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RECENZJA rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Urban
pt. ,,Mutations of early proteins of the complement cascade
— functional characteristics, potential applications”

Recenzowana praca dotyczy badan nad mutacjami sktadnikéw drogi klasycznej/lektynowej
dopetniacza, ich znaczenia dla rozwoju choréb autoimmunizacyjnych oraz potencjalnego
zastosowanie mutantow wczesnych biatek kaskady dopetniacza w terapii chordb nowotworowych.
Podczas gdy mutacje w Sciezce alternatywnej sg dobrze poznanym czynnikiem etiologicznym wielu
schorzen autoimmunologicznych, wiedza na temat mutacji w sktadnikach drogi
klasycznej/lektynowej jest bardzo ograniczona. Z tego wzgledu tematyka podjeta przez doktorantke
jest bardzo ciekawa, praca jest nowatorska, a jej wyniki mogg przyczynic sie do lepszego poznania
etiologii schorzen autoimmunologicznych, do poprawy oceny ryzyka, a tym samym znalezé

zastosowanie w diagnostyce i terapii choréb cztowieka.

Ocena formalna pracy

Przedstawiona rozprawa doktorska ma forme spdjnego tematycznie zbioru 2 artykutéw
opublikowanych w czasopismach naukowych (J Allergy Clin Immunol oraz Autoimmunity), 1
manuskryptu w trakcie recenzji (Front Immunol) oraz 1 manuskryptu przygotowywanego do
publikacji. Zaréwno w artykutach, jak i w manuskryptach doktorantka jest pierwszym autorem (2
artykuty, 1 manuskrypt) lub pierwszym réwnorzednym autorem (1 manuskrypt).

Na podstawie oswiadczenia doktorantki mozna wnioskowaé, ze doktorantka miata wiodacg role w

przeprowadzonych badaniach i spetnita jednoczesnie kryteria pierwszego autorstwa zatgczonych
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publikacji. Doktorantka zoptymalizowata wiele metod badawczych niezbednych do produkcji
wybranych biatek uktadu dopetniacza i ich mutantéw oraz oczyszczania i analizy tych biatek. W
opublikowanych pracach wykonata réwniez wiekszos¢ eksperymentéw z testami funkcjonalnymi
oceniajgcymi kaskade dopetniacza, takim jak test hemolizy, test cytotoksycznosci zaleznej od uktadu
dopetniacza (CDC), ocena aktywnosci konwertazy C3 oraz C5 CP/LP. Doktorantka przeprowadzita
réwniez eksperymenty z zastosowaniem cytometrii przeptywowej oceniajgce ekspresje wybranych
biatek oraz odktadanie czynnika C3b w btonie komédrkowej. Byta rowniez odpowiedzialna za obrébke

i analize statystyczng danych oraz przygotowanie tekstu do manuskryptéw.

Oprocz zatgczonych publikacji przedstawiona w jez. angielskim rozprawa zawiera rozdziaty: Wstep,
Cele pracy, Dyskusja.

Wstep w wystarczajacy sposdb wprowadza czytelnika w tematyke prowadzonych badan. Rycina 1
przedstawiajgca aktywacje kaskady dopetniacza drogg klasyczng i alternatywng jest waznym
elementem, niezbednym do zrozumienia proceséw badanych przez doktorantke. Natomiast Rycina
2 bytaby zdecydowanie bardziej pomocna, gdyby oprdcz zasady dziatania testu badajgcego
aktywnos¢ konwertazy przedstawiata réwniez elementy optymalizacji testu zaproponowane przez
doktorantke oraz opisane w publikacji w Autoimmunity.

Z formalnego punktu widzenia, jesli ryciny byty przygotowywane w programie Biorender, taka

informacja powinna by¢ zamieszczona w opisie rycin.

Ocena merytoryczna

W ramach realizacji projektu doktorantka dokonata szerokiej analizy funkcjonalnej mutantéw biatka
C2, otrzymanych na podstawie mutacji zidentyfikowanych u pacjentéw ze schorzeniami
nefrologicznymi. Ustalita takze mechanizmy udziatu zmutowanego biatka C2 w uszkodzeniu
$rodbtonka naczyniowego nerek w rozwoju glomerulopatii. Ponadto, na podstawie swoich badan
zaproponowata optymalizacje testu oraz wprowadzenie kontroli pozytywnych umozliwiajgcych
standaryzowanie badan przesiewowych wykrywajacym obecnos¢ przeciwciat patogennych,
bedgcych czynnikiem chorobotwdrczym glomerulopatii C3. Opisata takze przypadek pacjenta z

mutacjg biatka C2. W kolejnej czesci projektu doktorantka udowodnita, ze mutanty biatka C2,
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poprzez tworzenie konwertazy klasycznej o wydtuzonym czasie péttrwania, mogg zwiekszac efekt
cytotoksyczny przeciwciat anty-CD20 wzgledem komérek biataczkowych i linii chtoniakéw oraz
wspomagac w ten sposdb skutecznos¢ immunoterapii nowotwordéw. Prowadzac tak szeroko
zakrojone badania Doktorantka wykazata sie imponujgcg znajomoscig wielu metod
eksperymentalnych. Analiza zatgczonych publikacji wskazuje, ze doktorantka bardzo sprawnie
postuguje sie wieloma metodami biologii molekularnej, dobrze dobiera metody badawcze to
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

uktadu dopetniacza w rozwoju schorzen autoimmunizacyjnych.

Komentarze i pytania

1. Jednym z proponowanych przez doktorantke podejs¢ jest zastosowanie mutantow biatka C2
opornych na hamowanie przez inhibitory dopetniacza w celu zwiekszenia skutecznosci
immunoterapii stosowanych w leczeniu choréb nowotworowych — czy taka strategia nie jest
niebezpieczna ze wzgledu na powiktania autoimmunizacyjne oraz ryzyko niszczenia
prawidtowych komodrek oraz tkanek, w szczegdlnosci u pacjentéw, ktérzy majg autoprzeciwciata?
Jakie rozwigzania moznaby zaproponowad, zeby to ryzyko zminimalizowac¢?

2. Komoérki nowotworowe mogg charakteryzowac sie zwiekszong ekspresjg biatka CD59 — czy
mutant C2 bedzie rowniez bardziej skuteczny w aktywacji kaskady dopetniacza wzgledem takich
komorek?

3. Aktywacja dopetniacza po wlewie rytuksymabu jest czestym dziataniem niepozgdanym u
chorych, ktdre stara sie minimalizowa¢ poprzez np. wprowadzanie przeciwciat silniej
aktywujgcych proces ADCC niz CDC. Jak w tym kontekscie mozna uzasadnic¢ zastosowanie
mutantow C27?

4. Doktorantka zaobserwowata, ze zastosowanie mutantéw C2 poteguje réwniez indukowanie
kaskady dopetniacza przez obinutuzumab czy inotuzumab ozogamicin, ktére nie maja zdolnosci
indukowania CDC — dlaczego tak sie dzieje, czy jest to niespecyficzny efekt? Czy u cztowieka

mutanty C2 mogtyby réwniez prowadzié¢ do aktywacji dopetniacza przez przeciwciata 1gG4?

ul. Banacha l1a, budynek F e 02-097 Warszawa
tel.: (0-22) 599-21-99, fax: (0-22) 599-21-94 e e-mail: immunologia@wum.edu.pl
e www.wum.edu.pl/immunologia



http://www.wum.edu.pl/immunologia

WARSZAWSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY
MEDICAL UNIVERSITY OF WARSAW

Zaktad Immunologii Centrum Biostruktury

Department of Immunology Centre of Biostructure Research

5. Doktorantka wykonata eksperymenty z wyciszeniem CD20 poprzez zastosowanie techniki siRNA i
jednoczesnie zaobserwowata wzrost CD59. Czy to jest powtarzalne zjawisko, jaka moze by¢
przyczyna takich zmian w ekspresji CD59?

6. Badajac aktywno$é przeciwciat monoklonalnych doktorantka stosowata surowicg pozbawiong
sktadnika C5 (Fig. 2 manuskryptu). W jaki sposéb dochodzito do lizy komérek nowotworowych
przy braku sktadnika C57?

7. Dlaczego w eksperymentach z CLL (Fig. 3) zwiekszenie stezenia surowicy do 50% nie poprawiato,
a czasami wrecz pogarszato skuteczno$é lizy komorek nowotworowych? Czy te wyniki nie
wskazujg posrednio, ze dostepno$é sktadnikow uktadu dopetniacza nie jest jedynym elementem
ograniczajgcym skutecznosé lizy komorek nowotworowych w CLL?

8. Czy w eksperymentach z CLL (Fig. 3) zostata oceniona liza komdrek nowotworowych w obecnosci
samego przeciwciata, samej surowicy oraz surowicy suplementowanej odpowiednimi mutantami

biatka C2?

Podsumowanie
Mimo kilku komentarzy czy uwag krytycznych, wysoko oceniam przedstawiong do oceny rozprawe
doktorska. Doktorantka przeprowadzita nowatorskie badania, ktdrych wyniki sg istotne poznawczo,
mogg przyczynic sie nie tylko do wyjasnienia mechanizmdw i patogenezy niektérych chordb
autoimmunizacyjnych, ale takze znalez¢ zastosowanie w diagnostyce i terapii choréb cztowieka.
Doktorantka posiada rozlegtg wiedze, umiejetnos¢ krytycznej analizy oraz interpretacji otrzymanych
danych.
Stwierdzam, ze praca spetnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim i wnioskuje do
Rady Naukowej Uniwersytetu Gdanskiego o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Aleksandry
Urban do dalszych etapdow przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie, ze wzgledu na bardzo dobry poziom naukowy prowadzonych badan, istotny wktad
tych badan w aktualny stan wiedzy, szeroki zakres podjetych prac oraz opanowanie bardzo

ztozonego warsztatu metodycznego wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskiej.
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