéw kontrolnych” koncentruje si¢ na zagadnieniu poszukiwania
nowych immunoterapii przeciwnowotworowych skierowanych przeciwko osi PD-1/PD-L1. Wspomniany
punkt kontroli immunologiczne]j posiada ogromne znaczenie kliniczne. PD-1 jest obecny na powierzchni
aktywnych limfocytéw T i B, komdrkach NK 1 makrofagocytach. Integracja PD-1 z jego ligandem PD-L1,
zlokalizowanym m.in. na powierzchni limfocytow T i B, makrofagéw oraz komoérkach dendrytycznych
prowadzi do ograniczania aktywacji limfocytéw T cytotoksycznych i zahamowania proliferacji. Aktywacja
osi PD-1/PD-L1 jest obserwowana w wielu typach nowotwordéw, sprzyjajac ich rozwojowi. Blokowanie
wspomnianej osi poprzez stosowanie inhibitoréw immunologicznych jest jednym z waznigjszych osiggnigé
immunoterapii ostatnich lat i strategia, z ktéra wiaze si¢ wielkie nadzieje na przyszlos¢. Prym w tym
zakresie wioda przeciwciala monoklonalne. Jednak wysokie koszty pozyskania, nie zawsze
satysfakcjonujaca farmakokinetyka oraz penetracja tkanki guza, jak réwniez pojawiajace si¢ skutki
uboczne, powoduja ograniczenia w wykorzystaniu przeciwcial terapeutycznych oraz obnizenie
skuteczno$ci leczenia. Poszukuje si¢ wige alternatywnych sposobdw i zwigzkow blokujacych wspomniang

o0$. Dlatego tez badania podjete przez Doktorantke precyzyjnie wpisujg si¢ w ten nurt badan.
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W pracy przedstawiono trzy alternatywne strategie oparte o aktywne i pasywne mechanizmy
immunoterapii przeciwnowotworowej skierowanej przeciwko osi PD-1/PD-L1.

Pierwsza z nich oparta zostata na wykorzystaniu systemu flagelinowego bakterii Salmonella
enterica serotyp Typhimurium, jako wektora do sekrecji biatka HAC-V, stanowiacego zmodyfikowana
domene PD-1. Doktorantka wykazala, iz tylko fuzyjne bialo FlgD-HAC-V w zmutowanych bakteriach
szczepu dzikiego LT2 ulega sekrecji, co w znacznym stopniu ogranicza skuteczno$¢ terapeutyczng
zaproponowanej metody.

Druga strategia miala na celu okreslenie zdolno$ci wigzania dwdch nowych aptameréw do biatek
PD-1 i PD-L1 na powierzchni wybranych komorek in vitro. Przeprowadzone przez Doktorantke badania
potwierdzity te wlasciwos¢, jednak nie wykazaly efektu biologicznego hamowania tworzenia kompleksu
PD-1/PD-L1 w ukladzie komérkowym. Poniewaz przebadane aptamery nic wywolywaty efektu
cytotoksycznego, zaproponowano ich alternatywne wykorzystanie w diagnostyce i obrazowaniu.

Trzecia zaproponowana strategia opierala sie na wykorzystaniu makrocyklicznego peptydu p104
wiazgcego biatko PD-L1. Doktorantka jednoznacznie potwierdzita tworzenie kompleksu pomiedzy
wspomnianymi biatkami oraz jego hamujace wlasciwosei na 0§ PD-1/PD-L1 w ukladzie komérkowym in
vitro. Analiza strukturalna ujawnita, ze kompleks utrzymywany jest dzigki silom oddzialywan
hydrofobowych oraz elektrostatycznych.

Badania podjete przez mgr Edyte Zajac zostaty dobrze przemyslane, zaplanowane i konsekwentnie
zrealizowane z wykorzystaniem adekwatnych metod badawczych. Na podkreslenie zastuguje umiejgtne i
logiczne wykorzystanie posiadanych danych, jak rowniez odwaga i ryzyko w podejmowaniu kolejnych

dziataf naukowych w celu modyfikacji i ulepszania strategii terapeutycznych.

Analizujgc formalng strone rozprawy doktorskiej mgr Edyty Zajac, zostata ona przygotowana
bardzo starannie i przejrzyscie. Uklad pracy jest poprawny oraz zawiera typowy dla tego typu opracowania
podzial treci. Rozprawa liczy 230 stron i sktada sie z dziewigciu glownych rozdziatow (1.1 2. Streszczenie
w jezyku polskim i angielskim, 3. Wykaz skr6tow, 4. Wstep, 5. Cele naukowe, 6. Materialy i metody, 7.
Wyniki i wnioski, 8. Dyskusja, 9. Zataczniki). Calo$¢ konczy spis literatury. We wstepie Doktorantka w
bardzo intersujacy sposob przedstawita wszystkie najwazniejsze zagadnienia niezbedne do przyblizenia
podjetej tematyki badawczej oraz wlasciwej interpretacji otrzymanych rezultatow. Tekst zostal

wzbogacony rysunkami, co stanowi dodatkowy atut estetyczny i poznawczy. Metodyka badan zostata
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dobrana adekwatnie do nakreslonego celu 1 umozliwila uzyskanie niezb¢dnych danych, potwierdzajacych
postawione tezy. Na podkreslenie zastuguje szeroki wachlarz zastosowanych eksperymentéw, obejmujacy
poziom genetyczny, biatkowy oraz komérkowy. Opis wynikdw jest jasny i klarowny. Zostal prawidtowo
podzielony na trzy czesci, odpowiadajace trzem zaproponowanym strategiom. Umieszczenie
syntetycznego podsumowania po kazdej z nich, celnie punktuje najwazniejsze osiggnigcia. Dyskusja
zostata napisana bardzo dojrzale, z duza doza krytycyzmu. Doktorantka bardzo wnikliwie poréwnuje
uzyskane rezultaty z doniesieniami innych badaczy. Swiadczy to o rozleglej wiedzy, dobrej znajomosei
zagadnien opisywanych w pracy, o kreatywnym mysleniu i ciekawosci naukowej. Literatura wykorzystana

do napisania pracy jest niezwykle obszerna i obejmuje az 537 pozycji bibliograficznych.

Praca doktorska mgr Edyty Zajgc reprezentuje wysoki poziom merytoryczny, jednak w trakcie jej

czytania zauwazytam kilka bleddw i niedcistosei, ktore z racji funkeji Recenzentki cheialbym przedstawic.

(1) W pracy pojawia si¢ zwrot ekspresja bialka, ktory jest niepoprawny. Fkspresji ulega gen kodujgcy
okreslone bialko, W przypadku proteiny mozemy méwic o jgj ilosci lub poziomie.

(2) W rozdziale Materiaty i metody brak opisu techniki Western Blot, ktdrej wyniki zaprezentowano
na Rysunku 11, str.105. Brak danych o warunkach transferu i reakcji identyfikacji biatek na
membranie, ilosci biatka nanoszonego na zel, rodzaju 1 st¢zeniach zastosowanych przeciwciat. Czy
poziom DnaK oraz HAC-V byt badany na tej samej membranie?

(3) Na Rysunkach 1-4 nalezaloby umie$ci¢ dodatkowe informacje dotyczace rodzaju
zaprezentowanych komoérek oraz poszezegolnych organelli komoérkowych. Opisy pod rysunkami
powinny by¢ bardziej szczegblowe, a skroty dodatkowo wyjasnione, aby unikng¢ koniecznosci ich
szukania w tekscie rozprawy.

(4) W wykazie anglojezycznych skrétéw powinno znalez¢ sig angielskie, jak i polskie wyjasnienie.

(5) W pracy pojawiajg sie drobne bledy edytorskie oraz liczne powtorzenia.
Pomimo wskazania kilku nieScistosci chciatabym podkresli¢, iz rozprawa doktorska przygotowana

przez mgr. Edyte Zajac jest bardzo warto$ciowym opracowaniem z zakresu badan nad nowymi terapiami

immunologicznymi wykorzystywanymi w leczeniu nowotwordw. Prezentuje wysoki poziom naukowy.
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Znaczgco poszerza wiedze o mozliwosSci wykorzystania makrocyklicznych peptydéw klasy III w
projektowaniu i optymalizacji immunoterapii skierowanych przeciwko osi PD-1/PD-L1, co stanowi
znaczacy wkiad w rozwdj dyscypliny nauk biologicznych. Uzyskane wyniki stanowia dobra podstawe do

dalszych badan nad mozliwoscia ich praktycznego wykorzystania.

W zwigzku z powyzszym stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa doktorska spetnia wymagania
okreslone w artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z
2018 r. poz. 1668 z pdzn.zm.) i przedktadam Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie wniosek o dopuszczenie mgr Edyty Zajac do dalszych etapow przewodu

doktorskiego, rekomendujac jednoczesnie wyrdznienie pracy stosowna nagroda.
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