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Recenzja pracy na stopien doktora nauk medycznych

Lek. ALANA MAJERANOWSKIEGO
pt. ,Modulacja cytotoksycznosci zaleinej od dopetniacza przeciwciat anty-CD20 w

kontekscie wspétczesnej immunoterapii nowotworéw limfoproliferacyjnych”

Uktad dopetniacza (uktad komplementu) sktada sie z ponad 30 biatek i stanowi
element nieswoistej odpowiedzi immunologicznej, biorgc udziat w obronie organizmu przez
czynnikami infekcyjnymi i odgrywa istotna role w procesie usuwania obumartych komérek
oraz komplekséw immunologicznych. Stanowi takze wazny mechanizm efektorowy
immunoterapii opartej na przeciwciatach monoklonalnych stosowanych w leczeniu choréb
limfoproliferacyjnych. W przypadku przeciwciat skierowanych przeciwko antygenowi CD20,
aktywacja klasycznej drogi dopetniacza prowadzi do powstania konwertaz C3i C5, a
nastepnie do formowania kompleksu atakujgcego btone. Kompleks ten tworzy por w btonie
komoérkowej i wywotuje lize komorki docelowej stanowigc atrybut cytotoksycznosci zaleznej
od dopetniacza. Skutecznos¢ tego mechanizmu zalezy zaréwno od wiasciwosci przeciwciata,
jak i od funkcjonalnego stanu ukfadu dopetniacza oraz dziatania jego regulatoréw.

Celem recenzowanej pracy byta ocena mozliwosci wzmocnienia aktywacji uktadu dopetniacza
przez terapeutyczne przeciwciato anty-CD20 obinutuzumab poprzez zastosowanie

hiperaktywnego wariantu sktadnika C2 klasycznej drogi dopetniacza.

Obinutuzumab nalezy do przeciwciat anty-CD20 typu Il, ktére wykazujga wysoky zdolnos¢
indukcji mechanizmoéw zaleznych od receptoréw Fcy, takich jak cytotoksycznosé¢ komdrkowa
zalezna od przeciwciat oraz fagocytoza zalezna od przeciwciat, a takze bezposredniego indukcji

Smierci komadrkowej, przy jednoczes$nie ograniczonej zdolnosci do aktywacji dopetniacza.



W pracy przyjeto hipoteze, ze modulacja aktywnosci elementéw kaskady dopetniacza na
poziomie konwertaz moze zwiekszy¢ udziat cytotoksycznosci zaleznej od dopetniacza w

dziataniu tego przeciwciata.

W zwigzku z powyzszym, wybrany przez Doktoranta temat rozprawy doktorskiej, dotyczacy
modulacji cytotoksycznosci zaleznej od uktadu dopetniacza przeciwciat anty-CD20 w
kontekscie wspoétczesnej immunoterapii nowotwordow limfoproliferacyjnych, zaliczy¢ nalezy
do tematéw bardzo istotnych w aspekcie nie tylko poznawczym, ale majacym niezwykle

istotne implikacje kliniczne.

1. Poprawnos¢ redakcyjna rozprawy

Praca oceniana na stopien doktora nauk medycznych liczy 141 stron, ma ukfad nietypowy
i sktada sie z 10 czesci, w skfad ktérych poza spisem tresci, wykazem skrétéw, streszczeniem
w jezyku polskim i angielskim, bibliografii i spisu tabel i rycin, wchodza: bardzo obszerna Czes¢
teoretyczna (wstep), dwie czesci badawcze, z ktdrych kazda sktada sie z: omdwienia celu
badawczego, materiatu i metod zastosowanych w czesci doswiadczalnej, wynikéw oraz
krétkiej dyskusji. Po zakoriczeniu omawiania drugiego celu badawczego Autor umiescit
rozdziat Whnioski koncowe. Praca uzupetniona jest streszczeniem w jezyku polskim i
angielskim, wykazem stosowanych skrétéw, spisem rycin i tabel oraz dodatkowo rozdziatami
0 ograniczeniach badania, podsumowaniem i implikacjami klinicznymi. W tekscie Autor
umiescit 7 tabel i 10 rycin.
Pismiennictwo jest wyczerpujgce, bardzo obszerne, pochodzi przede wszystkim z okresu
ostatnich pietnastu lat i sktada sie z 348 pozycji angielskojezycznych. Na uwage zastuguje fakt,

ze 121 pozycji pochodzi z ostatnich 10 lat, w tym 35 pozycji z ostatnich 5 lat.

2. Wartos¢ naukowa i merytoryczna rozprawy

Wprowadzenie w tematyke badawczg jest bardzo wyczerpujgce i nowoczesnie napisane.
Obszerny wstep podzielony jest na 7 podrozdziatéw, w ktérych przedstawione zostaty:
- Wprowadzenie do ukfadu dopetniacza

- Jego mechanizmy regulacyjne

Przeciwciata monoklonalne anty-CD20

Interakcje przeciwciat anty-CD20 z uktadem dopetniacza



- Ichrola w nowoczesnych terapiach przeciwnowotworowych
- Nowe kierunki ich rozwoju w leczeniu

- Rola biatka C2 w ukfadzie dopetniacza.

Czesc teoretyczna (wstep) dotyczy celowosci wybranego tematu, odpowiada wspoétczesnemu
stanowi wiedzy i oparta jest o aktualne pi$miennictwo.
Cele pracy Doktorant sformutowat przejrzyscie, planujac:

a. Optymalizacje metod oznaczania cytotoksycznosci zaleznej od uktadu
dopetniacza w warunkach in vitro poprzez dobranie odpowiedniego czasu
inkubacji oraz wybranie metody detekcji umozliwiajacej szybki i powtarzalny
odczyt poprzez poréwnanie trzech strategii oznaczania cytotoksycznosci
stanowigcych: test cytometryczny z wykorzystaniem jodku propidyny, test
metaboliczny oparty na redukcji rezazuryny oraz test uwalniania kalceiny. Na
podstawie uzyskanych wynikéw wybrana zostata metoda charakteryzujaca sie
najwyzszg wiarygodnoscig pomiaru.

b. Ocene wptywu rekombinowanego wariantu typu gain-of-function sktadnika C2
uktadu dopetniacza na cytotoksycznos¢ zalezng od dopetniacza indukowang
przez przeciwciata anty-CD20 (rytuksymab i obinutuzumab) wobec komdrek

przewlektej biataczki limfocytowej.

Cze$¢ badawcza pracy (materiat, stosowane metody, wyniki i ich omdwienie) zostata

podzielona na dwie czesci (Cze$¢ badawcza | i Cze$¢ badawcza ).

Kazda z tych czesci sktada sie zomdwienia celu, stosowanych metod, wynikdw i dyskusiji.

W recenzowanej pracy wykorzystane zostaty wyniki przedstawione w nastepujgcych
publikacjach, ktorych wspétautorem jest Autor ocenianej pracy:

1) Alan Majeranowski, Grzegorz Stasitoj¢, Nadia Panasiuk, Marcin Okréj Selection of

laboratory assays for reliable assessment of complement-dependent cytotoxicity: impact of
assay choice on CDC quantification. Front Immunol. 2026; 17:1786368.
doi.org/10.3389/fimmu.2026.1786368

2) Aleksandra Urban, Alan Majeranowski, Grzegorz Stasitojc, Patrycja Koszatka, Anna Felberg,

Michat Taszner, Jan M. Zaucha, Marcin Okrdj In silico designed gain-of-function variants of



complement C2 support cytocidal activity of anticancer monoclonal antibodies. Cancers
(Basel). 2022; 14:1270. doi.org/10.3390/cancers14051270

3) Alicja Kuzniewska, Alan Majeranowski, Sara Henry, Daria Kowalska, Grzegorz Stasitojc,

Aleksandra Urban, Jan M Zaucha, Marcin Okréj The acquisition of complement-dependent
cytotoxicity by the type Il anti-CD20 therapeutic antibody obinutuzumab. Cancers (Basel).
2023;16: 49. doi.org/10.3390/cancers16010049.

4) Anna Felberg, Michat Taszner, Aleksandra Urban, Alan Majeranowski, Kinga Jaskuta,

Aleksandra Jurkiewicz, Grzegorz Stasitojé, Anna M. Blom, Jan M. Zaucha, Marcin Okréj
Monitoring of the Complement System Status in Patients With B-Cell Malignancies Treated
with Rituximab. Front Immunol. 2020;11: 584509. doi.org/10.3389/fimmu.2020.584509.
Wyniki czesci badawczej | zostaty poprzedzone oméwieniem pierwszego celu, opisaniem
zastosowanych technik badan i przedstawione na dwéch rycinach (5 i 6), oddzielnie dla oceny
cytotoksycznosci zaleznej od uktadu dopetniacza indukowanej przez rytuksymab w komérkach
linii Ramos (rycina 5), oraz w komorkach linii Raji (rycina 6), z wykorzystaniem trzech
komplementarnych metod analitycznych [test uwalniania kalceiny, test PrestoBlue HS, test
inkorporacji jodku propidyny (Pl)]. Analize przeprowadzono z wykorzystaniem linii
komorkowych Raji i Ramos, roznigcych sie wrazliwoscig na atak uktadu dopetniacza.
Nastepnie, uzyskane wyniki zostaty zbiorczo opisane, po nich nastgpita krotka dyskusja
omawiajgca uzyskane wyniki. Na podstawie uzyskanych wynikéw, do przeprowadzenia badan
w czesci badawczej Il, oceniajgcych cytotoksycznosé¢ zalezng od sktadnikéw uktadu
dopetniacza, wytypowany zostat test uwalniania kalceiny charakteryzujgcy sie najwyzsza
wiarygodnoscig pomiaru.

Wyniki czesci badawczej I, podobnie jak w pierwszej czesci badawczej, po omdwieniu
drugiego celu, Autor wyjasnit, dlaczego komorki przewlektej biataczki limfocytowej stanowia
odpowiedni model badawczy do analizy mechanizméw cytotoksycznosci zaleznej od
sktadnikéw uktadu dopetniacza indukowanej przez przeciwciata lecznicze. Nastepnie w Tabeli
7, Autor przedstawit dane kliniczne i laboratoryjne 20 pacjentéw wigczonych do badania (byta
to typowa populacja pacjentéow leczonych w osrodku hematologicznym), zastosowany
materiat i metody badawcze. Wynik tej czesci przedstawione zostaty na czterech rycinach (7-

10), nastepnie omdéwione w rozdziale ,,Dyskusja czesci badawczej I1”.



W tym etapie przeprowadzonych badan okazato sie, ze potencjalny funkcjonalny niedobér
uktadu dopetniacza u pacjentéw z przewleka biataczka limfocytowa nie wptywa istotnie na
podstawowq aktywnos¢ cytotoksyczng zalezng od dopetniacza indukowang przez same
komoérki biataczkowe (rycina 7). Zastosowanie hiperaktywnego wariantu C2 prowadzito do
zwiekszenia stabilnosci i aktywnosci klasycznej konwertazy C3, co skutkowato nasileniem
cytotoksycznosci zaleznej od dopetniacza w modelach komérkowych. Efekt ten obserwowano
zarowno w przypadku rytuksymabu, jak i obinutuzumabu. W szczegélnosci wykazano, ze
wzmochienie aktywnos$ci konwertaz umozliwiato uzyskanie mierzalnej aktywnosci
cytotoksycznej zaleznej od biatek uktadu dopetniacza réwniez w przypadku przeciwciata typu

I, wykazujgcego w warunkach standardowych ograniczong zdolnos$¢ do aktywacji tej kaskady.

Pilotazowa analiza fenotypowa komorek przewlektej biataczki limfocytowej (n=5) nie wykazata
jednoznacznej zaleznosci pomiedzy poziomem ekspresji antygenu CD20 ani pomiedzy
ekspresjg btonowych regulatoréw dopetniacza, takich jak CD46, CD55 i CD59, a podatnoscia
komérek na wzmocnienie cytotoksycznosci zaleznej od dopetniacza. Dlatego nie

kontynuowano badania pozostatych prébek pochodzacych od kolejnych pacjentéw (rycina 8).

Jednoczesnie stwierdzona zostata istotna statystycznie, dodatnia korelacja pomiedzy
nasileniem limfocytozy a stopniem cytotoksycznosci zaleinej od ukfadu dopetniacza

obserwowanej po zastosowaniu hiperaktywnego wariantu C2 (rycina 9).

Eksperyment przeprowadzony na komérkach linii Raji w warunkach krwi petnej (liczba
dawcéw=3) wykazat wyraine nasilenie cytotoksycznosci zaleznej od uktadu dopetniacza
indukowanej przez obinituzumab (rycina 10). Te wyniki przeprowadzone na niewielkiej liczbie
probek mogg sugerowac, ze w kontekscie ograniczonej cytotoksycznosci, obinutuzumab moze
efektywnie wykorzystywaé aktywacje uktadu dopetniacza jako dodatkowy mechanizm

efektorowy w fizjologicznym srodowisku krwi petnej.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze skuteczno$¢ aktywacji uktadu dopetniacza w
immunoterapii przeciwciatami anty-CD20 nie zalezy wytgcznie od charakterystyki etapu
inicjacji kaskady, co byto dotychczas ugruntowanym pogladem i determinantg podziatu
przeciwciat anty-CD20 na przeciwciata typu | i ll, lecz moze by¢ skutecznie modulowana na

poziomie konwertaz. Wzmocnienie aktywnosci tych komplekséw enzymatycznych prowadzi



do zwiekszenia cytotoksycznosci zaleznej od dopetniacza indukowanej przez przeciwciata

terapeutyczne obydwu typow.

Whioski koncowe zostaty przedstawione opisowo. Whnioski dotyczgce czesci badawczej |

Autor przedstawit w dyskusji, natomiast nie zostaty one umieszczone w tym rozdziale.

3. Uwagi koncowe

Ogdlnie prace lek. Alana Majeranowskiego oceniam pozytywnie. Podjety temat,
zastosowane metody badawcze, dobdér piSmiennictwa wskazujg na dobre przygotowanie
Doktoranta do pracy naukowe].

Natomiast z obowigzku recenzentki miatabym do Doktoranta kilka pytan a do jego pracy kilka
uwag.

Po pierwsze, dlaczego zostata wybrana taka forma rozprawy doktorskiej, skoro stosownie do
art. 187 ust. 3 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, rozprawe
doktorskg moze stanowi¢ praca pisemna, w tym monografia naukowa, zbior opublikowanych
i powigzanych tematycznie artykutéw naukowych, praca projektowa, konstrukcyjna,
technologiczna, wdrozeniowa lub artystyczna, a takze samodzielna i wyodrebniona czes¢
pracy zbiorowej?

Moim zdaniem znacznie stosowniejszg formg bytby zbiér opublikowanych i powigzanych
tematycznie artykutéw naukowych.

Po drugie, dlaczego wybierajgc takg forme rozprawy doktorskiej nie zostaty zachowane
przyjete proporcje pomiedzy poszczegdlnymi rozdziatami? Cze$¢ teoretyczna stanowi 48 stron
a obydwie dyskusje 5 stron.

Po trzecie, dlaczego w pracy zostaty wydzielone dwie czesci badawcze, skoro sg one ze sobg
bezposrednio powigzane i zastosowane metody badawcze w czesci drugiej bezposrednio
powigzane sg z wynikami czesci pierwszej?

Po czwarte, dlaczego wnioski koficowe rozprawy nie zawierajg wnioskow z pierwszej czesci
badawczej?

Po piagte, dlaczego w eksperymencie dotyczagcym zastosowania modelu krwi petnej Autor

ograniczyt sie tylko do trzech prébek?



Z uwag do przedstawionej do recenzji rozprawy chciatabym zwréci¢ uwage na stosowanie
skrotu dopetniacz w miejsce uktad dopetniacza. Mozna byto na poczatku rozprawy umiescic¢
informacje o stosowanym skrdcie.

W pracy znalazto sie kilka nieprawidtowo stosowanych zapiséw lub sformutowan np.:

na stronie 33 ... z badarn van Meertrn i wsp. ...” powinno by¢: z bada Meertena i wsp. (Tom
Meerten)

na stronie 49 ...podanie lekéw sterydowych... powinno byé: kortykosteroidéw. Leki sterydowe
to okreslenie ogdlne i potoczne.

na stronie 74 zamiast ,,Do analizy cytometrycznej pobierania propidium jodku (PI)” powinno
by¢: jodku propidyny.

A takze na stronie 132 umieszczona zostata pod numerem 261 i 262 ta sama publikacja Bacac

M. i wsp. Poza tym w tekscie znalazty sie btedy literowe.

4. Podsumowanie i ocena koricowa

Pragne wyraznie podkresli¢, ze przedstawione powyzej uwagi majg ograniczony wptyw na
wartosé przedstawionej do recenzji pracy. Zapewne zostang one skorygowane przed dalszymi
etapami kontynuowania i przedstawiania wynikéw przeprowadzonych badan.

W rozprawie Autor przeprowadzit w sposéb witasciwy analize literatury, w tym literatury
Swiatowej, co Swiadczacy o gtebokiej wiedzy Autora na temat badanego zagadnienia. Raz
jeszcze pragne wspomnieé, ze literatura cytowana w pracy jest obszerna, prawidtowo
zestawiona i uwzglednia najnowsze pozycje. Autor zastosowat nowoczesne techniki
badawcze, realizujgc przyjete zatozenia. Pragne dodaé, ze praca napisana jest bardzo tadnym

jezykiem i czyta sie jg z ogromnym zainteresowaniem.

Podsumowujac stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska lek. Alana Majeranowskiego
spetnia warunki okreslone w art. 187 ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z
2024 r. poz. 1571), a tym samym stawiane rozprawom doktorskim na stopient doktora nauk
medycznych, a zaprezentowana przeze mnie ocena upowaznia mnie do skierowania do
Wysokiej Rady wniosku o dopuszczenie lek. Alana Majeranowskiego do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.
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