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Wprowadzenie

Na przestrzeni kilkudziesigciu lat doszto do ewolucji koncepcji immunoterapii chordb

nowotworowych, polegajacej na stopniowym odejsciu od metod monoterapii w kierunku

zastosowania immunoterapii skojarzonej. Zatozeniem takiego podejscia terapeutycznego jest

wzmocnienie aktywnosci uktadu immunologicznego na réznych punktach jego dziatania oraz

uwrazliwienie komoérek nowotworowych na tg aktywnos¢.

Terapie skojarzone obejmujg

najezgsciej potgczenie immunoterapii (z wykorzystaniem inhibitoréw immunologicznych

punktdéw kontroli czyli przeciwciat anty-PD-1/anty-PD-L1) z chemioterapia, radioterapia, czy

nawet terapiami ukierunkowanymi molekularnie. Najczgsciej stosowana jest terapia skojarzona

obejmujgca dwa rozne

aktywatory lub

inhibitory  punktéw kontrolnych uktadu

odpornosciowego. Podwdjna blokada czasteczek PD-1 i CTLA-4 swoistymi przeciwciatami -

niwolumabem i

ipilimumabem,  jest

stosowana w leczeniu

czerniaka, raka

nerkowokomorkowego i niedrobnokomoérkowego raka ptuca. Badania kliniczne doprowadzity

rowniez do rejestracji polgczenia chemioterapii z przeciwciatami anty-PD-1. Taki rodzaj

immunoterapii jest szeroko stosowany w leczeniu raka pluca, czerniaka, czy raka piersi.

Kolejng metodg immunoterapii skojarzonej jest zastosowanie inhibitoréw immunologicznych

punktéw kontrolnych w potgczeniu ze $rodkami, ktore modyfikujg mikrosrodowisko guza w
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sposéb niespecyficzny (np. cytokiny prozapalne, immunosupresyjne inhibitory cytokin i 2,3-
dioksygenaza indoloaminy). Analizujac toczace si¢ badania kliniczne obserwujemy znaczacy
wzrost liczby badan dotyczacych zastosowania terapii skojarzonej o bardzo réznych punktach
uchwytu.

W swietle najnowszych badan, podjgta przez Doktorantke tematyka dotyczy bardzo
aktualnego zagadnienia, jakim jest wplyw terapii skojarzonej na aktywno$¢ uktadu
immunologicznego oraz pobudzenie jego dzialania przeciwnowotworowego. Celem
prezentowanej pracy bylo zbadanie efektu terapeutycznego oraz wplywu na aktywno$é
komorek uktadu immunologicznego skojarzonej terapii z wykorzystaniem nanokoniugatow
metotreksatu (MTX) i hydroksyetyloskrobii (HES) oraz komoérek dendrytycznych z wyciszong
ekspresjg receptora dla IL-10 w mysim modelu raka jelita grubego MC38. Praca pani
Agnieszki Szczygiel wpisuje si¢ znakomicie w nurt nowoczesnych badaf naukowych,

dotyczacy poszukiwania nowych form terapii chorob nowotworowych.

Ocena merytoryczna i metodologiczna pracy.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska liczy 186 stron wydruku jednostronnego,
ma uklad typowy dla tego typu opracowan. Na uwage zastuguje fakt, ze badania zawarte w
pracy byly finansowane przez Narodowe Centrum Nauki w ramach projektu grantowego
Preludium (nr 2015/19/N/NZ6/02908), ktorego kierownikiem byla pani Agnieszka Szczygiel.
W spisie tresci odnajdujemy wszystkie elementy konstrukcyjne prac doktorskich, czyli rozdziat
dotyczacy spisu stosowanych skrotow, streszczenie pracy w jezyku polskim i angielskim,
wstep, zatozenia i cel pracy, materialy i metody, wyniki, dyskusje, wnioski oraz zataczniki w
formie spisu rycin i tabel. Pewien niedosyt recenzenta budzi bardzo krotkie streszczenie pracy.
Wydaje sig, ze w sposéb malo przekonujacy zachgca ono do zapoznania si¢ z cato$cig pracy,
ktdra jest niezmiernie interesujaca. We wstepie doktorantka w bardzo ciekawy i interesujacy
sposob opisuje fizjologie komoérek dendrytycznych, ich udziat w odpowiedzi immunologicznej,
przytacza przyklady wykorzystania komoérek dendrytycznych w immunoterapii choréb
nowotworowych oraz bardzo szczegdétowo opisuje wady i zalety zastosowania nanokoniugatow
w modulacji odpowiedzi przeciwnowotworowej. Wstep jest wielce ciekawym opracowaniem,
uzupelionym o rysunki, ktére dodatkowo obrazujg opisane przez Doktorantke tresci. Drobne
uwagi recenzenta dotycza btedow interpunkcyjnych oraz kilku nieprecyzyjnie sformulowanych
opisow. Przede wszystkim sformutowanie ,,szczepionkowe komorki dendrytyczne” nie jest
trafnym okresleniem. Komoérki dendrytyczne generowane in vitro moga by¢ podawane jako
szczepionki przeciwnowotworowe, ale nie sg to szczepionkowe komérki. Doktorantka

wskazuje, ze stymulacja dziewiczych limfocytéw T przez komorki dendrytyczne odbywa sie w
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synapsie immunologicznej. Zdecydowanie odbywa si¢ w wezle chtonnym, natomiast synapsg
immunologiczng nazywamy receptorowe interakcje pomigdzy czasteczkami na powierzchni
limfocytow T a komorka dendrytyczng. Ponadto, Doktorantka opisujagc mikrosrodowisko
nowotworowe wskazuje na dwa immunofenotypy guzéw nowotworowych: zimne i gorgce.
Nalezy jednak pamigtaé, ze w literaturze opisywany jest rowniez tzw. podtyp z wykluczeniem,
czyli guzy nowotworowe, w ktorych uktad immunologiczny marginalnie nacieka tkanke
nowotworowa, a silne immunosupresyjne mikrosrodowisko nowotworowe nie pozwala
komorkom immunologicznym na wniknigcie do wngtrza guza. Sg to jedynie drobne uwagi
Recenzenta, nie ujmujace wagi tej czesci rozprawy. Podsumowujgc, rozdziatl ten stanowi
bardzo zwigzte 1 rzetelne opracowanie, znakomicie wprowadzajace czytajacego w
przedstawione w nastepnej czgsci badania i wyniki.

W dalszej czgsci pracy Autorka sformutowata bardzo poprawnie gtéwny cel badawczy,
ktorym bylo zbadanie efektu terapeutycznego oraz zmian zachodzacych pod wplywem
zastosowania skojarzonej terapii opartej na immunomodulujgcej dawce nanokoniugatu
metotreksatu (MTX) i hydroksyetyloskrobi (HES) oraz komérek dendrytycznych z wyciszong
ekspresja receptora 1L-10 w mysim modelu raka jelita grubego MC38. Przedstawiony cel
Doktorantka zrealizowata poprzez bardzo starannie zaplanowane etapy badan, ktére dotyczyly
oceny zahamowania wzrostu guzéw MC38 oraz pobudzenia aktywnosci odpowiedzi
przeciwnowotworowej w wyniku zastosowania nastepujacych schematow terapeutycznych: 1)
monoterapii z wykorzystaniem réznych dawek metotreksatu lub nanokoniugatu MTX-HES, 2)
terapii skojarzonej z udziatem MTX lub nanokoniugatow MTX-HES oraz dojrzatych komorek
dendrytycznych, 3) terapii skojarzonej z udzialem MTX lub nanokoniugatow MTX-HES oraz
komérek dendrytycznych z wyciszong ekspresjg receptora dla IL-10. Ponadto, Doktorantka
wykonala badania sprawdzajace efektywnos¢ procesu wyciszania ekspresji receptora 1L-10 na
powierzchni komorek dendrytycznych. Podsumowujac, zalozone etapy badah to bardzo
ambitne podejscie do ustalenia najbardziej efektywnego polgczenia chemioterapeutyku z
terapig adoptywna w mysim modelu raka jelita grubego.

Rozdziat dotyczacy wykorzystanych materiatow i przeprowadzonych metod badawczych
zostal podzielony przez Doktorantke na cze$¢ techniczng, opisujgcg przygotowanie linii
komorkowych, prowadzenie hodowli, przygotowanie wektorow lentowirusowych, transdukcje
komérek dendrytycznych wektorami oraz cze$é terapeutyczng dotyczgca juz bezposrednio
terapii zwierzat hodowlanych wg ustalonych wczesniej schematéw leczenia. Catosé
uzupelniona jest schematami, ktdre znakomicie prezentujg rozlegto$¢ zaplanowanych badan i
analiz. W tym miejscu musze¢ bardzo mocno podkresli¢ moje ogromne uznanie dla Doktorantki

przede wszystkim za bardzo logiczne i przemyslane badania oraz wyrazi¢ swoj ogromny
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podziw dla réznorodnosci technik, ktore zostaly wykorzystane w pracy. Zaplanowana
metodyka zwraca mojg szczegdlng uwage i zastuguje na ogromne wyrdznienie. Doktorantka
wykazata si¢ doskonatg znajomoscia szerokiego spektrum technik laboratoryjnych, poczgwszy
od prowadzenia hodowli komorkowych, poprzez wykorzystanie cytometrii przeptywowej,
konczac na zaawansowanych technikach biologii molekularnej. Pragne jeszcze raz podkreslic,
ze jestem pod ogromnym wrazeniem warsztatu badawczego pani Agnieszki Szczygiel, a samo
przedstawienie wykonanych przez Autorke badan zashuguje na szczegdlng uwage. Gratuluje!

Jednak wykorzystujac mozliwo$¢ polemiki z Doktorantka, pragne zapytac Jg jedynie o
definicje fenotypowa komorek NK, ktore w pracy opisano na podstawie braku markera CD3 i
obecnej czasteczki CD49b. Czy nie nalezaloby zanalizowad tg populacje rowniez pod katem
obecnosci CD56, ktéry jest markerem bardzo swoistym dla komorek NK? Czy Doktorantka
przeprowadzila immunofenotypowanie niedojrzatych komoérek dendrytycznych przed
stymulacja ich dojrzewania LPS, Tag, PMA czy rmlL-10? Jakie markery moglaby
zaproponowac do analizy niedojrzatych mysich DCs?

W opinii recenzenta, wartosciowe wyniki badan naukowych cechuje mozliwosé
przelozenia ich na praktyke kliniczng. W tym kontekscie, uzyskane przez Doktorantke rezultaty
badan prezentowane w rozprawie doktorskiej z calg pewnoscig spetniajg te wymagania. W
pierwszej czesci rozdziatu Wyniki, Doktorantka — zestawiajac wyniki proliferacji roznych linii
komorkowych, wyjasnia, dlaczego skoncentrowata si¢ na analizie tylko linii mysiego raka jelita
grubego MC38, mimo iz w rozdziale Metodyka opisuje jeszcze dwie linie — CT26 1 LL2, co w
pierwszej chwili moze by¢ mylace dla czytajacego. W kolejnych czegsciach rozdziatu Wyniki
Doktorantka przedstawita opis wynikow poszczegolnych etapow badan, analogicznie do ukladu
przedstawionego w celach pracy. Jest to bardzo logicznie poprowadzona analiza, zilustrowana
estetycznie 1 starannie wykonanymi wykresémi oraz przyktadowymi schematami
przedstawiajgcymi  analize cytometryczng. Doktorantka z ogromng rzetelnosciag
przeprowadzila szereg stosunkowo skomplikowanych metodycznie badan, poczawszy od
analizy wielkosci guzow nowotworowych po zastosowanie cytometrii przeptywowej do analizy
wybranych populacji  komoérek wukladu immunologicznego. Kompleksowe podejscie
Doktorantki do podjetego tematu zastuguje na szczegdlng uwage 1 wyrdznienie. Zwracam
réwniez uwage na starannie przeprowadzong analize statystyczng uzyskanych wynikow.

Rozdziat dyskusja poswiecony jest przede wszystkim wnikliwej analizie uzyskanych
przez Autorke wynikow z danymi opublikowanymi w literaturze $wiatowej. Dyskusja dowodzi
dobrej orientacji Doktorantki w najnowszej literaturze dotyczacej poruszanego problemu, choé
Recenzent sugerowalby podzielenie jej na podrozdzialy, co ulatwiloby czytanie tej czesci

rozprawy . Cytowana w pracy literatura nalezy do aktualnej i jest w wigkszosci anglojezyczna.
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Jednak, Doktorantka nie zastosowata punktacji dla podliczenia pozycji literatury, co nie jest
powszechnie przyjeta reguta w tego rodzaju pracach. Uzyskane wyniki umozliwity
Doktorantce postawienie jedynie 3 wnioskéw, ale wynikaja one bezposrednio z
przeprowadzonych badan, sa zwigzane z uzyskanymi rezultatami i sformutowano je bardzo

zwigzle i bardzo zasadnie.

Whiosek koncowy

7 ogromng satysfakcjg stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska
pani Agnieszki Szczygiet pt.: ,,Ocena aktywnosci przeciwnowotworowej chemioimmunoterapii
z udziatlem nanokoniugatow metotreksatu oraz szczepionek na bazie komoérek dendrytycznych
z wyciszong ekspresjg receptora IL-10” stanowi ogromnie interesujgce i oryginalne dzieto, w
ktorym Doktorantka dokonata szczegoétowej analizy dziatania przeciwnowotworowego
badanych schematow terapii. Praca zrealizowana jest z duzg staranno$cig, jeszcze raz pragne
podkresli¢ szerokie spektrum zastosowanych technik laboratoryjnych oraz wiasciwy dobor
metod badawczych, co zwraca mojg szczegdlng uwage. Gratuluj¢ w tym miejscu Doktorantce i
oczywiscie Pani Promotor.

Praca doktorska magister Agnieszki Szczygiel odpowiada wszelkim wymogom
stawianym rozprawie doktorskiej, posiada duze znaczenie naukowe, a wyniki tej pracy moga w
przysztosci znalez¢ zastosowanie w praktyce klinicznej.

Whioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu o dopuszczenie pani magister
Agnieszki Szczygiel do dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz o wyrdéznienie rozprawy

doktorskiej (wniosek o wyrdznienie zostat dotgczony do niniejszej recenzji).

7 wyrazami szacunku Prof. dr hab. n. med. Kamila Wojas-Krawczyk
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