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wEkspresja supresorowych antygenow BTLA, PD-1 i CTLA-4 w populacji efektorowych
i regulatorowych limfocytow krwi obwodowej u chorych na szpiczaka plazmocytowego”

Promotor pracy: dr hab. n. med. Agata Kosmaczewska

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska zostala wykonana pod kierunkiem naukowym
Pani dr hab. n. med. Agaty Kosmaczewskiej. Podstawe formalng wykonania recenzji stanowi pismo
Przewodniczacego Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu
prof. dr hab. Agnieszki Haton.

Szpiczak plazmocytowy (multiple myeloma, MM) jest zlosliwa chorobg nowotworowa uktfadu
krwiotworczego, charakteryzujaca si¢ klonalng proliferacja atypowych plazmocytéw w szpiku kostnym,
ktorej zazwyczaj towarzyszy wydzielanie nieprawidlowego biatka monoklonalnego. Jest to choroba
wykraczajaca poza zaburzenia w szpiku kostnym i krwi obwodowej albowiem jej nastepstwa obejmuja
zmiany w zakresie ukladu kostnego, naczyn krwionosnych, nerek oraz ukladu nerwowego. Ponadto,
wlasciwo$cig szpiczaka plazmocytowego jest postepujacy rozwoj zaburzen immunologicznych.
W zwigzku z tym rosnie zainteresowanie ukladem odpornosciowym i jego rolg w procesie rozwoju
MM, a co za tym idzie, lekami celujacymi w poszczegdlne ogniwa tego uktadu. Powszechnie wiadomo,
ze limfocyty T odgrywaja istotng role w rozpoznawaniu i eliminowaniu komoérek nowotworowych,
a ich dysfunkcja, spowodowana m.in. stanem ,,wyczerpania” sprzyja, ucieczce nowotworowych
komoérek plazmatycznych spod nadzoru immunologicznego i dalszego rozwoju choroby. Limfocyty
o cechach ,,wyczerpania” wykazuja zwigkszong ekspresje immunologicznych punktow 1'<0ntrolnych
w tym receptora PD-1, TIGIT, BTLA czy CTLA-4. Wzrost ekspresji receptoréw inhibujacych
przyczynia si¢ do ograniczenia funkcji efektorowej limfocytéw T, co jest $cisle zwigzane z postgpem
choroby i ztym rokowaniem. Przezywalnos¢ pacjentow ze szpiczakiem plazmocytowym poprawita si¢
w ciagu ostatniej dekady dzieki wprowadzeniu lekéw immunomodulujacych, inhibitoréw proteasomu
i przeciwcial monoklonalnych. Niestety szpiczak plazmocytowy nadal pozostaje chorobg nieuleczalng.
Sukces immunoterapii ukierunkowanej na blokowanie/wylaczenie funkcji receptoréw hamujacych
odpowiedZz immunologiczng zmienit spojrzenie na leczenie guzéw litych i chloniakéw. Inhibitory
CTLA-4, PD-1 (jak i PD-L1/L2) znosza ich negatywne dzialanie wobec odpowiedzi
przeciwnowotworowe] przyczyniajac si¢ do smierci komorek nowotworowych. Jednak, w przypadku
szpiczaka plazmocytowego zastosowanie inhibitor6w punktéw kontroli immunologicznej w badaniach
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klinicznych przyniosto wyniki niezgodne z oczekiwaniami. Moze to wynika¢ z odmiennego
mikrosrodowiska immunologicznego oraz ré6znego stopnia ,,wyczerpania” limfocytow T. Dlatego warto
doktadniej zbadac¢ charakterystyke immunosupresji limfocytow T, a zwlaszcza zwiazek miedzy ztozong
siecig receptorow immunosupresyjnych a ,,wyczerpaniem” limfocytow T u pacjentéw ze szpiczakiem
plazmocytowym.

W zwiqzku z powyzszym, wybor tematu, cel i zatozenia przediozonej do recenzji rozprawy doktorskiej
sq niezwykle istotne i wpisujq sie w ogélnoswiatowe trendy naukowe i kliniczne. Podjety przez
Doktorantke problem jest problemem aktualnym i waznym, zaréowno pod wzgledem teoretycznym,
jak i praktycznym. Tytut dysertacji odzwierciedla zakres przeprowadzonych badan.

Rozprawa doktorska lek. Anny Kulikowskiej de Nalgcz liczy 113 stron i zostata przygotowana zgodnie
z zaleceniami dotyczacymi rozpraw doktorskich opartych na jednotematycznym cyklu publikacji
naukowych. Przedstawione do oceny opracowanie obejmuje stron¢ tytutowa, spis tresci, wykaz prac
naukowych wchodzacych w sktad cyklu wraz z ich danymi bibliometrycznymi, streszczenie w jezyku
polskim i streszczenie w jezyku angielskim, wstep, zalozenia i cel pracy, materiat i metody badan,
publikacje stanowiace prace doktorska, podsumowanie wynikow, wnioski, wykaz stosowanych skrotow
oraz pismiennictwo liczace 35 pozycji. W postaci zalacznikow Doktorantka umiescita oswiadczenia
wspotautoréw, note biograficzna, wykaz pozostatego dorobku naukowego Autorki oraz opini¢ Komisji
Bioetycznej. W dysertacji Autorka zamiescita petne teksty publikacji stanowigcych rozprawe.

W mojej ocenie, uktad pracy nie budzi wigkszych zastrzezen. Jest przejrzysty i zgodny z wymaganiami
stawianymi rozprawom doktorskim. Literatura przytoczona w pracy Swiadczy o rozleglej wiedzy
i orientacji Doktorantki w dziedzinie, ktorg uprawia. Ponad 80% cytowanych prac zostalo
opublikowane po 2013 roku. Mozna uznaé, ze Autorka zajmuje sie tematykg, ktéra jest aktualna.
O kompetencji Doktorantki Swiadczg rowniez publikacje stanowigce integralng czesé rozprawy oraz
artykuly (zamieszczone w wykazie), ktorych jest wspolautorem.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska stanowi spojny tematycznie cykl trzech publikacji
naukowych (jednej przegladowej i dwoch oryginalnych), opublikowanych w latach 2013-2023:

1. Kosmaczewska A, Masternak A, Kosciow K. The functional significance of the bone marrow
microenvironment in multiple myeloma development and progression. OA Immunology 2013;1(1)7.

2. Kulikowska de Nalecz A, Ciszak L, Usnarska-Zubkiewicz L, Frydecka I, Pawlak E, Szmyrka M,
Kosmaczewska A. Deregulated Expression of Immune Checkpoints on Circulating CD4 T Cells May
Complicate Clinical Outcome and Response to Treatment with Checkpoint Inhibitors in Multiple Myeloma
Patients. Int J Mol Sci. 2021;22(17):9298.

Kulikowska de Natecz A, Ciszak L, Usnarska-Zubkiewicz L, Pawlak E, Frydecka I, Szmyrka M,
Kosmaczewska A. Inappropriate Expression of PD-1 and CTLA-4 Checkpoints in Myeloma Patients Is

(5]

More Pronounced at Diagnosis: Implications for Time to Progression and Response to Therapeutic
Checkpoint Inhibitors. Int J Mol Sci. 2023;24(6):5730.

Wszystkie zamieszczone w rozprawie prace sg wieloautorskie, co potwierdza umiejetnos¢ pracy
zespotowej Doktorantki. Praca doktorska zawiera oswiadczenia wspdtautorow o ich wkladzie
merytorycznym w wykonaniu poszczeg6lnych publikacji. Wkiad doktorantki obejmowat opracowanie
koncepcji pracy, opracowanie metodologii badawczej, zbieranie materiatu, analiz¢ i interpretacje
danych klinicznych pacjentéw wiaczonych do badania, analize i interpretacje danych pozyskanych
w toku badania, gromadzenie piSmiennictwa, pisanie manuskryptow i ostatecznej wersji publikacji.
Prace oryginalne ukazaly si¢ drukiem w czasopiSmie ujetym w bazie Journal Citation Reports
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o tacznym wspotczynniku oddzialywania (IF) rownym 12,416. Doktorantka jest pierwsza autorka
publikacji oryginalnych. W pracy przegladowe;j lek. Anna Kulikowska de Natecz jest drugim autorem.

Wobec powyzszego kryteria niezbedne do przedstawienia rozprawy doktorskiej zostaty wypehione pod
wzgledem formalnym.

We ,, WSTEPIE” pracy Doktorantka w zwigzly sposob przedstawila informacje na temat zaburzen w
obrebie populacji limfocytow T w przebiegu szpiczaka plazmocytowego. Ta czes¢ rozprawy doktorskiej
stanowi uzasadnienie podjetej tematyki badawczej. Tekst ten jest napisany klarownie i syntetycznie.
W oparciu o przestanki zawarte we ,, WSTEPIE” Doktorantka sformulowata cele badan. Cele
szczegodlowe zamieszczone zostaly oczywiscie w kazdej z prac wchodzacych w sklad rozprawy.

W rozdziale ,,MATERIAL [ METODY” Doktorantka opisala grupe badana i grupe kontrolna,
przedstawila metodyke badan i analize statystyczna. Przebadano 40 chorych z rozpoznaniem szpiczaka
plazmocytowego leczonych w Klinice Hematologii we Wroctawiu oraz w Oddziale Hematologii
w Opolu. Chcialabym podkresli¢, ze zastosowane metody zostaly rowniez doktadnie opisane
w poszczegdlnych pracach eksperymentalnych wchodzacych w sklad rozprawy. Dobdr metod
badawczych i statystycznych zostal juz szczegdtowo oceniony przez niezaleznych recenzentow
poszczegolnych prac i nie budza zadnych watpliwosci. Wykonanie ambitnych i pracochtonnych
eksperymentéw, nie budzi zadnych zastrzezen. Szczegdlowy opis wykonanych oznaczen dowodzi
rzetelnosci wykonanych badan. Nalezy podkresli¢ fakt zastosowania przez Doktorantke w pracach
oryginalnych szerokiego wachlarza technik laboratoryjnych, co $wiadczy o bogatym warsztacie
metodycznym Autorki.

Temat pracy dotyczy waznego i aktualnego problemu klinicznego. Oryginalne prace badawcze
stanowigce podstawe prezentowanej pracy doktorskiej byly juz poddane wczesniejszej ocenie przez
redakcje czasopism i niezaleznych recenzentow i rowniez ze wzgledu na range czasopism nie budzg
zadnych watpliwosci. Prace stanowiagce rozprawe tworza integralng calos¢, sa spdjne tematycznie
i szczegotowo opracowane.

Pierwsza praca opublikowana w OA Immunology (2013), pt. ,,The functional significance of the bone
marrow microenvironment in multiple myeloma development and progression” to podsumowanie
wiedzy na temat szpiczaka plazmocytowego. Gtéwnym tematem artykutu jest rola mikrosrodowiska
szpiku kostnego w patogenezie MM. Opisano w nim wzajemne interakcje miedzy komorkami
mikro$rodowiska oraz klonem nowotworowym zachodzace na zasadzie bezposrednich oddzialywan
powierzchniowych czasteczek adhezyjnych i receptorowych, a takze za posrednictwem uwalnianych
przez te komorki parakrynnych mediatorow umozliwiajacych przezycie, proliferacje i roznicowanie
atypowych plazmocytdw oraz zasiedlanie szpiku kostnego, inwazje do nowych regiondw szpiku
i lokalizacji pozaszpikowych. Tre$¢ zawarta w pracy przegladowej stanowi dobre izasadnienie
kontynuacji badan nad patogeneza szpiczaka plazmocytowego.

Prace przegladowa oceniam pozytywnie, jednak podczas jej lektury nasunety mi sie pewne watpliwosci.

e Praca przeglgdowa opublikowana w 2013 roku stanowi teoretyczne wprowadzenie do dalszej
czesci pracy, jednakze w przedstawionym opracowaniu brakuje mi krétkiego przeglgdu wiedzy na
temat punktow kontroli uktadu immunologicznego, takich jaki PD-1, CTLA-4, czy BTLA z okresu
przed rozpoczeciem przez Doktorantke badan i informacji o przestankach do podjecia wlasnie tego
tematu. Dlatego stan wiedzy proponuje omowié podczas prezentacji rozprawy doktorskiej.
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Nastepne, spdjne tematycznie, dwie publikacje oryginalne (/nt J Mol Sci. 2021 i Int J Mol Sci. 2023)
to wynik badan wlasnej grupy 40 chorych z rozpoznaniem szpiczaka plazmocytowego. W pierwszej,
pt. ,.Deregulated Expression of Immune Checkpoints on Circulating CD4 T Cells May Complicate
Clinical Outcome and Response to Treatment with Checkpoint Inhibitors in Multiple Myeloma Patients”
lek. Anna Kulikowska de Natgcz ocenita blonowg ekspresje immunologicznych punktéw kontroli:
PD-1, CTLA-4, BTLA-4 na limfocytach CD4" (zarowno efektorowych, jak i regulatorowych) u chorych
z aktywnym szpiczakiem plazmocytowym w rdznych fazach choroby. Na poziomie pojedynczej
komorki stwierdzono utrate ekspresji badanych punktéw kontrolnych na limfocytach T CD4* gléwnie
w momencie diagnozy MM. Nowatorskim aspektem pracy bylo wykazanie, ze jedynie receptor
programowanej smierci (PD-1) jest stwierdzany na istotnie wyzszym odsetku limfocytéw T CD4"
niezaleznie od etapu klinicznego szpiczaka plazmocytowego. Autorka wnioskuje, ze receptor ten moze
pehni¢ kluczowa rolg w zaburzeniach odpornosci komérkowej i rozwoju immunosupresji zwigzanej z ta
choroba. Interesujace sa wyniki badan wskazujace, ze etapy rozwoju szpiczaka plazmocytowego sa
wyraznie zwiagzane z utrata ekspresji ocenianych receptorow hamujacych, co moze $wiadczyé
o uposledzonej tolerancji immunologicznej i wystgpowaniu komoérek o wysokim potencjale
autoreaktywnym w przebiegu szpiczaka plazmocytowego, jak 1 w czasie terapii skierowanej przeciwko
punktom kontroli immunologicznej (PD-1 i/lub CTLA-4).

W kolejnej publikacji oryginalnej pt. ..Jnappropriate Expression of PD-1 and CTLA-4 Checkpoints
in Myeloma Patients is More Pronounced at Diagnosis: Implications for Time to Progression
and Response to Therapeutic Checkpoint Inhibitors” autorka ocenita znaczenie poziomu ekspresji
czasteczek PD-1 i CTLA-4 na limfocytach T CD4" jako potencjalnego czynnika predykcji odpowiedzi
na zastosowanie inhibitorow punktéw kontrolnych PD-1/PDI-L i CTLA-4. W pracy tej Autorka
wykazata, ze niska ekspresja CTLA-4 w momencie rozpoznania szpiczaka plazmocytowego lub wyzsze
poziomy ekspresji PD-1 u pacjentow z nawrotowym MM (RRMM) wiaza sie z istotnie skroconym
czasem do wystapienia progresji (TTP). Waznym odkryciem bylo wykazanie, ze blokowanie CTLA-4
moze by¢ niekorzystng strategia terapeutyczna dla pacjentow z nowo rozpoznanym MM. Doktoratka
sugeruje, ze blokowanie immunologicznych punktow kontrolnych moze byé korzystng forma
immunoterapii tylko dla czesci pacjentow z nawrotowym MM. Autorka wskazuje na zasadnosé
oznaczania ekspresji PD-1 w nawrotowym MM przed rozpoczeciem terapii nakierowanej na
blokowanie tego receptora. Nalezy podkresli¢, ze podjety przez lek. Anne Kulikowskg de Natecz temat
stwarza solidng podstawe do kolejnych badan na tym polu.

Po zapoznaniu si¢ z trescia pracy doktorskiej oraz oswiadczeniami Doktorantki i wspétautoréw prac
stanowigcych integralng cze$¢ rozprawy uwazam, ze prezentowane w rozprawie wyniki zwigzane
ze zdefiniowanymi przez Autorkg¢ celami, stanowia samodzielny i oryginalny dorobek lek. Anny
Kulikowskiej de Natecz. Bezposrednio w odniesieniu do prezentowanych wynikéw badan trudno jest
sformulowaé powazniejsze zastrzezenia merytoryczne. Wszystkie wyniki przedstawione w rozprawie
zostaly opublikowane w pracach, w ktérych podlegaly analizie i ocenie. Duzym walorem prac
oryginalnych jest szczegdtowa dyskusja, $wiadczgca o doskonatej znajomosci tematu.

Poza pelnymi tekstami prac rozprawa zawiera rowniez oméwienie cyklu prac - PODSUMOWANIE
WYNIKOW - przygotowane w j. polskim. Ta cze$¢ pracy przygotowana jest starannie i jest pomocna
w dostrzezeniu i zapamietaniu, gtéwnych wnioskow z wykonanych badan.

Autorka formutuje szes¢ WNIOSKOW podsumowujacych rozprawe doktorska. Wnioski odpowiadaja
na wyznaczone cele pracy. Ostatni, szOsty wniosek jest cenna sugestia dotyczaca mozliwosci
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praktycznego wykorzystania oceny ekspresji PD-1 w kwalifikacji chorych z nawrotowym MM do
immunoterapii za pomoca inhibitoréw immunologicznych punktéw kontrolnych (anty-PD-1/PD-L1).

Uwazam, Ze recenzowana rozprawa zawiera wiele oryginalnych wynikéw i wnosi wartosciowy wktad
w rozwd6j nauk medycznych. Nie zauwazytam w trakcie lektury rozprawy bledow merytorycznych.
Jednakze, wywigzujac sie z obowigzku recenzenta zwracam uwage na kilka uchybien, nie
umniejszajacych merytorycznej wartosci pracy.

e W sformufowanych wnioskach brakuje mi tego, ktory dotyczylby receptora BTLA. Autorka
niewiele uwagi poswieca tej czasteczce takze we WSTEPIE i PODSUMOWANIU WYNIKOW
Zastanawiam si¢, czy ocena ekspresji receptora BTLA moze by¢ uzyteczna klinicznie?

e W rozprawie znalezé mozna drobne bledy literowe i typograficzne, ktdre sa nie do unikniecia
w tego typu przedsigwzieciach.

e Mam rowniez uwage, co do dlugosci zdan. Jest to szczegélnie widoczne we WNIOSKACH.
Dhugie konstrukcje zdan utrudniajg zrozumienie tresci. Dzieki podzieleniu zdania odbidr bytby
bardziej zrozumiaty, przy jednoczesnym zachowaniu sensu.

e Spdjnik ,,i” to spojnik taczny, wiec nie stawia si¢ przed nim przecinka.

WNIOSKI KONCOWE

Rozprawa doktorska lek. Anny Kulikowskiej de Nalecz pt.: ,,Ekspresja supresorowych antygenow
BTLA, PD-1 i CTLA-4 w populacji efektorowych i regulatorowych limfocytow krwi obwodowej
u chorych na szpiczaka plazmocytowego™ stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.
Doktorantka w rozprawie wykazala sie znajomoscia swojej tematyki badawczej oraz umiejetnoscia
interpretacji i wyciagania wnioskow z przeprowadzonych badan. W swojej pracy zaprezentowata
zréznicowany warsztat metodyczny, co podnosi wiarygodnos¢ uzyskanych wynikow. Otrzymane
wyniki otwieraja dalsze perspektywy badawcze. Przedlozona rozprawa doktorska potwierdza
umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.

Chcialabym podkresli¢, ze przedstawione przeze mnie watpliwosci 1 powyzsze uwagi maja jedynie
charakter polemiczny. Nie umniejszaja one wartosci naukowej rozprawy i sg jedynie sugestig, ktéra
Autorka moze wykorzysta¢ podczas przedstawiania rezultatow badan w przysziosci. Mimo
poczynionych uwag, oceniam rozprawe wysoko. Moja recenzja jest jak najbardziej pozytywna.

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji Rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone
w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 63, poz. 5935, z poin. zm.).

W zwiazku z powyzszym wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego
im. Piastéw Slaskich we Wroclawiu o dopuszczenie lek. Anny Kulikowskiej de Nalecz do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

dr hab. n. med. Agnigszka Bojarska-Junak, prof. uczelni
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