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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr inz. Jagody Mierzejewskiej p.t. ,, Wplyw zastosowania komdrek
dendrytycznych transdukowanych lentiwirusowymi nosnikami genow IL-12 i IL-18 na
aktywacje odpowiedzi przeciwnowotworowej w modelu mysiego
raka jelita grubego M(C38”

wykonanej w Instytucie Immunolegii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda
Polskiej Akademii Nauk (PAN) pod kierunkiem promotora Pani dr hab. Elzbiety Pajtasz-
Piaseckiej prof. PAN

Wykorzystanie komorek ukladu immunologicznego, w tym komoérek dendrytycznych, do
walki z choroba nowotworowa to bardzo obiecujgcy kierunek terapii we wspétezesnej medycynie.
W celu zwigkszenia skutecznoscei szezepionek na bazie komérek dendrytycznych moduluje si¢ ich
wlasciwoscei poprzez m.in. transfekcje mRNA lub z wykorzystaniem wektorow wirusowych.
Bardzo dobre efekty terapeutyczne daje tez zastosowanie szczepionek fgeznie z inhibitorami
immunologicznych punktow kontrolnych lub chemioterapig. Zatem wybér tematu rozprawy mgr
inz. Jagody Mierzejewskiej jest w pelni uzasadniony i wpisuje sie w nowatorskie badania
dotyczace skojarzonej immunoterapii przeciwnowotworowej.

Przedstawiona do recenzji praca ma uklad klasyczny i sklada si¢ ze streszezenia w jezyku
polskim i angielskim, wykazu skrotow, wstepu, opisu zatozen i celu pracy oraz wykorzystanych
materialéw 1 metod, wynikow, dyskusji, wnioskow oraz spisu rycin, tabel i pismiennictwa. Praca
zostata sfinansowana przez Narodowe Centrum Nauki w ramach grantu ,,Preludium”, a w ramach
projektu doktorantka opublikowala artykul oryginalny, ktdrego jest pierwszym autorem.

Praca jest bardzo dobrze napisana, przejrzystym i poprawnym jezykiem, co sprawia, ze
z fatwoscia mozna $ledzi¢ informacje w niej zawarte. Pojawiajg si¢ nieliczne bledy jak
zastosowanie zwrotu komorki odpornosciowe zamiast komoérki uktadu odpornosgciowego (str. 23),
jednak nie wplywajg one na ogdlny odbior pracy. Doktorantka wykorzystata w pracy bogatg baze
danych literaturowych, co $wiadczy o bardzo dobrej znajomodei tematyki oraz dojrzalym
warsztacie badawczym.

We wsiepie Autorka opisuje biologie¢ oraz funkcje komorek dendrytycznych
w ksztaltowaniu odpowiedzi immunologicznej poprzez polaryzacje odpowiedzi komodrkowej.
Nastgpnie przedstawia role komoérek uktadu odpornosciowego w procesie nowotworzenia oraz
znaczenie komorek o charakterze immunosupresorowym w mikrosrodowisku guzow litych.
Autorka szczegolowo opisuje aktywno$¢ interleukiny 12 (11-12) i interleukiny 18 (IL-18)
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w zwalczaniu nowotworu, podkreslajac zakres ich wspoldziatania za pomocy ryciny. Nastepnie
Doktorantka przechodzi do wyjasnienia zatoZzen immunoterapii przeciwnowotworowej 7z
wykorzystaniem komérek dendrytycznych i ograniczen tej formy terapii, wskazujge kierunki
poprawy skutecznodci leczenia poprzez m.in. zastosowanie komorek dendrytycznych
transdukowanych do produkeji 1L-12 1/lub 1L-18 w obrgbie nowotworu. Wstep konczy opis
immunomodulujgcych whasciwosei cyklofosfamidu, cytostatyku, ktdry w niskiej dawee zwigksza
efektywno$¢ szezepionek w terapii skojarzonej m.in. poprzez korzystny wplyw na aktywnosé
limfocytdw T, co zostato zilustrowane stosowng rycing.

W dalszej czedci pracy, po krotkim uzasadnieniu problematyki badawczej, Autorka
formuluje cel pracy, ktory zostal podziclony na cztery oddzielne zadania badawcze, skladajgce si¢
w spojng catose.

Rozdzial Materialy i Metody jest do$¢ obszerny 1 obejmuje szczegolowe informacje
0 sposobie przeprowadzenia eksperymentow, wykorzystanych komorkach i ich uzyskiwaniu oraz
sposobie analizowania danych. Informacje o wykorzystanych do analiz odczynnikach
i przeciwcialach sg dobrze uporzadkowane i przedstawione w postaci przejrzystych tabel. Jasno
i zrozumiale opisane sg doswiadczenia, zaréwno in vitro jak 1 immunoterapeutyczne in vivo
7 wykorzystaniem myszy laboratoryjnych; bardzo pomocne w tym zakresie sg szczegdlowe
schematy doswiadczen.

Wyniki przeprowadzonych badan zostaly zaprezentowane w 4 podrozdzialach
korespondujacych z zadaniami badawczymi okreslonymi w rozdziale 2. zalozenia i cel pracy.
Pozwala to jasno stwierdzi¢, ze cel pracy zostal zrealizowany. Wyniki stanowig najbardziej
obszerng czes¢ pracy, a po kazdym podrozdziale Autorka umiescita zwigzte podsumowanie, ktore
pozwala na uporzadkowane sledzenie wynikéw. Ze wzgledu na mnogosé uzyskanych wynikéw,
na ktére skltadajg si¢ tgcznie 82 ryciny, w podrozdziale pigtym Doktorantka zdecydowala si¢

umiescic streszezenie wynikdw, z wyrdznieniem tego co byto w nich najwazniejsze.

W pierwszym podrozdziale Wynikéw Autorka przedstawila charakterystyke komorek
dendrytycznych transdukowanych do produkcji cytokin. Potwierdzila wydajno$¢ transdukcji na
poziomie okoto 71% oraz zwigkszong ekspresje mRNA dla 11-12 i IL-18 jak 1 sekrecje tych
cytokin po zastosowaniu wektorow lentiwirusowych niosacych geny odpowiednio dla 1L-12
i 1L-18. Dos$wiadczenia przeprowadzono w dwoch wariantach: 1) komorki szczepionkowe
niestymulowane oraz 2) stymulowane antygenami nowotworowymi (TAg). Co ciekawe badania
wykazaly, ze transdukeja komérek dendrytycznych za pomocg dwoch wektoréw niosgcych geny
IL-12 lub IL-18 byla bardziej wydajna niz jednym wektorem niosgcym sekwencje obu gendw
jednoczesénie, co spowodowalo eliminacje tej konfiguracji z dalszych badan. Doktorantka
potwierdzita réwniez, ze transdukowane komorki dendrytyczne stymulowane TAg, aktywujg
limfoeyty T 1 komorki NK, zwickszajac ich cytotoksycznosé i sekrecje INF-y 1 IL-10 w warunkach

ex vivo.
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W kolejnych podrozdziatach Autorka opisala aktywnos¢ transdukowanych komodrek
dendrytycznych in vivo w modelu mysiego raka jelita grubego. W pierwszej kolejnosci
przedstawita ich zdolno$¢ do naciekania tkanki nowotworowej, ktéra okazala si¢ istotnie wyzsza
jedynie dla DC transdukowanych dwoma wektorami (niosacymi geny dla IL-12 1 1L.-18) 3 dni po
ich jednokrotnym, okologuzowym podaniu. Nastepnie opisala ich zdolno$é do migracji do
wartowniczych weztow chlonnych, ktéra okazala si¢ z kolei najwyzsza dla komorek
nietransdukowanych, ale stymulowanych TAg. To wlasnie stymulacj¢ antygenowg ex vivo
Autorka uznala za korzystny czynnik zwickszajgcy mobilnosé komérek dendrytycznych.

W kolejnych  do$wiadczeniach, zanim  jeszeze Doktorantka okreslita efekt
przeciwnowotworowy opracowanych szczepionek, przeprowadzita bardzo szczegdlows ocene
tzw. kinetyki indukowania odpowiedzi przeciwnowotworowej w 3 punktach czasowych, w guzach
i wartowniczych weztach chlonnych po jednokrotnym podaniu transdukowanych DC (ponownie
w dwoch wariantach niestymulowanych i stymulowanych TAg). Ocena oparta byta na analizie

wybranych subpopulacji limfoidalnych (czyli limfocytéw T CD4" i CD8", komérek NK 1 NKT)

$ledziony myszy; okreslono zmiany odsetka subpopulacji komorek limfoidalnych i DC oraz
oceniono aktywnos$é cytotoksyczng 1 produkcje cytokin po re-stymulacji komorkami
nowotworowymi MC38. Na zakonczenie Autorka poréwnata wyniki dzialania transdukowanych
DC niestymulowanych lub stymulowanych TAg w ostatnim punkcie czasowym tj. w 7 dniu po ich
podaniu. Uzyskane na tym etapie wyniki pozwolily wybra¢ do dalszych doswiadezen
terapeutycznych komorki dendrytyczne w warlancie, gdzie stosowano stymulacje TAg, okreslone
przez Autorke jako ,.modyfikowane DC” (str. 127). Jest to nieco mylgce, 1 w mojej opinii
niepotrzebnie wprowadzone okreslenie, gdyz po pierwsze klarowny opis wynikéw i rycin pozwala
zorientowac si¢ ¢zy prezentowane dane dotycza DC stymulowanych TAg czy nie, a po drugie jest
stosowane niekonsekwentnie gdyz w Dyskusji Doktoranta uzywa zwrotu ,,modyfikowane DC” w
odniesieniu po prostu do transdukowanych komoérek dendrytycznych. Jest to drobny blad przy
bardzo klarownie 1 czytelnie opisanych wynikach.

Ponadto, uzyskane dane pozwolily stwierdzi¢, ze jednokrotne podanie transdukowanych
dwoma wektorami komorek dendrytycznych stymulowanych TAg pobudza miejscowg odpowiedz
przeciwnowotworowy, ale nie wystarcza do pobudzenia odpowiedzi ogdlnoustrojowej. W
doswiadczeniach terapeutycznych zastosowano zatem schemat trzykrotnego podania
trandukowanych komérek DC.

Ostatnie dwa podrozdzialy Wynikdw poswigcone sg przedstawieniu wynikow zlozonych
do$wiadczen terapeutycznych z zastosowaniem immunoterapii i chemioimmunoterapii. Oprocz
monitorowania wzrostu guzoéw u myszy poddanych terapii Doktoranta ocenita rowniez miejscowsg
oraz ogolnoustrojowa odpowiedz przeciwnowotworowsg za pomocg wieloparametrowej analizy

z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej. To kompleksowe podejscie do badanego zagadnienie
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zashuguje na szezegolne uznanie i $wiadezy o wszechstronnosci Doktorantki oraz duzej wiedzy 7
zakresu immunoonkologil.

Doktorantka  wykazata, Ze dwukrotne podanie komorek —szczepionkowych
transdukowanych dwoma wektorami (dla 1L-12 i IL-18) wywolalo najszybsze i najwicksze
zahamowanie wzrostu guzow, a trzykrotne zastosowanie szczepionek nie przediuzylo efektu
terapeutycznego. Jednakze, po trzykrotnym podaniu szczepionek z jednym wektorem (I1L-12 lub
I1.-18) efekt byl korzystniejszy niz w przypadku DC zdolnych do produkcji obu cytokin
jednoczesnie. W zwigzku z tymi wynikami chcialabym prosi¢ o prébe wytlumaczenia
mechanizmu komorkowego odpowiedzialnego za korzystny efekt terapeutyczny zastosowanego
schematu leczenia. Autorka opisuje w pracy kilka istotnie zmienionych parametrow
w mikro$rodowisku nowotworu oraz w miejscowej odpowiedzi immunologicznej, lecz ktéry

z nich i dlaczego, zdaniem Autorki, moze najbardziej wplywaé na uzyskane wyniki.

Ostatni podrozdzial wynikéw poswigcony jest przedstawieniu danych z dodwiadczen
7 zastosowaniem immunoterapii skojarzonej z podaniem cyklofosfamidu. Doktorantka wykazala,
ze zastosowanie tego cytostatyku zwicksza efekt terapeutyczny szezepionek na bazie
transdukowanych komoérek dendrytycznych, a w szczegdlnosei komérek dendrytycznych
transdukowanych dwoma wektorami.

W rozdziale Dyskusja Doktorantka w sposdb zwiezly i rzeczowy konfrontuje uzyskane
wyniki z dostepna literaturg. Opisuje tez jedyng zatwierdzong klinicznie szczepionke na bazie
autologicznych komérek dendrytycznych. Cheiatabym zapytac o inne trwajace badania kliniczne
szezepionek DC u pacjentow onkologicznych, jakich typoéw nowotworéw dotycza 1 w tym
konteks$cie prosi¢ o wyjasnienie zastosowania do badan mysiego modelu raka jelita grubego.

Ponadto w Dyskusji Autorka podkresla zalety wykorzystania w prezentowanych
doswiadczeniach terapeutycznych cyklofosfamidu, ktory wplywa m.in. na eliminacj¢ limfocytdéw
T regulatorowych, a jednoczeénie zwiekszenie aktywnoscei limfocytow T efektorowych CD4" i
CD8". Wskazuje tez modyfikacje schematu podawania opracowanych szczepionek, aby jeszeze
zwigkszy¢ skuteczno$é ich dzialania, a w szczegdlnosci podkresla istotnosé odpowiednio dobrane;j
chemioterapii. W tym kontekscie cheiatabym z kolei zapytac o mozliwos¢ polaczenia opisanych
w pracy komorek szczepionkowych z innymi formami immunoterapii np. z zastosowaniem
inhibitoréw immunologicznych punktdéw kontrolnych.

W ostatniej czgsci rozprawy Doktoranta formuluje cztery wnioski, logicznie wynikajace

z analizy wynikéw uzyskanych w poszczegdlnych etapach badan.

Reasumujgc, w ogdlnej ocenie merytorycznej stwierdzam, ze postawione przez
Doktorantke cele zostaly w pelni zrealizowane, a wnioski poparte sg starannie zaplanowanymi i
wykonanymi doswiadczeniami. Niewatpliwym atutem rozprawy doktorskiej mgr ini. Jagody
Mierzejewskiej sg wieloaspektowe doswiadczenia in vivo, badajace zaréwno kinetyke
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odpowiedzi przeciwnowotworowej, jak i efekt terapeutyczny immunoterapii oraz
chemioimmunoterapii. Zaprezentowane w rozprawie wyniki maja bardzo duie znaczenie
nie tylko poznawcze, ale przede wszystkim aplikacyjne. Przedstawione dane moga by¢
pomocne w projektowaniu nowych badan klinicznych u pacjentéw onkologicznych i tworzenia
protokotéw leczenia nowotwordéw w ramach terapii skojarzone;j.

Na podstawie przeprowadzonej analizy rozprawy doktorskiej mgr inz. Jagody
Mierzejewskiej stwierdzam, ze rozprawa ta spetnia wymogi okreslone w art. 187 Ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018, poz. 1668 z pozn. zm).
Rozprawa doktorska stanowi oryginalne opracowanie, ktore w istotny sposob poszerza wiedze na
temat zastosowania komorek dendrytycznych transdukowanych lentiwirusowymi nognikami
genow IL-12 i IL-18 w immunoterapii przeciwnowotworowej oraz terapii skojarzonej z
cyklofosfamidem. Uzyskane wyniki moga znalezé zastosowanie w opracowaniu bardziej
skutecznych protokotéw chemioimmunoterapii nowotworéw litych. Tre$é rozprawy wskazuje na
wysoki poziom wiedzy naukowej Doktorantki oraz $wiadczy o umiejetnosci samodzielnego
prowadzenia badaf naukowych. W zwigzku z powyzszym, wnioskuje o dopuszczenie mgr inz.
Jagody Mierzejewskiej do dalszych etapow postepowania w przewodzie doktorskim oraz
wnioskuje o wyroznienie pracy.
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