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Od wielu lat trwaja badania nad wykorzystaniem réznego typu immunomodulatoréw
w zwigkszaniu reaktywnosci uktadu odpornosciowego u chorych na nowotwory. Jednym z narzedzi
terapeutycznych umozliwiajacym wprowadzenie zmian w mikrodrodowisku nowotworu sg komérki
dentrytyczne (DC, ang. dendritic cells). Badania nad ich zastosowaniem w indukowaniu swoistej
odpowiedzi odpornosciowej pozwolity na opracowanie metod ich aktywacji ex vivo za pomoca
antygenow nowotworowych, a ich wykorzystanie jako szczepionek dalo mozliwo$é zwiekszenia

reaktywnosci uktadu odpornosciowego u chorych na nowotwory..

Celem pracy doktorskiej mgr inz. Jagody Mierzejewskiej bylo opracowanie i okreslenie
wplywu zastosowania szczepionek na bazie komorek dendrytycznych transdukowanych do
produkeji IL-12 i/lub IL-18 oraz stymulowanych antygenami nowotworowymi na powstawanie
odpowiedzi przeciwnowotworowej w modelu mysiego raka jelita grubego MC38. Biorac powyzsze
pod uwage uwazam, ze wybér problemu badawczego recenzowanej pracy doktorskiej jest celowy
bardzo potrzebny, nie tylko ze wzgledéw poznawczych, ale réwniez aplikacyjnych. Uzyskane
w ramach niniejszej rozprawy wyniki stanowia wazne uzupelnienie brakujacej wiedzy dotyczacej
immunoterapii adaptacyjnej w leczeniu nowotworéw, co nalezy uznaé za cenny wkiad w rozwoj

onkologii.

Uktad rozprawy doktorskiej jest typowy dla prac o charakterze do§wiadezalnym, Dysertacja
jest klasycznym opracowaniem liczacym 225 stron. Sklada si¢ 6 rozdzialow oraz wykazu
stosowanych skrotow, streszczenia w j. polskim i angielskim, spisu rycin i tabel, pi$miennictwa.
Poszczegllne rozdzialy pracy sg logiczne, prawidtowo ulozone i stanowig kompleksows catosé.
Konstrukcj¢ pracy doktorskiej oparto na 6 glownych rozdzialach zawierajacych wstep,
wprowadzenie w tematyke realizowanych badan, zatozenia i cel pracy, szczegélowo opisane
materialy i metody oraz zastosowane procedury, wyniki badan, ich dyskusje oraz wnioski. W pracy
zamieszezono 92 ryciny oraz 22 tabele. Dobér pi$miennictwa jest prawidlowy i obejmuje
najwazniejsze pozycje literaturowe z zakresu prowadzonych badan. W pracy zacytowano 196
publikacji naukowych. Proporcje poszczegolnych czesci pracy sa adekwatne do charakteru pracy,
a uzyskane wyniki zinterpretowano i przedyskutowano prawidtowo. Od strony formalnej praca nie
budzi zastrzezen. Tytut pracy koresponduje z wyznaczonym celem i tredcia rozprawy. Wstep

stanowi bardzo dobre wprowadzenie w zakres planowanych badafi, nakreslajac w zarysie geneze
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powstania pracy. Przeglad literatury oparty o aktualne i wazne publikacje stanowi niezwykle istotny

wklad w prace oraz potwierdza wlasciwos¢ zaplanowanych badar.

Doktorantka przedstawila biologie i migracje komorek dendrytycznych oraz proces
aktywacji limfocytéw T przez te komorki. Nastepnie role komérek uktadu odpornosciowego
procesie nowotworzenia, role IL-12 oraz [L-18 w zwalczaniu nowotworu, jak réwniez szczegdlowo
opisala terapi¢ przeciwnowotworows, w tym wykorzystanie komoérek dendrytycznych
w immunoterapii oraz immunomodulujace wlasciwosci cyklofosfamidu. Doktorantka wyjasnila,
izod wielu lat trwajg badania nad wykorzystaniem réznego typu immunomodulatoréw
w zwigkszaniu reaktywnoéci uktadu odpornosciowego u chorych na nowotwory. Jednym z narzedzi
terapeutycznych umozliwiajgcym wprowadzenie zmian w mikrogrodowisku nowotworu sg komorki
dentrytyczne (DC, ang. dendritic cells). Badania nad ich zastosowaniem w indukowaniu swoistej
odpowiedzi odporno$ciowej pozwolity na opracowanie metod ich aktywacji ex vivo za pomoca
antygendw nowotworowych, a ich wykorzystanie jako szczepionek dato mozliwo$é zwickszenia

reaktywnosci uktadu odpornosciowego u chorych na nowotwory.

Interleukina=12 jest eytoking produkowang gléwnle przez komorkl dendrytyezne, makrofag|
i limfocyty B, dzigki swojej aktywno$ci tworzy pomost pomiedzy odpornoscia wrodzong
i adaptacyjng. Biologiczna aktywno$¢ IL-12 jest uwarunkowana zwigzaniem do receptora
blonowego wystepujacego glownie na powierzchni aktywowanych limfocytéw T i komérkach NK,
komoérkach dendrytycznych oraz limfocytach B. IL-18 jest cytoking funkcjonalnie podobna do IL-
12, wykazuje dzialanie prozapalne, jednak ze wzgledu na podobiefistwo strukturalne zostata
zakwalifikowana do rodziny cytokin IL-1. Jest produkowana jako nieaktywne biatko prekursorowe
(pro-IL-18) pozbawione peptydu sygnatowego i w tej formie pozostaje wewnatrz komérki. Po
przetworzeniu dojrzata forma IL-18 jest wydzielana do otoczenia lub pozostaje zwigzana z blona
komoérkowsg jednak ponad 80% prekursora IL-18 pozostaje nieprzetworzone wewnatrz komorki.
Zaréwno IL-12, jak i IL-18 sg cytokinami o plejotropowym dziataniu i wiagciwodciach
prozapalnych. IL-12 stymuluje proliferacj¢ i aktywacje funkcjonalnych limfocytéw T i komérek
NK oraz wytwarzanie przez te komoérki IFN-y i TNF-a. Przyfaczenie sie 1L-12 wydzielanej przez
komorki APC do receptora wystgpujacego na komorkach docelowych, wzmacnia produkcje IFN-y,
ktory w wyniku korzystnego sprzezenia zwrotnego indukuje zwiekszong produkcje IL-12, co

dodatkowo indukuje wydzielanie IFN-y przez APC. Ponadto IL-12 warunkuje réznicowanie
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dziewiczych limfocytéw T CD4+ do subpopulacji komérek Thl, wzmagajae ich aktywnos¢

i proliferacje.

Dlatego, zastosowanie w terapii IL-12 jednoczesnie z I1L-18 przyczynia si¢ do eliminowania
ograniczen obserwowanych przy ich samodzielnym uzyciu. Gtéwng funkcja biologiczng IL-18 oraz
I1-12 jest zwigkszenie produkcji IFN-y przez limfocyty NK, oraz promowanie rdznicowania
dziewiczych limfocytéw T CD4+ do populacji komorek Thl. Ponadto IL-18 wzmacnia wrodzong
odpowiedz odpornosciowa poprzez indukcj¢ ekspresji cytokin takich jak GM-CSF, TNF-a, IL-1,
w jednojadrzastych komorkach krwi obwodowej. Podczas rozwoju nowotworu IL-18 moze
zaréwno wspiera¢ odpowiedZ odpornosciows, ale tez promowaé jego rozwdj i przerzutowanie,
a wiele komoérek nowotworowych wykazuje sekrecje tej cytokiny. Jednym z najwazniejszych
przykladéw synergistycznego dzialania 1L-12 i IL-18 jest korzystny wplyw IL-12 na ekspresje
receptora dla IL-18, co w konsekwencji prowadzi do wzmocnienia odpowiedzi wywolanej

dziataniem samej IL-12.

Cel pracy zostal przedstawiony precyzyjnie. Celem pracy doktorskiej mgr inz. Jagody
Mierzejewskiej bylo opracowanie i okreslenie wplywu zastosowania szczepionek na bazie komorek
dendrytycznych transdukowanych do produkeji IL-12 i/lub IL-18 oraz stymulowanych antygenami
nowotworowymi na powstawanie odpowiedzi przeciwnowotworowej w modelu mysiego raka jelita
grubego MC38. Wsréd celow szczegotowych mgr inz. Jagoda Mierzejewska wyréznila
charakterystyke komorek dendrytycznych transdukowanych do produkcji cytokin, charakterystyke
funkcjonalng komérek szczepionkowych, okreslenie efektu przeciwnowotworowego opracowanych
szezepionek oraz okredlenie efektu przeciwnowotworowego terapii skojarzonej z udzialem

cyklofosfamidu i opracowanych szczepionek.

Czgs¢ doswiadczalna pracy obejmuje przedstawione przez Doktorantke materialy i metody
wykorzystane podczas badan. Materiat badawczy wykorzystany w pracy stanowily 8-12
tygodniowe samice myszy szczepu C57BL6/J pochodzace z hodowli prowadzonej przez Centrum
Medycyny Doswiadezalnej Uniwersytetu Medyeznego w Bialymstoku. Zdrowe zwierzeta, od
ktorych pobierany byt szpik kostny przeznaczony do hodowli komérek dendrytycznych oraz
sledziony wykorzystywane do testow, utrzymywano w standardzie SPF (ang. Specific Pathogen
Free). Doswiadczenia terapeutyczne prowadzono w Zwierzetarni Do$wiadczalnej Instytutu

Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu, za zgoda I Lokalnej Komisji Etyczne;j.
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Doktorantka wykonata kompleksows analiz¢ oraz oceng skutecznosci transdukcji komoérek
dendrytycznych do produkcji cytokin oraz wptywu transdukcji wektorami lentiwirusowymi na
zmiany fenotypowe tych komoérek. Po wstepnych badaniach in vitro, sprawdzona zostata aktywno$é
komoérek szczepionkowych poprzez oceng zdolnosci DC do pierwotnego pobudzenia splenocytéw
w warunkach in vitro, okreslono kinetyke migracji DC do wartowniczych weztéw chtonnych lub
infiltrowania tkanki nowotworowej oraz okreslono kinetyke¢ indukowania odpowiedzi
przeciwnowotworowej w warunkach in vivo. Doktorantka dokonata takze petnej charakterystyki
komorek dendrytycznych transdukowanych do produkeji 11-12 i/lub 1L-18 oraz stymulowanych
antygenami nowotworowymi, co pozwolito na opracowanie schematow terapeutycznych mysiego

raka jelita grubego MC38.

W ocenie merytorycznej realizacji zmierzonych celéw pracy nalezy podkresli¢ wy$mienicie
zaplanowany oraz przemysinych proces badawezy, ktory pozwolit na kompleksowe opracowanie
i okreslenie wplywu zastosowania szczepionek na bazie komoérek dendrytycznych transdukowanych
do produkcji IL-12 i/lub IL-18 oraz stymulowanych antygenami nowotworowymi na powstawanie
odpowiedzi przeciwnowotworowej w modelu mysiego raka jelita grubego, co moze mie¢ kluczowe

implikacje dla zastosowania wynikéw pracy w praktyce klinicznej.

Przeprowadzone badania sg wynikiem bezposredniej wspélpracy Doktorantki z promotorem
pracy Panig prof. dr hab. Elzbietg Pajtasz-Piasecka i odzwierciedlaja wy$mienity poziom naukowy
kierowanej przez Panig Profesor jednostki naukowej Zaktadu Onkologii Doswiadczalnej, tym
bardziej ze temat pracy jest interesujacy, ale bardzo wymagajacy. Do najwazniejszych osiagnieé
Doktorantki nalezy zaliczy¢ autorskie i nowatorskie wyniki, ktore pozwolily na opracowanie
najskuteczniejszej szczepionki przeciwnowotworowej, na bazie komérek dendrytycznych zdolnych

do produkcji IL-12 i/lub IL-18 oraz stymulowanych antygenami nowotworowymi.

Ze szczegblnym podkresleniem nalezy stwierdzié, ze realizacja pracy doktorskiej
doprowadzita do kluczowych i przelomowych wnioskéw koficowych: 1) Komorki dendrytyczne
transdukowane za pomocg wektoréw lentiwirusowych niosgcych geny IL-12 i/lub IL-18,
stymulowane antygenami nowotworowymi sg zdolne do zwiekszonej produkeji 1L-12 i/lub IL-18
oraz aktywacji swoistej odpowiedzi komoérkowej w warunkach ex vivo; 2) Komorki szczepionkowe
wydzielajgce cytokiny, a szczegélnie DC/IL-12 + IL-18/TAg, charakteryzuja si¢ zwigkszong
zdolnoscig do naciekania tkanki nowotworowej, a ich jednokrotne, okotoguzowe podanie wykazuje

potencjal do aktywacji miejscowej odpowiedzi przeciwnowotworowej; 3) Wielokrotne podanie
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DC/IL-12 + 1L-18/Tag generuje krotkotrwaly efekt terapeutyczny zwigzany ze zmianami
w mikrosrodowisku nowotworu oraz aktywacj¢ ogdlnoustrojowej odpowiedzi odporno$ciowej; 4)
Terapia skojarzona z udziatem cyklofosfamidu i DC/IL-12 + IL-18/Tag prowadzi do wydluzenia
czasu zahamowania wzrostu guzéw MC38, poprzez zwigkszenie wielko$ci populacji efektorowych
limfocytéw T i komorek NKT, zmniejszenie udziatu procentowego komoérek Treg i TAM w tkance

guzdéw, jak i indukowanie ogdlnoustrojowej odpowiedzi przeciwnowotworowe;j.

W odniesieniu do otrzymanych wynikéow chciatbym zwréci¢ uwage na dlugoczasowy
proces rejestracji szczepionek do zastosowania klinicznego, jako immunoterapii w zastosowaniu
leczenia celowanego. W Polsce jest to uwarunkowane badaniem klinicznym prowadzonym przez
osrodki Wsparcia Badan Klinicznych akredytowane przez Ministerstwo Zdrowia, przy wsparciu

Agencji Badan Medycznych (ABM). Bardzo prosze Doktorantke, jako rozszerzenie podsumowania

merytorycznego zawartego we wnioskach koncowych pracy doktorskiej, o zdefiniowane Jej

jednoznaczne okre$lenie skuteczno$ci oraz bezpieczenstwa zastosowania transdukowanych

lentiwirusowymi nos$nikami gendéw IL-12 i IL-18 komoérek dendrytycznych, jako efektywnei

szczepionki dla pacjentéw onkologicznych.

Podsumowujgc oceng rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Jagody Mierzejewskiej, nalezy ze
szezegolnym uwzglednieniem podkredli¢ wartosciowy pod wzgledem badan podstawowych, ale
przede wszystkim mozliwosci wykorzystania wynikow w praktyce klinicznej temat pracy,
ktéry odzwierciedla bardzo wysoka aktywno$¢ oraz dojrzatos¢ zawodowsg Doktorantki. Czesé
eksperymentalna zostata przeprowadzona wiasciwie i rzetelnie zgodnie z zaplanowanymi
procedurami i odpowiednio dobranymi metodami badawczymi. Oceniania praca charakteryzuje sie
wysokg wartodeig naukowg 1 stanowi istotny wklad w dziedzing onkologii klinicznej.
Potwierdzeniem sukcesu sa oryginalne wyniki uzyskane podczas realizacji pracy doktorskiej, ktore
wyznaczaja pionierskie kierunki badaf zwigzane z aktywacja miejscowej odpowiedzi
przeciwnowotworowej. W pracy jednoznacznie potwierdzono fakt, ze komorki szczepionkowe
wydzielajagce cytokiny, charakteryzujg sie¢ zwiekszong zdolnoscia do naciekania tkanki
nowotworowej, a ich okologuzowe podanie wykazuje potencjat do aktywacji miejscowej
odpowiedzi przeciwnowotworowej. Projekt rozprawy doktorskiej zostal przemyslany, a jasno

okreslone cele badawcze doprowadzity do osiggniecia sukcesu.
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Dlatego, chciatbym podkresli¢, ze dysertacja mgr inz. Jagody Mierzejewskiej stanowi
przyktad doskonatego modelu wspétpracy Pani Prof. dr hab. Elzbiety Pajtasz-Piaseckiej oraz
Doktorantki, ktéra korzystajac z wieloletniego doswiadczenia oraz bogatego warsztatu naukowego
swojego Promotora osiggneta wymierne efekty, ktére z caty pewnoscig okresli¢ mozna miarg
sukcesu. Badania byly finansowane z grantu Preludium Narodowego Centrum Nauki, nr projektu
2015/17/N//NNZ4/02834. Opiniowana rozprawa doktorska zastuguje na uznanie, gdyz $wiadczy
o bardzo dobrym przygotowaniu merytorycznym Doktorantki, a jasno okreslone cele badawcze

pozwolily na uzyskanie istotnych i wiarygodnych wynikéw.

Podstawe prawng wykonania niniejszej recenzji stanowi uchwata Rady Naukowej Instytutu
z dnia 9 grudnia 2021 r. oraz Ustawa z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z p6ézn. zm.).
W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki
okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pozn. zm.). Z przyjemnodcia
przedktadam do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk, wniosek o dopuszczenie Pani mgr inz. Jagody
Mierzejewskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego oraz ze wzgledu na wysoki poziom

naukowy tej dysertacji, wnioskuj¢ o wyréznienie recenzowanej pracy doktorskie;j.
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