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Recenzja poprawionej wersji rozprawy doktorskiej mgr Marty Lisowskiej pt.:
»Wytworzenie i charakterystyka nowych przeciweial monoklonalnych swoistych
wobec antygenow zgodnosci tkankowej DR psa (DLA-DR) jako narzedzi w
diagnostyce i eksperymentalnej terapii chloniakow”

Po zapoznaniu si¢ z poprawionym tekstem rozprawy oraz z opinia promotora, dofgczong do
dokumentacji, o$wiadczam, ze forma ocenianej rozprawy zostala znacznie poprawiona. Praca
jednak ciggle zawiera szereg bledow edytorskich, z ktérych cze$é wymienic w dalszej czesei
recenzji.

Nie zmienifam wyrazonego poprzednio zdania odnognic wysokiej wartosci merytorycznej
wynikow azyskanych przez panig mgr Lisowska i opisanych w tej rozprawie doktorskiej. W
zwigzku z tym, ponizej powtarzam obszerne fragmenty. dotyczgce tego aspektu doktoratu, z mojej
wezesniejszej recenzji. Ocena wykonanej pracy eksperymentalne] pozostaje bez zmian i jest
jednoznacznie pozytywna. Moje poprzednie uwagi krytyczne dotyczyly jedynie nicakceptowalne;
formy rozprawy.

Rozprawa doktorska mgr Marty Lisowskiej wykonana zostata w Instytucie Immunologii i
Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk pod kierunkiem prof. dr
hab. Arkadiusza Migzka. W wyniku realizacji ocenianej rozprawy doktorskiej powstaly dwie
publikacje, z ktorych pierwszg opublikowano w 2018 r. w Hematological Oncology (IF: 3.439) a
drugg w 2019 r. w Cancers (Basel) (IF: 6.162). Ponadto, wyniki prezentowane byly na 5
konferencjach miedzynarodowych 1 3 krajowych. Badania byly realizowane w ramach dwdch
projektow, projektu TANGO, ktorego kierownikiem byt prof. dr hab. Andrzej Rapak oraz projektu
PRELIDIUM, w ktérym kierownikiem byta pani mgr Marta Lisowska.

Oceniana praca zawiera wszystkie typowe i niezbedne czgsei rozprawy doktorskiej.:

Streszezenie polskie 1 angielskie, Wykaz skrotow, Wstep, Cel pracy, Materiaty 1 metody, Wyniki,
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Dyskusja. Wnioski, Literatura oraz Spis tabel i rysunkoéw. Praca ma forme 95-stronicowego
maszynopisu zawierajgcego 6 tabel, 33 rysunki i 83 pozycje literatury.

Praca ma charakter biotechnologiczny a jej celem bylo uzyskanie monoklonalnych mysich
przeciweiat rozpoznajgeych specyficznie antygeny obecne na powierzchni psich chioniakéw B-
komorkowych, ocena przydatnodei uzyskanych przeciwceial w diagnostyce psich chloniakéw oraz
poprawa tej potencjalnej przydatnoscei poprzez modyfikacje polegajace na kaninizacji oraz
koniugacji z metotreksatem. Cele te zostaly osiagniete. Pani Marta Lisowska uzyskata dwa klony
hybrydomy (B5 i El1), kiére byly reaktywne wobec antygenéw powierzchniowych psich
chioniakow B-komorkowych. Reaktywnos¢ uzyskanych przeciweial potwierdzono z uzyciem
odpowiednich psich linii komérkowych oraz w materiale biologicznym pobranym od psow.
Nastgpnym krokiem byta identyfikacja epitopdw rozpoznawanych przez przeciweiata B5 1 E11 oraz
okreslenic ich reaktywnosci. Okazalo si¢, ze oba przeciwciala specyficznie rozpoznaja epitopy
konformacyjne na czgsteczee psiego biatka zgodnodei tkankowej (DLA-DR) oraz e epitop
rozpoznawany przez B5 jest w obrebie fancucha DRa, natomiast wigzanie E11 wymaga obecnoscei
obu faicuchéw DLA-DR. W nastepnych etapach pracy wykonano testy cytotoksyeznosei
polegajace na analizie spadku liczby zywych komérek chloniaka (linie CLBLI i CLB70)
potraktowanych przeciwcialami oraz sprawdzenie czy obserwowana cytotoksycznosé wynika z
faktu indukowania apoptozy i przebiega z udzialem kaspaz. Wickszoéé powyzszych
eksperymentéw przeprowadzono tylko z przeciwcialami BS lub koniugatem B5 z metotreksatem
(B5-MTX). Nastepnie wykazano, ze cytotoksyezny efekt B5 1 E11 jest zalezny od dopelniacza oraz
ze przeciwciata te stymuluja fagocytozg komdrek psich chioniakéw. Nastgpnie wykazano
przydatnosé przeciweial BS i Ell do diagnostyki psich chloniakéw, szczegdlnie poprzez ich
wykorzystanie do testu kanapkowego ELISA (ang. sandwich ELISA). W dalszych etapach pracy
doktorantka skoncentrowala si¢ na przeciwcialach BS. Uzyskala przeciwciata zawierajgce fuzje
czgsei zmiennej przeciweiata BS z regionem stalym psiej immunoglobuliny w komérkach linii
CHO oraz wykazala reaktywno$¢ supernatantu z tych komérek wobec komérek dwéch linii
chioniaka psow. Dodatkowa strategia poprawienia funkcjonalnosei przeciwciat B5 polegata na
uzyskaniu koniugatu z metotreksatem (MTX), co poprawilo cytotoksycznosé wzgledem komorek

chioniaka bez zmiany ogdlnego mechanizmu tej cytotoksyeznosei.
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W koncowych rozdziatach opisane sg wyniki badania terapeutycznego podania przeciwcial BS i
B5-MTX z uzyciem mysiego modelu choroby. Pozytywny efekt przeciweial wykazano na kilka
sposobow: stwierdzono wydhizenie czasu przezywalnosel, zaobserwowano zanik lub zmniejszenie
ognisk wzrostu nowotworu, wykazano brak ubytku wagi, brak komérek nowotworowych w szpiku
oraz w innych organach a takze znaczng redukeje poziomu biatka DLA-DR w surowicy.

Recenzowana rozprawa doktorska bazuje na logicznym ciggu doswiadezen, prowadzacym
od stworzenia koncepcji (immunizacja myszy komorkami chtoniaka psow) do uzyskania narzedzi
diagnostycznych i terapeutycznych przeznaczonych do badania i leczenia psdw. Jest to solidna
praca badawcza, stanowigea podstawe ewentualnych prac wdrozeniowych. ktdre oczywiscie nie s
przedmiotem rozprawy i ktére przekraczalyby ramy typowego doktoratu.

Troche szkoda, ze doktorantka nie przylozyla si¢ jednak nieco bardziej do przygotowania
wersji poprawionej. Wstep pozostal bardzo lakoniczny i raczej w niewielkim stopniu zostat
poprawiony, poniewaz znajdujgce sie w tej czgsci Rysunki 2 1 3 w dalszym ciagu nie sg cytowane w
tekscie rozprawy. Podobny zarzut dotyczy takze czedei tabel, np. Tabela 2, Tabela 3 w Materialach
i metodach, ktére powinny zosta¢ wymienione w tej czesei tekstu, w ktdrej sie pojawiajg. We
wstegpie ciggle jest sporo drobnych bleddéw edytorskich. Do tego typu bleddw zaliczam takze blad

znajdujgey si¢ w Materialach i metodach na stronach 47-48 rozprawy, gdzie autorka odwoluje sie

niepoprawnie do Rysunku 23 i Tabeli 5. Ta cz¢$¢ (3.2.12. Kaninizacja) zawiera zreszig poivtérzenie
i nie zostata nalezycie przejrzana i poprawiona. Z kolei w rozdziale 4.4. Wynikéw (rozdzial
dotyczgey otrzymania i wstepnej charakterystyki kaninizowanego przeciwciata) doktorantka nie
pokazuje dokumentacji dotyczgcej tego etapu badai. Prosz¢ o ewentualne uzupelnienie tego
niedociggniccia w prezentacji w trakcie obrony.

Ciggle w réznych czesciach tekstu dostrzegam troche kolokwializmdéw i niezrecznych
sformulowan, co jest szezegdlnie zadziwiajace biorge pod uwage fakt, Ze autorka dostata szanse
powtdrnego przejrzenia i ¢zas na poprawienie pracy.

Bledy te, aczkolwiek do$¢ mocno utrudniajace lekture, nie umniejszajg  wartodci
merytorycznej pracy i oczywistego zaangazowania si¢ pani mgr Marty Lisowskiej w dobrze
zaplanowane badania naukowe, zakonczone wg. mojej oceny bardzo pozytywnym wynikiem. W
zwigzku z biotechnologicznym charakterem pracy, cheiatabym dowiedzieé sie, jakie jest zdanie

doktorantki na temat realnych mozliwosci wykorzystania uzyskanych przeciweial do diagnostyki i
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terapii nowotwordéw psow. Kolejnym nasuwajgcym sie pytaniem do dyskusji w trakcie publiczne;j
obrony doktoratu jest czy po immunizacji myszy psig linig chfoniaka uzyskano przeciwciata o innej
reaktywnosei j. rozpoznajgce inne antygeny powierzchniowe komérek rakowych niz antygen
DLA-DR, rozpoznawany przez B5 i E11. Jesli tak, to jakie to byly przeciwciata i dlaczego wybrano

wladnie B5 i1 E11 do dalszych analiz. Jesli nie, to co byto powodem tego wyniku.

W podsumowaniu recenzji zaznaczam, ze poprawiona rozprawa doktorska pani mgr Marty
Lisowskiej spelnia warunki ustawowe stawiane rozprawom doktorskim. W zwiazku z powyzszym
zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk z wnioskiem o dopuszczenie pani Marty

Lisowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

L/

/
Prof. dr hab. Agnieszka Sirko
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