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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Pauliny Pilanc-Kudlek
» Wplyw inhibitora arginazy oraz peptydu RGD
na mikrosrodowisko nowotworu i odpowied? na immunoterapie
z ugyciem przeciwciala anty-PD-1 w mysim modelu glejaka”

Praca doktorska mgr Pauliny Pilanc-Kudlek zostala wykonana w Pracowni
Neurobiologii Molekularnej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN
pod kierunkiem prof. dr hab. Bozeny Kaminskiej-Kaczmarek oraz promotora pomocniczego
dr Aleksandry Ellert-Miklaszewskiej. Celem badan bylo opracowanie i scharakteryzowanie
efektywnosci nowych opcji terapeutycznych w ztosliwym glejaku z uzyciem i) OAT-1746 -
nowego, selektywnego, matoczasteczkowego inhibitora arginazy 1 oraz ii) RGD - krétkiego
peptydu blokujacego oddzialywanie = SPPl-integryny jako strategii reaktywacji
przeciwnowotworowej odpowiedzi i uwrazliwienia guza na dziatanie przeciwciat anty-PD-1.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska, przygotowana w jezyku polskim,
obejmuje tgcznie 117 stron maszynopisu i przyjeta forme pracy monograficznej podzielonej
na 7 rozdzialdow: Wstep, Cel pracy, Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie
i wnioski oraz Pismiennictwo. W recenzowanej rozprawie doktorskiej znajduje si¢ ponadto
Wykaz skrotéw i symboli, streszczenia w jezyku polskim i w jezyku angielskim oraz Spis
publikacji z udzialem Doktorantki. W rozprawie Doktorantka powotuje si¢ na opini¢
Lokalnej Komisji Etycznej Nr 1 w Warszawie, jednak opinia nie zostata dotgczona.

Praca przygotowana zostata starannie, choé Doktorantka nie ustrzegla si¢ paru
literbwek 1 pomylek jezykowych (np. ,,Abstrakt” zamiast ,,Abstract”, ,barier” zamiast
.barrier”, ,batko” zamiast ,biatko™). Niemniej jednak te drobne pomyiki nie wplywajg
na ocen¢ merytoryczng pracy, tym bardziej, ze wiekszos¢ wynika najprawdopodobniej
z ,samowoli” edytora tekstu.

We Wstepie Doktorantka wprowadza i omawia kluczowe dla wykonanych badan
pojecia i zagadnienia, w tym m.in. klasyfikacje i epidemiologie glejakéw, dostepne obecnie
strategie terapeutyczne, a takze analizuje problemy i wyzwania dla wspoélczesnej medycyny
wynikajace ze specyfiki, w tym immunosupresyjnej, mikrosrodowiska glejakow.
Doktorantka dyskutuje réwniez podstawy immunoterapii glejakow. Wskazuje réwniez
na nowe, potencjalne cele terapeutyczne, ktérymi — jako nowymi targetami w leczeniu
glejakow — bedzie si¢ zajmowaé eksperymentalnie (hamowanie aktywnosci arginazy,
blokowanie pochodzacej z glejaka Sppl za pomocg trdjpeptydu RGD). Wstep jest
prawidiowo skonstruowany, a Doktorantka w interesujacy sposéb omawia prezentowane
zagadnienia. W mojej opinii mozna by dodatkowo przedyskutowaé przyczyny niskiej
skutecznosci walidowanej wczesniej immunoterapii glejaka (badanie CheckMate), a takze

Zaktad Biochemii

Wydziat Lekarski

Uniwersytet Medyczny w todzi

ul. Mazowiecka 5 | 92-215 t6dz
Tel. (4842) 272 57 65

E-mail: jakub.fichna@umed.lodz.pl
http://zakladbiochemii.umed.pl/



UNIWERSYTET
MEDYCZNY
W LODZI

przeanalizowaé z wigksza uwaga kwesti¢ obserwowanego w badaniach zwigkszenia ekspresji
arginazy zaréwno w komorkach nowotworowych, jak 1 ukladu odpornosciowego.
W wybranych przypadkach, tj. gdy blokowanie arginazy jest niespecyficzne, efekt
przeciwnowotworowy i promujgcy karcynogenez¢ mogg si¢ rownowazy¢ (znosi¢), co moze
negatywnie wplynaé na efektywnos¢ terapii przeciwnowotworowe;j.

Cel pracy i szczegdtowe cele badawcze zostaly jasno sprecyzowane: Doktorantka
podjeta prébe oceny przeciwnowotworowego dziatania inhibitora arginazy (OAT-1746) oraz
peptydu interferujagcego RGD, a takze ich wplywu na mikrosrodowisko i odpowiedZ na
immunoterapi¢ w mysim glejaku GL261. Co istotne, charakteryzowane strategie
terapeutyczne byly rowniez tgczone z przeciwciatami anty-PD-1.

W rozdziale Materialy i metody Doktorantka przedstawita bardzo szeroki zakres
metod doswiadczalnych, ktérymi postugiwata si¢ by osiggnagé obrane cele naukowe. Warto
podkresli¢, ze warsztat eksperymentalny obejmuje interesujacy i dobrze zwalidowany model
zwierzeey glejaka, ktory stal si¢ Zrédlem materiatu biologicznego dla szeregu oznaczen,
w tym obrazowania metodami bioluminescencyjnymi, rezonansu magnetycznego
i immunofluorescencyjnymi oraz prowadzonych z uzyciem zaawansowanych technik
biomolekularnych, takich jak sekwencjonowanie RNA. W kontekscie tak obszernego
warsztatu badawczego warto poruszy¢ nastepujace kwestie: 1. Dlaczego model opiera si¢
wylgcznie na samcach, a nie samcach i samicach myszy?; 2. Poniewaz nie jest znana
struktura i charakterystyka wiasciwosci fizykochemicznych zwigzku OAT-1746, w rozdziale
6.2.3. warto by podkresli¢, ze implantacja pomp osmotycznych dotyczy jedynie zwierzat
traktowanych RGD. 3. Dlaczego nie zastosowano - dla poréwnania skutecznosci - innego,
dostepnego komercyjnie inhibitora arginazy rownolegle ze zwigzkiem OAT-1746? 4. Czy
modyfikacja sekwencji RGD i RAE poprzez acetylacj¢ na koncu C i amidacje na koncu N
nie wplyneta na ich aktywnos$¢ na poziomie komorki (czy byta jakakolwiek kontrola tej
aktywnosci?). 5. Chcialbym rowniez zapytaé, czy podanie doguzowe, w sposéb ciagly,
odpowiada warunkom klinicznym (tj. w leczeniu cztowieka)?

W rozdziale Wyniki Doktorantka przedstawia uzyskane dane doswiadczalne,
wzbogacajac tekst pisany wilasciwie dobranymi i odpowiednio przygotowanymi rycinami
i tabelami. Co ciekawe, Doktorantka zaobserwowata, ze podawanie OAT-1746 nie wplynglo
na wielko$¢ guzéw w pordéwnaniu z grupg kontrolna, jednak profil transkryptomiczny
komoérek CD11b+ izolowanych z guzéw u zwierzat otrzymujacych OAT-1746 wskazywat
na zmniejszong ekspresj¢ genéw zaangazowanych we wspieranie nowotworu. Jednoczesnie,
inhibitor arginazy hamowal nabywanie immunosupresyjnego fenotypu przez komorki
mieloidalne w guzie, a w kombinacji z przeciwcialem anty-PD-1 redukowat wzrost glejaka
u myszy. Z kolei podawanie peptydu RGD nie wplywato na wielkos¢ guza, ale hamowato
nagromadzenie w mikrosrodowisku nowotworu mikrogleju/makrofagéw o proinwazyjnym
fenotypie. Zmiany transkryptomiczne wskazaly na przeprogramowanie komoérek CD11b+
zwigzanych z nowotworem po podaniu peptydu RGD oraz silng indukcj¢ odpowiedzi
prozapalnej po podaniu anty-PD-1, zwlaszcza w kombinacji z peptydem. Ponadto,
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jednoczesne podanie RGD oraz anty-PD-1 prowadzito do zwigkszonego naptywu limfocytow
T cytotoksycznych, zmniejszenia odsetka limfocytow regulatorowych oraz spowolnienia
wzrostu guza.

W opinii recenzenta warto, w kontekscie prezentowanych wnioskéw, zastanowi¢ si¢
nad nastepujgcg kwestig: Doktorantka twierdzi, ze ,,podawanie OAT-1746 prowadzito do
wzrostu st¢zenia L-argininy, zardwno w mézgu (Rycina 3B), jak i w osoczu krwi (Rycina
3C), co wskazuje na zahamowanie rozktadu L-argininy przez arginaz¢ w wyniku dziatania
inhibitora”. Pamigtajmy jednak, ze oznaczenia prowadzono w homogenacie otrzymanym
z calego mdzgu, zatem nie mozna okresli¢ w ktérych doktadnie komoérkach czy tkankach
doszto do zmian aktywnosci enzymu pod wpltywem zwigzku.

W rozdzialach Dyskusja oraz Podsumowanie i wnioski Doktorantka omawia
najwazniejsze obserwacje i osiggniecia badawcze. Dyskusja jest niezwykle interesujgca
i umiejetnie prowadzona przez Doktorantke. Podobnie jak w przypadku wczedniejszych
rozdziatéw, warto by odnies¢ sie do kilku istotnych kwestii, m.in.: Doktorantka wskazuje,
ze ARG, jako marker immunosupresyjnych komoérek mieloidalnych, ulega wysokiej
ekspresji w GAMs, giéwnie w makrofagach pochodzacych z naciekajgcych z obwodu
monocytow, a w mniejszym stopniu w rezydentnym mikrogleju. Czy w takim razie wysoka
ekspresja biatka koreluje z jego aktywnoscig enzymatyczng? Nalezy pamietac, ze OAT-1746
nie reguluje ekspresji, a aktywnos¢ enzymu. Nasuwa si¢ rowniez pytanie — czy miatoby sens
podanie wszystkich trzech (potencjalnych) terapeutykow, tj. OAT-1746, RGD i anty-PD-1?
Chciatbym réwniez zwréci¢ uwage na rozdziat 8.4. Perspektywy, wyzwania i krytyczna
ocena mozliwosci uzycia badanych strategii terapeutycznych w praktyce klinicznej, jako
niezwykle ciekawg probe wytyczenia kierunkéw dalszych badahn i $ciezek
eksperymentalnych w podjetej tematyce.

Podsumowujgc - niezaleznie od wyzej poruszonych kwestii i postawionych pytan
stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Pauliny Pilanc-Kudlek spelnia warunki okreslone
w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.
z 2023 r. poz. 742 z pézn. zm.). W zwigzku z powyzszym wnioskuj¢ do Rady Naukowej
Instytutu Doswiadczalnej PAN o dopuszczenie mgr Pauliny Pilanc-Kudlek do dalszych
etapOw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Ze wzgledu na wysoki poziom merytoryczny recenzowanej rozprawy doktorskiej oraz
duze znaczenie uzyskanych wynikéw dla reprezentowanego obszaru nauki wnioskuje
réwniez o wyrdznienie rozprawy. Gratuluje Doktorantce oraz Paniom Promotor niezwykle
interesujacej rozprawy!
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) Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej Magdalena Winiarska, PhD
im. Mirostawa Mossakowskiego Assistant Professor
’ Polskiej Akademii Nauk

Warszawa, 17/06/2025

RECENZJA rozprawy doktorskiej mgr Pauliny Pilanc-Kudlek pt. ,,Wptyw inhibitora arginazy oraz
peptydu RGD na mikrosrodowisko nowotworu i odpowiedZ na immunoterapie z uzyciem

przeciwciata anty-PD1 w mysim modelu glejaka”

Recenzowana praca dotyczy badan nad rolg mikrosrodowiska nowotworu i jego
immunosupresyjnego wptywu w glejaku ztosliwym. Celem pracy byto opracowanie nowych
terapii, ktére poprzez przeprogramowanie komaérek mieloidalnych w guzie mogtyby sie przyczynic
do poprawy skutecznosciimmunoterapii opartych o przeciwciata anty-PD-1. W pracy doktorantka
zastosowata dwa podejscie terapeutyczne: poprzez blokowanie arginazy za pomoca
drobnoczasteczkowego inhibitora Agr-1 oraz zablokowanie biatka SPP1 za pomocg peptydu RGD
blokujacego oddziatywane SPP1 z integrynami. Obie strategie sg ciekawym i innowacyjnym
podejsciem do terapii glejakdw polegajacym na reaktywacji przeciwnowotworowej odpowiedzi i
uwrazliwieniem guza na dziatanie przeciwciat anty-PD-1 i stanowig oryginalne rozwigzanie

problemu naukowego.

Ocena formalna pracy

Przedstawiona rozprawa doktorska ma typowy uktad monografii naukowej, sktada sie z 6
standardowo utozonych gtéwnych czesci (wstep, cele pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusja,
podsumowanie i wnioski) popartych 152 pozycjami piSmiennictwa. Cele pracy sg sformutowane

przejrzyscie, obejmujg 6 szczegdtowych celéw badawczych.

Ocena merytoryczna

Wstep w wystarczajgcy sposéb wprowadza czytelnika w tematyke prowadzonych badan. Jest
napisany w sposéb klarowny i przystepny, sSwiadczy o duzej ogdlnej wiedzy teoretycznej
doktorantki. Pojawito sie w nim jednak kilka drobnych niescistosci. Na przyktad w paragrafie o
immunoterapiach biernych wymienione sg cytokiny, a nie jest to terapia bierna tylko czynna. Na
stronie 29 — stwierdzenie ,PD-L1 ulega statej ekspresji na limfocytach” jest nieprawidtowe,
poniewaz ekspresja PD-L1 na limfocytach zmienia sie zaleznie od ich stanu aktywacji. Na
schemacie 3 podpisano limfocyty jako nieaktywne i aktywowane, podczas gdy PD-1 ulega
ekspresji na limfocytach aktywowanych. Precyzyjniejszy podpis ryciny mégtby by¢ nastepujacy:

,Zwigzanie PD-L1 i/lub PD-L2 z receptorem PD-1 powoduje zahamowanie przekazywania
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sygnatow aktywujacych limfocyty T. Przeciwciata anty-PD-1 przyczyniajg sie do wzmocnienia
cytotoksycznosci limfocytdw T i zwiekszone] produkcji cytokin”. Wymienione niescistosci nie
wptywajg znaczgco na jakos¢ przekazu informacji, a caty wstep jest napisany bardzo przystepnym
jezykiem i tworzy logiczng catosé.

Gtéwnym celem pracy byto przeprogramowanie komdrek mieloidalnych w guzie, ktére mogtoby
sie przyczyni¢ do poprawy skutecznosci immunoterapii opartych o przeciwciata anty-PD-1.
Waznym etapem prac byta walidacja testowanych strategii w in vivo oraz charakterystyka
mikrosrodowiska glejaka po podaniu inhibitora Arg-1 (OAT-1746) lub peptydu RGD wykorzystujgc
wieloparametryczng analize cytometrii przeptywowej oraz profilowanie transkryptomiczne
(RNAseq) izolowanych komérek  CD11lb+. Doktorantka oceniata skutecznos¢
przeciwnowotworowg immunomodulatoréw w monoterapii oraz w potfaczeniu z blokadg PD-1.
Aby osiggnac zamierzone cele doktorantka wykonata caty szereg eksperymentéw, zaréwno in
vitro jak in vivo. Prowadzac szeroko zakrojone badania doktorantka wykazata sie imponujgca
znajomoscig wielu metod eksperymentalnych. W celu oceny skutecznosci proponowanych
strategii terapeutycznych doktorantka zastosowata ortotopowy model glejaka polegajacy na
implantacji komoérek glejaka do mdézgu myszy. Monitorowanie wzrostu guza odbywato sie za
pomocg bioluminescencji oraz metodg rezonansu magnetycznego. Objetos$¢ guza wyznaczano
takze na podstawie histologicznej oceny skrawkdéw mdzgu. Podawanie substancji terapeutycznych
rowniez wymagato od doktorantki opanowania dodatkowych metod eksperymentalnych.
Inhibitor arginazy byt podawany dozotagdkowo 2 razy dziennie, natomiast peptyd RGD byt
podawany w pompie osmotycznej dozujgcej substancje w sposéb staty i wymagajgcej implantacji
w okolicy karku myszy. Tkanka mdzgowa byta réwniez przygotowywana przez doktorantke do
dalszych analiz cytometrycznych obejmujgcych analize komdrek przy pomocy wielokolorowych
paneli oraz sortowanie komérek mieloidalnych, jak i do transkryptomicznych obejmujgcych
przygotowanie bibliotek. W celu oceny skutecznosci leku doktorantka oznaczata stezenia argininy,
inhibitora Arg-1 OAT -1746 w osoczu oraz homogenatach mdzgdw, a takze stabilnos¢ peptydu
RGD. Badania prowadzone na zwierzetach byty dos¢ skomplikowane i wymagajace, jesli chodzi o
procedury eksperymentalne, wymagaty takze ogromnego zaangazowania czasowego i Swietnej
organizacji pracy.

Analiza wynikow wykazata, ze doustne podawanie OAT-1746 nie miato wptywu na sktad komédrek
uktadu odpornosciowego w mikrosrodowisku glejaka, jednak indukowato zmiany
transkryptomiczne w komdrkach CD11b+ z mézgdw myszy otrzymujacych ten inhibitor. Z kolei w

badaniach nad podawanym doguzowo peptydem RGD doktorantka wykazata, ze peptyd RGD
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skutecznie blokowat przeprogramowanie komodrek mikrosrodowiska w kierunku fenotypu
wspierajacego glejaka, jednak nie wptywat na wielkos¢ guza. Zastosowanie peptydu RGD w
pofaczeniu z przeciwciatem anty-PD-1 zmieniato sktad i funkcjonalnos¢ komodrek uktadu
odpornosciowego i doprowadzito do zmniejszenia wielkosci guza. Otrzymane wyniki wskazuja, ze
testowane przez doktorantke strategie zmieniajg mikrosrodowisko glejaka i wykazujg potencjat
modulowania odpowiedzi uktadu odpornosciowego.

Analiza przedstawionej pracy doktorskiej wskazuje, ze doktorantka bardzo sprawnie postuguje sie
wieloma metodami biologii molekularnej, dobrze dobiera metody badawcze do realizacji
zatozonych celéw, jest dobrze zorientowana w tematyce badawczej, ktdra sie zajmuje oraz
prowadzi badania, ktérych wyniki stanowig istotny wktad w poszerzenie aktualnej wiedzy na
temat roli uktadu odpornosciowego i modulowania jego aktywnosci w eliminacji komadrek
nowotworowych. Wykonujac zaplanowane eksperymenty doktorantka wykazata sie
umiejetnoscig samodzielnego prowadzenia pracy naukowej na najwyzszym poziomie. W trakcie

lektury rozprawy doktorskiej nasuneto mi sie jednak kilka pytan i komentarzy.

Komentarze i pytania

1. Jedli stwierdzono (Ryc. 1), ze ekspresja Arg-1 i Arg-2 wystepuje gtéwnie w komérkach
nowotworowych to dlaczego w kolejnych eksperymentach z mysim glejakiem nie
oceniono ekspresji Arg-1 réwniez w komérkach nowotworowych?

2. Czy OAT -1746 wykazuje takg samg skutecznosé w hamowaniu ludzkiej i mysiej Arg-1? Czy
byto to badane i czy mozna sie spodziewac jaki$ réznic w dziataniu inhibitora pod tym
wzgledem?

3. Przy pomiarach OAT -1746 w osoczu i mézgu (Ryc. 3A) nie ma zadnej kontroli. Czy nie jest
zaskakujace dla doktorantki tak wysokie stezenie OAT -1746 w mdzgu w pordwnaniu z
osoczem? Jak uzyskano pomiar stezenia w jednostkach uM w homogenacie z mdzgu — czy
stezenie byto przeliczane na biatko? Jesli nie, to jaki wptyw miata objetos¢ ptynu, w ktérym
dokonywano homogenizacji? Pordwnanie na jednym wykresie stezenia w osoczu i
homogenacie mézgu bez odpowiednich kontroli jest mylace.

4. Jaka przewage czy zalety ma metoda histologicznej oceny guza nad pomiarem
luminescencji lub rezonansem magnetycznym? Dlaczego taka metoda zostata
zastosowana?

5. Stezenie argininy w homogenacie mdzgu nie Swiadczy o zwiekszeniu stezenia argininy w

ptynie zewnatrzkomdérkowym, czyli tej dostepnej potencjalnie dla limfocytéw T. Swiadczy
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o zwiekszeniu stezeniu argininy w homogenacie, czyli takze wewnatrz komdrek, m.in.
komdrek nowotworowych. Czy mozina by zmierzy¢ stezenie argininy w ptynie
zewnatrzkomérkowym, ktéra powinna mieé¢ kluczowe znaczenie dla mozliwosci
spotegowania dziatania cytotoksycznego limfocytow.

6. Rycina 4 —dlaczego liczebnos¢ grupy kontrolnej i grupy otrzymujgcej OAT -1746 wynosita
12 myszy, a grupy otrzymujgcej anty-PD1 tylko 5? Przy n=5 trudno oceni¢ prawdziwos¢
twierdzenia, ze potowa myszy odpowiada na terapie, a potowa nie. Dlaczego barwien na
obecnos¢ limfocytéw T dokonano tylko dla 4 myszy z grupy anty-PD1 (Ryc. 5B)?

7. Rycina 6C — gdzie sg pokazane wyniki ANOVY wskazujgce na to, ze kombinacja OAT -1746
i anty-PD1 opdzniata wzrost guza? Na rycinie 6B powinny by¢ przedstawione obrazy BLI
wszystkich myszy — wtedy tatwiej mozna ocenic réznice miedzyosobnicze oraz faktyczny
wptyw testowanych lekéw na rozwaj glejaka. Na podstawie wynikdéw przedstawionych na
Ryc. 6B/C nie mozna stwierdzi¢, czy kombinacja znaczagco zmniejszata wzrost guza.

8. Ocena poziomu cytokin po podaniu OAT oraz anty-PD1 w osoczu jest mato miarodajna
jako odzwierciedlenie procesu toczacego sie w mozgu.

9. Ocena profilu transkryptomicznego komérek CD11lb — dlaczego w tych komodrkach
zwiekszyta sie ekspresja gendw kodujgcych biatka powierzchniowe komdrek NK oraz geny
typu perforyna, granzym A, jesli nie byta to analiza w komdrkach NK? Podobnie przy
analizie profilu transkryptomicznego komorek CD11b u myszy otrzymujgcych peptyd RGD
- dlaczego w tych komérkach zwiekszyta sie ekspresja genéw kodujgcych granzym A i B,
czy podjednostke beta IL2R, jesli nie byty to komérki NK ani limfocyty T? Czy mogto to
wynikac z zanieczyszczenia populacji komérek CD11b podczas sortowania?

10. Jesli po podaniu peptydu RGD zaobserwowano przeprogramowanie komérek CD11b, a
nie zaobserwowano zmian w wielkosci guzéw, to czy nie wskazuje to posrednio, ze rola
przeprogramowania komérek CD11b nie jest szczegdlnie istotne dla procesu wzrostu
glejaka?

11. Rycina 15B — w grupie traktowanej przeciwciatem anty-PD1 nie widaé podziatu na myszy
odpowiadajgce i nieodpowiadajgce na terapie — jakie parametry zmienity sie w stosunku
do eksperymentu z Ryc. 4, w ktorym zaobserwowano rézne odpowiedzi myszy na terapie
anty-PD1?

12. Strona 80 — btedne stwierdzenie — w kontekscie MHC kl. 1l antygen rozpoznajg limfocyty
CD4, a nie CDS8.
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Powyzsze komentarze i pytania nie umniejszajg charakteru osiggniecia naukowego mgr Pauliny
Pilanc-Kudlek. Oceniam je bardzo wysoko jako majgce istotny wkfad w zrozumienie roli
modulowania mikrosrodowiska nowotworowego i potencjalnego zastosowania takich strategii do
do poprawy skutecznosci immunoterapii opartych o przeciwciata anty-PD-1. Stwierdzam, ze
rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dn. 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. z 2023r. poz. 742 z pdzn. zm.) i niniejszym wnioskuje do
Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej o dopuszczenie mgr Pauliny Pilanc-Kudlek do
dalszych etapow postepowania w sprawie nadania stopnia doktora. Jednoczesnie, ze wzgledu na
wysoka jakos¢ przeprowadzonych badafd oraz potencjalne implikacje dla proceséw

terapeutycznych wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskie;j.

Dr hab. n. med. Magdalena Winiarska
Zaktad Immunologii

Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN

Department of Immunology
mwiniarska@imdik.pan.pl



Prof. dr hab. med. Radostaw Rola
Katedra i Klinika Neurochirurgii
1 Neurochirurgii Dziecigcej

Uniwersytetu Medycznego w Lublinie

RECENZJA

rozprawy doktorskiej magister Pauliny Pilanc-Kudlek
pt. ,,Wplyw inhibitora arginazy oraz peptydu RGD
na mikrosrodowisko nowotworu i odpowiedz na immunoterapie
z uzyciem przeciwciala anty-PD-1 w mysim modelu glejaka “
przygotowanej pod kierunkiem
prof. dr hab. Bozeny Kaminskiej-Kaczmarek
oraz promotor pomocniczej dr Aleksandry Ellert-Miklaszewskiej
w Pracowni Neurobiologii Molekularnej, Instytutu Biologii Do§wiadczalnej im. M.

Nenckiego Polskiej Akademii Nauk w Warszawie

Ztosliwe nowotwory glejowe osrodkowego uktadu nerwowego stanowig jedno
z najwiekszych wyzwan dla wspotczesnej neuroonkologii. Pomimo wyraznego postepu
w technikach operacyjnych umozliwiajacych uzyskanie rozleglych resekcji z
niewielkim ryzykiem niekorzystnych nastgpstw neurologicznych oraz wdrozenia
zaawansowanych protokolow leczenia wspomagajacego =z  zastosowaniem
radiochemioterapii jak dotychczas nie osiggnigto istotnej poprawy catkowitej
przezywalnos$ci pacjentow cierpigcych na te schorzenia. W tym konteks$cie istotnego
znaczenia nabieraja projekty badawcze zorientowane na scharakteryzowanie
mechanizmoéw odpowiedzialnych za odpornos$¢ guzow glejopochodnych na odpowiedz
ukladu immunologicznego i stworzenie podstaw teoretycznych dla nowych,
personalizowanych strategii terapeutycznych dajacych nadziej¢ na poprawe wynikow
leczenia tych, stanowigcych wcigz olbrzymie wyzwanie dla wspotczesnej medycyny,
guzéw. W powyzszy nurt znakomicie wpisuje si¢ praca doktorska magister Pauliny
Pilanc-Kudlek, ktéra koncentruje si¢ na przetamywaniu immunosupresji glejaka

poprzez dwie nowatorskie interwencje - zastosowanie doustnego inhibitora arginazy



1/2 (OAT-1746) i1 peptydu RGD blokujacego szlak SPP1-integryna w zwierzecym
modelu glejaka.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zawiera 117 stron tekstu, 32
ryciny i 3 tabele podzielonych na rozdziaty typowe dla dysertacji doktorskiej. W opinii
Recenzenta korzystnym byloby jednak uzupehienie jej o spis rycin, ktére ze wzgledu
na znaczenie przedstawionych graficznie danych stanowig kluczowy element
dysertacji, nawigowanie ktorej ze spisem rycin bytoby latwiejsze i bardziej intuicyjne.
Pewne zastrzezenia budzi rowniez oprawa edytorska pracy, w rozdziale Pi$miennictwo
wydaje si¢, ze Autorka nie przyjeta jednej obowigzujacej konwencji formatowania
pozycji piSmiennictwa — pierwsza pozycja przytacza numer tomu i stron publikacji po
czym juz w pozycji 2 pojawia si¢ jedynie DOI co wprowadza chaos. Wydaje si¢, ze
korzystnym byloby wprowadzenie standardowej konwencji. Powyzsze uwagi nie
umniejszajg jednak w istotny sposob ogdélnego wrazenia nalezytego przygotowania
pracy doktorskie;.

We Wstepie, uporzadkowanym w logicznie uszeregowane podrozdziaty
Doktorantka sukcesywnie przedstawia epidemiologi¢ 1 aktualnie obowiazujaca
klasyfikacje nowotwordw  glejopochodnych, nastgpnie prezentuje strategie
terapeutyczne po czym Ww interesujacy sposob charakteryzuje immunosupresyjne
mikrosrodowisko glejakow z uwzglednieniem struktury nacieku limfoidalnego w
glejakach ztos§liwych, charakterystyka komoérek mieloidalnych w mikro$rodowisku
glejaka, opisem czynnikow bioragcymi udzial w rekrutacji i aktywacji komorek nacieku
oraz enzyméw niezbednych dla limfocytow T. Nastepny podrozdziat mgr Pilanc-
Kudlek poswigca terapiom ukierunkowanym na komorki odpornosciowe w
mikrosrodowisku nowotworu z uwzglednieniem immunoterapii  biernych,
immunologicznych ~ punktéw  kontrolnych 1  technik  blokowania 1
przeprogramowywania komodrek mieloidalnych w glejakach. W opinii Recenzenta
Wstep jest zbyt rozbudowany i moglby zostaé nieco skroécony, co nie zmienia faktu, ze
w adekwatny sposob prezentuje on podstawy teoretyczne dla sformulowania celu
badan w kolejnym rozdziale. W nim to Doktorantka formutuje hipoteze badawcza jaka
jest ocena przeciwnowotworowego dzialania inhibitora arginazy (OAT-1746) oraz
peptydu interferujacego RGD, a takze ich wptywu na mikro$rodowisko i odpowiedz na
immunoterapi¢ w mysim modelu glejaka GL261. W tym celu definiuje ona cele
szczegdtowe obejmujace: ocene wplywu inhibitora arginazy OAT-1746 oraz

przeciwciala anty-PD-1 na wzrost glejaka, analiz¢ wptywu inhibitora arginazy oraz



przeciwciala anty-PD-1 na mikro$rodowisko nowotworu z uwzglednieniem zmian
transkryptomicznych w komoérkach mieloidalnych z glejakéw po zastosowaniu OAT-
1746 1 anty-PD-1, oceng wplywu peptydu RGD na wzrost glejaka oraz wptywu peptydu
RGD w potaczeniu z przeciwcialem anty-PD-1 na mikrosrodowisko nowotworu z
uwzglednieniem zmian transkryptomicznych w komoérkach mieloidalnych z glejakow
po zastosowaniu peptydu RGD oraz przeciwciata anty-PD-1.

W cze$ci badawczej, w kolejnych rozdziatach Doktorantka przedstawia
zastosowang w badaniach lini¢ komorkowa po czym w szczegdlowy sposodb opisuje
proces hodowli komoérek i stosowane warunki do$wiadczalne, procedure tworzenia
modelu zwierzgcego, implantacji pomp osmotycznych dla potrzeb dostarczania leku do
OUN wraz z charakterystyka stosowanych substancji, metodologia obrazowania
bioluminescencyjnego 1 przyzyciowego obrazowania z zastosowaniem rezonansu
magnetycznego wraz z technikami pozyskiwania materialu tkankowego i jego oceny z
uwzglednieniem cytometrii przeptywowej, metod biologii molekularnej, analizy
bioinformatycznej, barwien immunofluorescencyjnych, chromatografii cieczowej
wysokiej rozdzielczosci potaczonej ze spektrometria mas. Kompleksowosé
zastosowane] metodologii 1 niezbedny naktad pracy robig duze wrazenie a
zastosowanie wybranych technik badawczych pozwala oceni¢ zarowno efekty makro-
(objetos¢ guza) jak i mikro- (zmiany transkryptomiczne). Jedynie w czg$ci poswigconej
analizie publicznie dostgpnych danych oraz analizie statystycznej, w ocenie
Recenzenta, zabrakto informacji na temat kryteriow doboru narzedzi statystycznych (w
jaki sposob prowadzona byta analiza rozktadu zmiennych, na jakiej podstawie podj¢to
decyzje o zastosowaniu wybranych testow, czy stosowano transformacje logarytmiczna
danych dla ich normalizacji itp.)

Rozdzial 7 Doktorantka poswigca wynikom wilasnym, oceniajac sukcesywnie
ekspresje ARG1/ARG2 w glejakach ludzkich zardwno in silico poprzez analiz¢ danych
zawartych w bazie TCGA jak i wykorzystujac scRNA-seq z probek pacjentow, ktory
ujawnil, ze transkrypty pochodza gtownie od komoérek nowotworowych oraz GAMs.
Nastepnie Autorka bada ekspresje Argl/Arg2 w komorkach zastosowanej linii GL261,
potwierdza dominacj¢ Argl w infiltrujacych makrofagach (CD11b*CD45"wysoki)
oraz analizuje biodystrybucje i farmakodynamike OAT-1746 w celu potwierdzenia
penetracji bariery krew-moézg. W kolejnym podrozdziale Doktorantka ocenia
efektywno$¢ OAT-1746 1 anty-PD-1 w monoterapii wykazujac, ze OAT-1746 nie

wplynat na objeto$¢ guza natomiast anty-PD-1 zadziatal jedynie u ok. 50 % zwierzat



jednoczesnie badajac wplyw w/w terapii na elementy mikrosrodowiska (IHC).
Szczegdlnie interesujace wyniki zawieraja podrozdzialy poswigcone terapii
skojarzonej z zastosowaniem OAT-1746 i anty-PD-1 — zastosowanie tej kombinacji
silnie opdzniato przyrost bioluminescencji i objetosci guza prowadzac do zmian w
immunofenotypie guza, zmian w profilu cytokin w osoczu oraz zmian W
transkryptomie CD11b* sugerujace przeciwnowotworowe przeprogramowanie GAMs.
Analogicznie podrozdziaty pos§wiecone peptydowi RGD obejmuja poczatkowo ocene
ekspresji elementu docelowego dla RGD tj. SPPI/MFGES-integryny w glejakach
ludzkich in silico poprzez analiz¢ danych zawartych w bazie TCGA z ktorej wynikato,
ze SPP1 ulega najsilniejszej ekspresji w GBM (G4) przy czym wysoki jej poziom
koreluje ze zlym rokowaniem; nastgpnie Doktorantka nastgpnie weryfikowata
stabilno§¢ 1 penetracjc¢ RGD dostarczanego za pomoca pomp osmotycznych
potwierdzajac jego obecno$¢ zarowno w rdzeniu jak i strefie brzeznej guza po podaniu
do guza. Podobnie jak w przypadku OAT-1746 monoterapia z zastosowaniem peptydu
RGD nie wplywata na wielko§¢ guza, ale co interesujace poprawiata wyktadniki
dobrostanu zwierzat (poprawa masy ciata). W ramach w/w eksperymentow oceniono
réwniez transkryptom CD11b* po podaniu RGD, ktory wykazat zmiany w kierunku
wzmozenia prezentacji antygenu i odpowiedzi interferonowej przy jednoczesnym
obnizeniu adhezji i supresji limfocytoéw. Podobnie jak w przypadku kombinacji OAT-
1746 1 anty-PD-1 potaczenie RGD + anty-PD-1 dato dobry efekt przeciwnowotworowy
ze zmniejszeniem rozmiarOw guzéw o ok. 33 % w porOwnaniu ze zwierz¢tami
kontrolnymi. Zmianom tym towarzyszyly zmiany w profilu ekspresji cytokin i
immunofenotypu nacieku mieloidalnego zwigzane najprawdopodobniej ze wykrytymi
zmianami w transkryptomie CD11b".

W dyskusji, podzielonej na 4 podrozdzialty Autorka rekapituluje uzyskane
wyniki na tle doniesien literaturowych i konfrontuje uzyskane przez siebie wyniki
zrezultatami badan innych autorow w kontekScie wszystkich zmiennych
analizowanych w rozdziale po$wieconym wynikom. Szczegélnie interesujacy dla
czytelnika wydaja si¢ by¢ podrozdziat 8.4, ktére w sposéb klarowny omawiajg i
wyjasniaja potencjalne perspektywy i wyzwania zwigzane z uzyciem badanych
strategii terapeutycznych w praktyce kliniczne;.

We wnioskach bedacych podsumowaniem przeprowadzonej wczesniej analizy
naukowej Doktorantka podkresla, ze podawanie OAT-1746 nie wptyng¢to na wielko$¢

guzow w poréwnaniu z grupg kontrolng pomimo zaobserwowanych zmian w profilu



transkryptomicznym komoérek CDI11b+ izolowanych z guzéw u zwierzat
otrzymujacych OAT-1746, ktéry wskazywal na zmniejszong ekspresje¢ gendéw
zaangazowanych ~we wspieranie nowotworu oraz hamowania nabywania
immunosupresyjnego fenotypu przez komodrki mieloidalne w guzie. Natomiast
kombinacja inhibitora arginazy z przeciwciatem anty-PD-1 redukowata wzrost glejaka
umyszy. Analizujac dziatanie peptydu RGD Autorka doszta do wniosku, Ze podawanie
peptydu RGD nie wplywa na wielko$¢ guza, ale hamuje nagromadzenie w
mikrosrodowisku nowotworu mikrogleju/makrofagéw o fenotypie proinwazyjnym.
We wnioskach Doktorantka podkresla rowniez, ze zmiany transkryptomiczne wskazaty
na przeprogramowanie komoérek CD11b+ zwigzanych z nowotworem po podaniu
peptydu RGD oraz silng indukcj¢ odpowiedzi prozapalnej po podaniu anty-PD-1,
zwlaszcza w kombinacji z w/w peptydem a kombinacja peptydu RGD oraz anty-PD-1
prowadzi do zwigkszonego naptywu limfocytow T cytotoksycznych, zmniejszenia
odsetka limfocytéw regulatorowych oraz spowolnienia wzrostu guza.

Z obowiazku Recenzenta pragng zwroci¢ uwage na kilka niewielkich uchybien,
ktore uwzglednione w wysoce prawdopodobnych dalszych badaniach Doktorantki
mogg jeszcze bardziej poprawi¢ range jej osiagnieé. Pierwszym z nich jest timing
zastosowanych terapii - rozpoczynaja si¢ one u zwierzat bezposrednio po implantacji
komoérek GL261; nie odzwierciedla to sytuacji klinicznej nawrotowego GBM ani
op6znionego podawania lekéw. Sama Autorka zwraca uwagg na to ograniczenie i
wydaje si¢ ono by¢ kluczowe dla zblizenia funkcjonowania modelu do realiow
klinicznych. Podobnym ograniczeniem z perspektywy klinicznej jest ciggta infuzja
doguzowa peptydu RGD przez pompg osmotyczng; rozwazytbym wykonanie analizy
jego efektywno$ci po podaniu systemowym, szczegdlnie w opcji z ktérym$§ z
dostepnych systeméw nosnikowych (liposomy, polimerowe nanokapsuitki lub proba
czasowego uszkodzenia BBB za pomoca dotetniczego wlewu mannitolu/FUS/) lub
alternatywnie poprzez wlew intratekalny peptydu. Kolejnym zagadnieniem wartym
rozwazenia jest rozszerzenie analizowanych danych modelu zwierzecego o oceng
wydluzenia zycia zwierzat jak rowniez o analize toksykologiczng pod katem
ewentualnych dziatan niepozadanych

Cato$¢ rozprawy doktorskiej mgr Pauliny Pilanc-Kudlek oceniam bardzo
wysoko. Doktorantka dowiodla, Zze jest dojrzatym badaczem, potrafigcym dobrac
cickawy temat badawczy o duzym =znaczeniu poznawczym 1 potencjalnym

praktycznym. Zebrany materiat zostat w prawidtowy sposob przeanalizowany oraz stat



si¢ podstawa do wyciagnigcia prawidtowych, logicznych wnioskéw. Rozprawa
doktorska spelnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668) w zwiazku z art. 179 ust. 1
ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustaw¢ — Prawo o szkolnictwie
wyzszym 1 nauce (Dz.U. z 2018r. poz. 1669 z pdzn. zm.) zwracam si¢ do Rady
Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego Polskiej Akademii
Nauk w Warszawie o dopuszczenie mgr Pauliny Pilanc-Kudlek do dalszych etapow

postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.
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