Krakéw, 23 wrzednia 2022

Ocena rozprawy doktorskiej mgr inz. Joanny Jarosz pt.:
»Charakterystyka syngenicznych modeli przerzutujgcego mysiego raka
prostaty TRAMP-C1 i TRAMP-C2 ze szczeg6Ilnym uwzglednieniem roli

ukladu odporno$ciowego i IL-33”

Nowotwory stanowig jeden z najpowazniejszych probleméw wspotczesne;
medycyny, a ich negatywny wplyw na dobrostan spofeczefistw ro$nie z kazda
dekadg. Jest to zwigzane zaréwno z postepujaca ,,antropogenizacjg” §rodowiska
czlowieka, jak i z rozwojem cywilizacyjnym i zwigzanym z tym wzrostem
sredniej diugosci zycia. Nowotwory prostaty sa by¢ moze najlepszym
przyktadem choroby, ktérej incydencja powigzana jest z postepujacym
starzeniem si¢ spoteczenstw, gdyz przede wszystkim dotykajg one mezczyzn w
podesztym wieku. Mimo statego postepu wiedzy na temat przebiegu tej
choroby, czynnikdw ryzyka z nig zwigzanych i rozwoju strategii profilaktyki i
jej leczenia, rak prostaty to jeden z najczesciej wystepujacych nowotwordw i
jedna z najczestszych przyczyn $mierci wsrod pacjentdw nowotworowych. Z
tego wzgledu konieczna jest dalsza intensyfikacja badan nad genezg i leczeniem
raka prostaty, a do tego konieczne sg modele do$wiadczalne w sposdb
maksymalnie wierny odtwarzajace przebieg, w tym progresje tego nowotworu.
Wsréd nich wyréznia si¢ syngeniczny model oparty o szczep myszy TRAMP,
ktére wykazujg predylekcje do rozwoju nowotwordw prostaty. Pozwala on
m.in. na badania interakcji migdzy nowotworem a systemem odpornosciowym
gospodarza, co jest mocno utrudnione lub niemozliwe w przypadku modeli
opartych o zwierzgta z deficytami immunologicznymi (np. SCID). Jednak
model ten pozostaje weigz nie do kofica wystandaryzowany. Podstawowym
celem pracy doktorskiej Pani mgr inz. Joanny Jarosz byla analiza poréwnawcza
syngenicznych mysich modeli raka prostaty opartych o linie komérek TRAMP-
Cl i TRAMP-C2. W szczegblnodci skoncentrowata sie ona na odpowiedzi
immunologicznej gospodarza. Dlatego zaproponowana tematyka wpisuje sie w
aktualne trendy badawcze, gdyz obejmuje zaréwno aspekty podstawowe, jak i
kwestie potencjalnie kluczowe dla rozwoju immunoonkologii raka prostaty.

Na poziomie redakcyjnym praca ma rozklad typowy dla tego typu
opracowan. Skfada si¢ z dobrze skompilowanych Streszczen w jezyku polskim i
angielskim, tabeli skrotéw, Wstepu, Celéw Pracy, opisu Metod i Wynikéw,
oraz ich Dyskusji, Literatury i Suplementu. Praca liczy 144 strony i zawiera 29
rycin oraz kilkanascie tabel, a bibliografia liczy 287 pozycji. Strona redakcyjna
rozprawy nie wzbudza wigkszych zastrzezen: liczba bledow literowych,
stylistycznych i niezrgcznych sformutowan, ktére zauwazytem (np. ,.stezenie
komorek”), miesci sie w zakresic wartosci ogolnie przyjetych za
usprawiedliwione okolicznosciami i nie wplywa na jednoznacznie pozytywny
odbidr catosci rozprawy.

Tlo tematyczne badan prowadzonych w ramach rozprawy zostato
zarysowane w 25-stronnicowym Wstepie. Autorka wprowadza w nim
czytelnika w podstawowe zagadnienia dotyczace znaczenia raka prostaty,
metod jego badania i niektérych proceséw lezacych u podstaw jego rozwoju, w
szezegolnosei aktywacji ukfadu odpornosciowego gospodarza. W pierwszej
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czesci Autorka opisata znaczenie cywilizacyjne raka prostaty i na jego tle
nawigzala do obiektu badain przedstawionych w rozprawie. Nastgpnie
skoncentrowata si¢ ona na etapach jego rozwoju, plynnie przechodzac do
zagadnien zwigzanych ze znaczeniem stanu zapalnego i poszczegélnych
subpopulacji uktadu odpornosciowego w tym procesie. Wreszcie przeszta do
omdwienia narzedzi badawczych, w tym modeli in vivo, stuzgcych w badaniach
nad mechanizmami promocji i progresji raka prostaty. W szczegdlnoei
oméwita ona model syngeniczny i ortotopowy, ich wady i zalety, koncentrujgc
sie na modelu TRAMP, wykorzystanym w badaniach bedgcych podstawg
rozprawy. Ta cze$¢ Wstepu koncentruje si¢ tez na zastosowaniu tego podejscia
w badaniach interakcji miedzy nowotworem a uktadem odpornosciowym
gospodarza. W ostatniej cze$cel rozdziatu Autorka zajeta si¢ 11.-33 i jej bardzo
zlozong, jak sie okazuje, funkcja w rozwoju nowotworow.

Mimo ztozonodci nakre$lonych we Wstepie problemdw, te czgs¢ rozprawy
czyta sie dobrze, co wynika z tatwego w percepcji i ilustratywnego jezyka
rozprawy. Niemniej brakuje tutaj diagraméw ilustrujgcych  funkcje
poszczegdlnych sub-populacji komérek ukfadu odpornosciowego i powigzan
miedzy nimi w toku promocji i progresji nowotworéw. Na przykiad diagram
przedstawiajacy mozliwe sieci zaleznosci migdzy poszezegdlnymi funkcjami
1L-33, w kontekscie jej powigzan z poszczegolnymi sub-populacjami komorek
ukfadu odpornosciowego pomogtby w zrozumieniu tej skomplikowanej materii.
Wskazany bytby rowniez krotki akapit nawigzujagcy do cech komorek
nowotworowych decydujacych o ich inwazyjnosci i potencjale metastatycznym.
Jednak mimo tych niedociggnieé rozdziat ten skonstruowany jest w sposob
logiczny, zawiera duzy tadunek merytoryczny, a takze dobrze wprowadza
czytelnika w tematyke pracy.

Cele wykonanych w ramach rozprawy badan zostaly przedstawione w
sposob klarowny, choé¢ brakuje w nich jasno postawionej hipotezy badawcze;.
Mozna to tlumaczyé czesciowo fenomenologicznym charakterem projektu.
Wedle Autorki najwazniejszym celem rozprawy bylo doprecyzowanie
mechanizméw decydujacych o tempie rozwoju i przerzutowania syngenicznych
guzéw prostaty tworzonych przez dwie linie komérkowe (TRAMP-CI i
TRAMP-C2) z wykorzystaniem modelu doswiadczalnego opartego przede
wszystkim o ortotopowy model raka prostaty in vivo. W szczegolnosci Autorka
skoncentrowata si¢ na interakcjach guzéw z ukladem odpornosciowym
gospodarza, tj. na jego odpowiedzi immunologicznej na rozwoj obu typow
nowotworéw oraz na mediatorach tej odpowiedzi.

Metodyka to bardzo mocna strona rozprawy. Na uwage zastuguje
skojarzenie w jednej pracy technik in vivo, ex vivo i in vitro. Wsr6d tych
pierwszych wyrézni¢ mozna, oprécz wzmiankowanego wyzej modelu
ortotopowego, podejécie oparte o dozylne podawanie komoérek raka prostaty i
analizy ultrasonograficzne i histopatologiczne na poziomie systemicznym i
tkankowym. Wsrdd technik ex vivo Autorka wykorzystata m.in. testy ELISA,
macierze cytokinowe i PCR, analizy profilu aminokwasowego i morfologii
kewi. Zostalty one uzupeinione technikami in vitro, w tym testami
(trans)migracji, adhezji i zywotnosci komérek w obecnodei IL-33. Uzycie
urozmaiconych i wzajemnie komplementarnych metod bardzo dobrze swiadezy
o warsztacie badawczym Autorki rozprawy. Trudno mie¢ zastrzezenia do
wykorzystanych w pracy technik in vivo. Model ortotopowy jest z jednej strony
bardzo trudny technicznie, a jednoczesnie najbardziej miarodajny w tego typu
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badaniach. Jednak wydaje si¢, ze Autorka nieco niefrasobliwie podeszta do
metodyki analiz in vitro. W pracy brakuje zdj¢é komoérek o rozdzielczosci
umozliwiajacej dobrg wizualizacj¢ ich morfologii. Ponadto test transmigracji,
ktory zostal wykorzystany do analiz inwazyjno$ci komdrek, nie oddaje
bezpodrednio ich aktywnodci migracyjnej; do tego konieczna bylaby
poklatkowa analiza ich przemieszczen. Wreszcie, proliferacje komorek
najlepiej bada¢ analizujac zmiany liczby komérek po czasie. Testy
metaboliczne, cho¢ powszechnie stosowane, cze¢sto zaktamujg wyniki i
generujg trudnosci interpretacyjne. Z drugiej strony nie wydaje sig¢, aby
zastosowanie tych wiadnie technik zasadniczo wptyneto na jakos$¢ uzyskanych
wynikéw, cho¢ pewnie nalezy spodziewaé si¢ rdznic na poziomie iloSciowym,
Opis metod jest na tyle kompletny i szczegdtowy, ze stwarza mozliwosé
powtorzenia opisywanych doswiadcezen przez osobe dysponujacag odpowiednim
sprzgtem i1 wiedza. Reasumujgc bardzo wysoko oceniam warstwg¢ metodyczng
rozprawy.

Réwnie wysoko oceniam tres¢ i form¢ podrozdziatow, w ktdérych
Doktorantka przedstawita uzyskane wyniki, cho¢ tu w kilku miejscach brakuje
krétkich wstgpdw, a w szczegdlnosei konkluzji, ktore utatwityby zrozumienie
ciagbw  logicznych,  rzadzacych  wykonywanymi  przez  Autorke
doswiadczeniami. Jednak juz dobdr strategii analitycznych nie budzi
watpliwoéci.  Pordwnanie rozwoju guzéw TRAMP-C1 i TRAMP-C2
generowanych w modelu ortotopowym i dozylnym potwierdzito wyzszy
potencjat ,,neoplastyczny” i metastatyczny komdrek TRAMP-C2 w pordéwnaniu
z komérkami TRAMP-C1. Nalezy w tym miejscu podkre$li¢ ogrom pracy, jaki
Autorka wlozyla w optymalizacje protokotu transplantacji, w analizy kinetyki
rozwoju guzoéw, jak i w okreslenie wzoru ich przerzutowania. Doswiadczenia in
vivo zostaly zaprojektowane poprawnie i poprawnie wykonane, a liczba
zwierzgt wykorzystanych w do$wiadczeniach wedle mojej oceny zapewnia
minimum ,komfortu statystycznego”. Wyniki sg dobrze udokumentowane, ich
opis jest konkluzywny i nie budzi watpliwosci. Calo$¢ stanowi wige dobrg
podstawe dla bardziej szczegdlowych analiz determinant zréznicowanego
rozwoju guzow obu badanych typdw i zaangazowania uktadu opornosciowego
w powstawanie tych roéznic.

Analizy  mechanizméw  odpowiedzialnych za  wyzszy  potencjat
neoplastyczny i metastatyczny komérek TRAMP-C2 wykazaty m.in. wyzsze
poziomy unaczynienia tych guzdw (potencjalnie zwigzane z poziomami ET-2),
i wyzszg ekspresje¢ niektorych cytokin ,,pro-inwazyjnych” (CCL2 i EGF) oraz
metaloproteinaz w ich obregbie. Z kolei w badaniach systemowej odpowiedzi na
rozwdj nowotwordw Autorka rozwingta 2 podstawowe watki badawcze. W
pierwszym z nich okreslita powigzania migdzy rozwojem guzéw w modelu
ortotopowym a zmianami wzglednych liczb subpopulacji komérek uktadu
odpornosciowego. W drugim za$ skoncentrowata si¢ na roli IL-33, jako
mozliwego mediatora odpowiedzi immunologicznej myszy TRAMP na rozwdj
syngenicznych guzéw C1 1 C2. Analizy morfologii krwi zwierzat
zaszezepionych komorkami obu linii TRAMP pozwolity zaobserwowad roznice
w reaktywnosci ukfadu immunologicznego na rozwdj guzéw obu linii. Autorka
wykazata mobilizacj¢ m.in. monocytdw, leukocytéw i limfocytéw u zwierzgt
zaszczepionych komoérkami TRAMP-C2. Skorelowane to bylo m.in, ze
wzrostem frakcji Trg, co tez potwierdza wczesniejsze sugestie na temat
korelacji migdzy aktywacjg uktadu odpornosciowego gospodarza, a szybkoscia
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rozwoju raka prostaty, oparte o analizy z wykorzystaniem komplementarnych
modeli badawczych. Quantum danych przedstawionych w te czgsci rozprawy
jest rzeczywiscie imponujgce, choé¢ catos¢ jest mniej konkluzywna niz
poprzednia czgs$¢ opisu wynikdw. Nieco tez szkoda, Zze Autorka juz na tym
etapie nie pokusita si¢ o probg syntezy uzyskanych wynikéw, na przykiad w
kierunku wytypowania Zrodet opisanych w dalszej czgsci rozprawy zmian
pozioméw 1L-33.

Z kolei badania ekspresji i poziomow IL-33 w guzach TRAMP-CI i
TRAMP-C2, a takze reaktywnosci komdrek nowotworowych na t¢ cytoking,
pozwolity wstgpnie uznaé ja, jako czynnik (wspohodpowiedzialny za réznice
kinetyki rozwoju guzéw obu typdw. Na tym etapie badan Doktorantka
zanalizowata powigzania miedzy fenotypem komérek TRAMP-C1 i TRAMP-
C2 i ich reaktywnoscig na 1L-33. Z wykorzystaniem kilku komplementarnych
metod Autorka pokazata wyzszy potencjat inwazyjny/lekoopornosé komdrek
TRAMP-C2, co wspdigra z wynikami analiz in vivo i ex vivo, a takze z
paraboliczng zaleznoscig migdzy poziomem I1L-33 a wzrostem i transmigracjg
komoérek. Pewne watpliwosei dotyczgce metodyki analiz  proliferacji i
ruchliwosci komorek oméwitem wezesniej, natomiast dane nt. zaangazowania
IL-33 w regulacj¢ wydajnosci promocji i progresji raka prostaty sg bez
watpienia waznym przyczynkiem do dalszych analiz mechanistycznych.

Dyskusja 1 krotki rozdziat zatytutowany "Wnioski", ktéry jest raczej
podsumowaniem poczynionych obserwacji, zawierajg syntez¢ znaczenia
uzyskanych przez Autorke wynikéw. Odnoszac si¢ do kwestii zawartych w obu
rozdzialach mozna stwierdzi¢, Zze synteza ta zostala przeprowadzona na tle
aktualnie dostepnych danych literaturowych, co potwierdza dobrg orientacje
Autorki w zagadnieniach bg¢dacych przedmiotem rozprawy. Na tym etapie
badan zarowno zlozono$¢ interakcji miedzy rozwijajagcym si¢ nowotworem a
uktadem odporno$ciowym gospodarza, jak i specyfika modelu badawczego
czynig wigzacg interpretacje uzyskanych wynikow niemozliwg, a przynajmniej
ryzykowng. Jednak uzyskane wyniki jasno pokazujg korelacje migdzy kinetyka
rozwoju guzéw TRAMP-C2 a potencjatem inwazyjnym komorek, ich
zdolnoscia do mobilizacji uktadu odpornosciowego, czy tez lokalnymi
poziomami metaloproteinaz. Ponadto udalo si¢ nakreslic pewne ramy
interpretacyjne dot. zaangazowania uktadu odpornosciowego w regulacje
procesu rozwoju guzéw prostaty TRAMP-C1/C2, w tym roli 11.-33, ktére chod
w czesel oparte na spekulacjach, sg przekonujace. Troche szkoda, ze Autorka
nie zdobyla si¢ na odwazniejsze dywagacje na temat roli poszczegdlnych
populacji komoérek ukladu odpornosciowego w promocji 1 progresji guzow
TRAMP-C2 w kontekscie zaangazowania 11.-33. Nie podwaza to jednak wagi
uzyskanych wynikéw ani nie kwestionuje wysokiej wartosci merytorycznej i
metodycznej rozprawy. Tym bardziej, ze weryfikacja znaczenia parabolicznego
wzoru zalezno$ci aktywnosci proliferacyjnej i potencjatu inwazyjnego komarek
obu linii od st¢zenia 1L-33 to bardzo ciekawy trop badawczy do wykorzystania
w przyszlosci.

Z drugiej strony lektura tej czgsci rozprawy nasungta mi si¢ kilka pytan:

- nowotwory, w tym nowotwory prostaty, wykazuja duza fenotypowa
heterogenno$é budujgeych je komérek. Czy wiadomo co$ na temat
dywersyfikacji fenotypowej komérek w guzach TRAMP-C1 i TRAMP-C2, jej
wregionalizacji” i ewentualnych powigzan migdzy tym zjawiskiem, a zdolnoscia
guzow do tworzenia frontu inwazyjnego?
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- czy obserwowano heterogennos$¢ rozmieszezenia 1L-33 wewnatrz guzow i
czy moze wplywac ona na lokalne zdolnoéci adaptacyjne komorek lub/i rozwdj
frontu inwazyjnego?

- jaka jest geneza zmian poziomoéw niektorych aminokwasdéw? Czy wynikajg
one z konkurencji miedzy gospodarzem a rozwijajacym si¢ nowotworem, czy
tez mogag by¢ przejawem adaptacji lub/i samoobrony gospodarza? Jak pogodzi¢
pronowotworowy wplyw aktywnosci ukladu opornodciowego myszy z
postulowanym ~ w  pracy  immunosupresyjnym  wplywem  deficytu
aminokwaséw?

Reasumujgc, podjete przez Autorke badania dotycza bardzo waznej kwestil,
posrednio odnoszgcej si¢ do problemoéw klinicznych zwigzanych z uposledzong
reakcja ukladu odpornosciowego na rozwdj nowotworu prostaty. Badania
przeprowadzone w ramach pracy i uzyskane wyniki moga przyczyni¢ si¢ do
glebszego ,,rozpracowania” modelu opartego o szczep myszy TRAMP i
racjonalizacji jego wykorzystania w badaniach nowotworu prostaty, w tym w
analizach molekularnych mechanizmoéow rzgdzgcych tym procesem. Moga tez
przetozy¢ sie na lepsze zrozumienie genezy réznorodnych reakcji komoérek
uktadu odpornosciowego. W tym miejscu warto jeszcze raz zwréci¢ uwage na
stopien skomplikowania modelu badawczego, a w szczegdlnoscei ortotopowego
modelu raka prostaty in vivo. Implantacja komorek jest w tym modelu bardzo
czaso-i pracochtonna, wymaga tez zegarmistrzowskiej precyzji. Mimo, ze na
tym etapie badan konieczne byly rdwniez intuicyjne oceny rysujacych sie
tendencji, w perspektywie opracowane przez Autorke podejScie moze
przyczyni¢ si¢ do dalszej optymalizacji modelu i stworzenia ,zlotego
standardu” badan nad problemem interakcji miedzy nowotworami prostaty i
uktadem odpornosciowym gospodarza. Podsumowujgc, rozprawa spelnia
wszelkie ustawowe wymogi rozprawy doktorskiej okreslone w art. 187 Ustawy
z dn. 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 r.,
poz. 85 z p6zn. zm.). Przedkladam zatem Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN wniosek o
dopuszczenie Pani mgr inz. Joanny Jarosz do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Biorgc pod uwage potencjat przedstawionych w rozprawie
wynikéw i jej bogactwo metodyczne, a takze dotychczasowy dorobek naukowy
Autorki, wnosz¢ rowniez o wyrdznienie rozprawy stosowng nagroda.

(Jarostaw Czyz)
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