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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr inz. Natalii Anger-Gory p.t. ,,Wplyw redukcji steienia
interleukiny 10 w mikrosrodowisku nowotworowym na skutecznosé terapii 7 udzialem
cyklofosfamidu i komorek dendrytycznych stosowanej w modelu mysiego
raka jelita grubego MC38”

wykonanej w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda
Polskiej Akademii Nauk pod kierunkiem promotora Pani dr hab. Joanny Rossowskiej

Immunoterapia oparta na szczepionkach przeciwnowotworowych zawierajgcych
komérki dendrytyczne to bardzo obiecujaca forma terapii, dajaca nadzieje na skuteczng walke z
rakiem. Obecnie schematy immunoterapii rozszerza sie roéwniez o zastosowanie
chemioterapeutykdw, takich jak cyklofosfamid w dawkach immunomodulujacych, aby zwiekszy¢
jej skutecznosé. Inng forma poprawy efektywnodci tej terapii jest neutralizacja czynnikow
supresorowych w nowotworze, takich jak interleukina 10. Cytokina ta w mikro$rodowisku
nowotworowym (TME) moze wykazywaé dzialanie pronowotworowe poprzez indukcje
supresorowych limfocytow T regulatorowych i makrofagéw towarzyszacych nowotworowi
(TAM), blokowanie wytwarzania cytokin typu Thl, a takze hamowanie dojrzewania komorek
dendrytycznych (DC). Stad tez wybor tematu rozprawy mgr inz. Natalii Anger-Gory jest w pehni
uzasadniony 1 wpisuje si¢ w nowatorskie badania dotyczgce skojarzonej immunoterapii
Przeciwnowotworowe;.

Przedstawiona do recenzji praca ma uklad klasyczny i sklada sie ze streszczenia w jezyku
polskim 1 angielskim, wykazu skrotéw, wstgpu, opisu materiatéw i metod, wynikéw, dyskusji,
wnioskOw oraz spisu rycin, tabel i piSmiennictwa. Na poczatku rozprawy zamieszczony zostat
wykaz opublikowanych prac, w ktérych Doktorantka jest pierwszym autorem lub wspdtautorem
oraz informacja o finansowaniu badan z projektow grantowych.

Praca jest bardzo dobrze napisana, jasnym, przejrzystym i bardzo poprawnym jezykiem,
co sprawia, Ze z latwoscig i1 przyjemmnoscig mozna $ledzi¢ informacje w niej przedstawione.
Wykorzystanie bogatej bazy danych literaturowych swiadezy o bardzo dobrej znajomosci
tematyki oraz dojrzalym warsztacie badawczym Doktorantki.

We wstepie Autorka opisuje role ukladu odporno$ciowego w powstawaniu nowotworu,
ze szczegblnym uwzglednieniem roli mikros$rodowiska nowotworowego w progresji tej choroby.
Autorka skupia uwage na komérkach odpowiedzialnych za tworzenie immunosupresyjnego
$rodowiska nowotworowego takich jak: limfocyty T regulatorowe, komérki supresorowe
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pochodzenia mieloidalnego (MDSC) oraz makrofagi zwigzane z nowotworem. W tym kontekscie
Autorka szczegOlowo opisuje rolg IL-10 w mikroSrodowisku nowotworu, zardwno
immunosupresorows, zwigzang m.in. z zahamowaniem dojrzewania komorek dendrytycznych i
aktywnosci limfocytow T, jak i immunostymulujgca. Nastgpnie Autorka przechodzi do
wyjasnienia zalozen Immunoterapii przeciwnowotworowej z wykorzystaniem komorek
dendrytycznych i ograniczen tej formy terapii, wskazujgc kierunki poprawy skutecznosei leczenia
poprzez m.in. zmniejszenie stezenia IL-10 w obrebie nowotworu. W sposéb przejrzysty opisuje
metody shuzgce do neutralizacji tej cytokiny w mikrosrodowisku nowotworu, ze szczegdlnym
naciskiem na wykorzystanie zjawiska interferencji RNA i wektorow lentiwirusowych jako
no$nikéw  shRNA. Wstep konczy zwigzly opis immunomodulujgcych  wlasciwosci
cyklofosfamidu.

Dodatkowo, informacje zawarte we wstepie zostaly zilustrowane niezwykle starannie
przygotowanymi i efektownymi rycinami, ktore sg utrzymane w jednolitym stylu, co ulatwia
zrozumienie skomplikowanych zalezno$ci w mikrosrodowisku nowotworowym, a takze roli
badanych komorek i czynnikéw.

Nastepnie, po krétkim uzasadnieniu problematyki badawczej, Autorka jasno formuluje
cel pracy, ktory zostal podzielony na 5 zadan badawczych, skladajacych si¢ w spojng calosé,
zwienczong  najbardziej ciekawg czeScig  pracy  dotyczacg  okreslenia  efektu
przeciwnowotworowego immunoterapii oraz chemioimmunoterapii z udzialem odpowiednio
szczepionkowych komorek dendrytycznych 1 wektorow  wyciszajgcych  I1L-10  oraz
cyklofosfamidu.

Rozdzial Materiaty i Metody jest do$¢ obszerny i obejmuje szczegélowe informacje o
sposobie przeprowadzenia eksperymentéw, wykorzystanych komdrkach i ich uzyskiwaniu oraz
sposobie analizowania danych. Informacje o wykorzystanych do analiz odczynnikach i
przeciwciatach sg bardzo dobrze uporzadkowane i przedstawione w postaci przejrzystych tabel.
Jasno 1 zrozumiale opisane s3 doswiadczenia terapeutyczne z wykorzystaniem myszy
laboratoryjnych; bardzo pomocne w tym zakresie sg klarowne schematy doswiadcze.

Wyniki przeprowadzonych badan zostaly zaprezentowane w 6 podrozdziatach i stanowig
najbardziej obszerng czes¢ pracy. Po kazdym podrozdziale Autorka umiescita zwigzle
podsumowanie, ktore pozwala na uporzadkowane §ledzenie wynikoéw 1 ulatwia zrozumienie
dyskusji.

W pierwszym podrozdziale Autorka przedstawita wyniki analizy wydajnosci wyciszenia
ekspresji IL-10 w komérkach dendrytycznych pochodzenia szpikowego (BMDC) oraz komoérkach
supresorowych pochodzenia mieloidalnego (MDSC) za pomocg wektoréw kodujacych 3 rézne
sekwencje shRNA dla 1L-10. Badania te pozwolily na wybor odpowiedniego wektora i
zastosowanie go w kolejnych doswiadczeniach. W pracy napisano iz wybrano komérki BMDC
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oraz MDSC gdyz sa one wrazliwe na dzialanie 11.-10, jednak istotne moze by¢ tez zbadanie jaki
wplyw majg wybrane wektory na inne subpopulacje komérek stanowigce zrodlo tej cytokiny w
TME. W tej czedci nasuwa si¢ wigc pytanie czy zasadne byloby sprawdzenie wydajnosci
wyciszenia ekspresji IL-10 za pomocg wybranego wektora takie w innych komdérkach
ukiadu odporno$ciowego, ktoére sg réwniez obecne w TME i wydzielaja badang eytokineg, tj.
limfocytach T (zwlaszcza limfocytach T regulatorowych) i makrofagach zwigzanyech z
nowotworem lub makrofagach typu M2? Czy takie badania mozliwe bylyby bez
konieczno$ci indukowania nowetworu u myszy, wykorzystujac limfocyty i monocyty z krwi?

W kolejnych podrozdzialach Autorka opisuje aktywno$¢ odpowiednio komorek
dendrytycznych oraz MDSC z wyciszona ekspresja IL-10 w warunkach in vitro. Wskazuje, ze
komorki dendrytyczne stymulowane antygenami nowotworowymi przy wyciszeniu ekspresji
IL-10 wykazuja zwiegkszong ekspresje czasteczki kostymulujacej (CD86) i indukujg zwigkszong
aktywno$¢ cytotoksyczng splenocytdéw wobec komorek rakowych (MC38). Istotne jest
zaznaczenie, iz dopiero na etapie dyskusji Autorka podejmuje wazny aspekt badan polegajacy na
rozréznieniu efektow faktycznego wyciszenia ekspresji IL-10, a efektow jakie mogg wykazywaé
ogolnie wektory lentiwirusowe (LV), w przypadku przeprowadzonych badan wektor kontrolny —
shN, na komorki dendrytyczne, a w dalszych badaniach m.in. na naciek limfocytarny w guzach
nowotworowych.

Naste¢pnie Autorka przedstawia charakterystyke uzyskanych MDSC, co istotne i cickawe
zastosowana metodyka pozwolita Doktorantce na uzyskanie monocytarnych oraz
granulocytarnych MDSC (M-i PMN-MDSC). W tej czesci prezentowane sg m.in. wyniki
pokazujgce wptyw MDSC z wyciszong lub nie ekspresjg IL-10 na intensywno$¢ proliferacji
limfocytow T (Ryc.15) i produkcje cytokin przez splenocyty (Ryc. 16), w ktorych nie wykazano
istotnych statystycznie réznic pomigdzy grupami. Niemniej jednak, w opisie wynikéw Autorka
stwierdza zmniejszenie i1 zwigkszenie intensywnos$ci proliferacji oraz produkcji cytokin
odpowiednio dla transdukowanych M-MDSC i PMN-MDSC. W przypadku braku istotnosci
statystycznej mozna mowié jedynie o tendencji wzrostowej badz spadkowej w intensywnosci
proliferacji, a nie o faktycznym efekcie. Podobnie w przypadku sekrecji cytokin przez splenocyty.
Jezeli nie udalo si¢ uzyskac¢ istotnosci ze wzgledu na duze r6znice migdzy doswiadczeniami, by¢
moze nalezalo uzy¢ innych narzedzi matematycznych (np. okre$li¢ procent spadku/wzrostu
stezenia badanej cytokiny w poszczeg6Olnych grupach, zamiast analizowal jej stezenie
bezwzgledne w pg/ml). W zwigzku z powyiszym, przy braku wykazania istotnosci
statystycznej, rezultaty tej cz¢sci badan nalezaloby uznaé za niekonkluzywne, co powinno
zostaé réwniez uwzglednione w dyskusji.

W kolejnych podrozdzialach mgr inz. Natalia Anger-Gora przedstawia wyniki badan in
vivo, stanowigcych gléwny aspekt pracy. W pierwszej kolejnosci opisuje wplyw doguzowego
podania wektor6w wyciszajacych ekspresje IL-10 na aktywnos¢ komorek ukladu
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odpornosciowego, a nastepnie modulacje poprzez wezesniejsze podanie cyklofosfamidu.
Doswiadczenia  przeprowadzone sg w  dwoch  schematach, tzw. | krétkim” i
wdhuzszym/przedluzonym”, ktérych zastosowanie jest dobrze uzasadnione przez Autorke w
dyskusji. Ponadto nalezy podkresli¢, ze zastosowanie jednolitej kolorystyki na wykresach
ilustrujgcych wyniki uzyskane w poszczegdlnych schematach oraz ryciny ilustrujgce plan
doswiadczen in vivo znacznie ulatwiajg sledzenie i zrozumienie prezentowanych wynikéw. Do tej
czgdei pracy mam pytanie dotyczgce okreslenia wydajnosci wyciszenia w samych guzach
nowotworowych za pomoca badania nadsgczu znad hodowli pelnej zawiesiny komoérek
wyizolowanych z guzéw. Jak przyznaje sama Autorka w dyskusji, brak zmian w grupie
nietraktowanej i traktowanej wektorami lentiwirusowymi moze wynika¢ z niewielkiego odsetka
leukocytow (2-5%) w guzie nowotworowym. W zwigzku z powyzszym czy mozliwe byloby
wyizolowanie jedynie leukocytéw (komorek €CD45%) i okreSlenie sekrecji 1L-10 przez te
koemérki? Czy wydluzenie czasu hodowli zawiesiny komérek wyizolowanych z guzéw z 24 do
72 godzin pozwoliloby na zaobserwowanie wi¢kszych zmian? Dodatkowo w opisie tych
wynikéw w rozdziale 4.4.1 warto byloby zaznaczy¢, ze rdznice nie byly istotne statystycznie.

Ostatnie dwa podrozdzialy wynikéw poswigcone sa przedstawieniu wynikéw zlozonych
doswiadczen terapeutycznych z zastosowaniem immunoterapii i chemioimmunoterapii. Za
pomoca wieloparametrowej analizy z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej Doktoranta
ocenita miejscowa oraz ogoélnoustrojowa odpowiedZ przeciwnowotworowg po zastosowanej
terapii. To kompleksowe podejscie do badanego zagadnienie zastuguje na szczegdlne uznanie i
swiadczy o wszechstronnosci Doktorantki oraz duzej wiedzy z zakresu immunoonkologii.

Na podstawie uzyskanych danych Autorka wyciaga stuszny wniosek, Ze jedynie terapia
obejmujgca podanie szczepionkowych komoérek dendrytycznych, wektoréw lentiwirusowych
kodujgcych sekwencje shRNA dla IL-10 oraz cyklofosfamidu w jednorazowej dawce
immunomodulujacej skutkuje znacznym zahamowaniem wzrostu mysiego raka jelita grubego i
powoduje dlugotrwaly efekt terapeutyczny. Niemniej jednak w czgsci wynikéw dotyczacych
zastosowania wektoréw LV i szczepionek zawierajacych komodrki dendrytyczne stymulowane
antygenami nowotworowymi nalezalo by zaznaczyé, ze mimo iz uzupelnienie terapii o
szczepionki nie zwigkszylo skutecznosci terapii z wektorami LV, to jednak zastosowanie
wektoréw LV znacznie poprawilo skuteczno$¢ terapii na bazie komoérek dendrytycznych.

Podsumowujgc, rozdzial Wyniki obejmuje 40 ztoZzonych rycin z doswiadczen zardwno w
warunkach in vitro, jak i in vivo. W mojej opinii w opisie wynikéw Autorka powinna dokladnie
okresla¢ czy poczynione obserwacje stanowia rOznice istotne statystycznie migdzy grupami.
Okreslenia takie w duzej czgsei, chod nie zawsze, uwzglednione sg w dyskusji.

W rozdziale Dyskusja Doktorantka w sposob zwiezly i rzeczowy konfrontuje uzyskane
wyniki z dostepnag literaturg. Jak juz wspomnialam w tym rozdziale wyjasnione sa niescislosci w
opisie wynikéw oraz zagadnienia dotyczace immunogennosci wektoréw LV i ich ewentualnego
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korzystnego wplywu na odpowiedz przeciwnowotworowa, ale takze ograniczen ich zastosowania
w badaniach klinicznych. Ponadto w dyskusji Autorka podkresla zalety wykorzystania w
prezentowanych doswiadczeniach terapeutycznych cyklofosfamidu, ktory wplywa m.in. na
zmiang polaryzacji makrofagéw zidentyfikowanych w guzach w kierunku komorek typu M1 i
indukuje odpowiedZ przeciwnowotworowg typu Thl. Nalezy podkresli¢, ze praca mgr inz. Natalii
Anger-Gory jest kontynuacja bogatych badan z zakresu immunoterapii opartej na komorkach
dendrytycznych prowadzonych przez zesp6t dr hab. Joanny Rossowskiej.

Podsumowujgc rozdzial Dyskusja chcialabym prosi¢ o probe wytlumaczenia
mechanizmu komérkowego odpowiedzialnego za korzystny efekt terapeutyczny zastosowanego
schematu leczenia. Autorka opisuje w pracy kilka istotnie zmienionych parametréw w
mikrosrodowisku nowotworu oraz w lokalnej i ogélnoustrojowej odpowiedzi immunologicznej,
lecz ktory z nich i dlaczego, zdaniem Autorki, moze najbardziej wplywaé na uzyskane wyniki i
ktéry mechanizm moze mie¢ najwigksze znaczenie w zwigkszeniu skutecznosci zastosowanej
terapii, zwlaszcza w kontekscie niejednoznacznego dziatania IL-10 w modulowaniu odpowiedzi
immunologicznej?

W ogoélnej ocenie merytorycznej stwierdzam, ze postawione przez Doktorantke cele
zostaly w pelni zrealizowane, a wnioski poparte sa starannie zaplanowanymi i wykonanymi
doswiadczeniami. Niewgtpliwym atutem rozprawy doktorskiej mgr inz. Natalii Anger-Géry
sg wieloaspektowe doSwiadczenia terapeutyczne. Stanowig one o bardzo wysokiej wartosci
rozprawy zaréwno w kontekScie pozmawezym, jak i aplikacyjnym. Pozwalajg na
wykorzystanie uzyskanych wynikéw w projektowaniu nowych protokotéw leczenia nowotwordéw
z wykorzystaniem wektoréw lentiwirusowych w terapii skojarzonej u pacjentéw onkologicznych.

Na podstawie przeprowadzonej analizy rozprawy doktorskiej mgr inz. Natalii Anger-
Gory stwierdzam, ze rozprawa ta spelnia wymogi okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018, poz. 1668 z pdzn. zm). Niniejsza
praca stanowi oryginalne opracowanie, ktére w istotny sposob poszerza wiedze na temat
zastosowania terapii przeciwnowotworowej z wykorzystaniem wektoréw lentiwirusowych
wyciszajgcych ekspresj¢ IL-10, szczepionkowych komorek dendrytycznych oraz cyklofosfamidu.
Uzyskane wyniki mogg znaleZ¢ zastosowanie w opracowaniu bardziej skutecznych protokoltow
chemioimmunoterapii nowotworéw litych. Tre$¢ rozprawy wskazuje na wysoki poziom wiedzy
naukowe]j Autorki oraz $wiadczy o umiej¢tnosci samodzielnego prowadzenia badan naukowych.
W zwigzku z powyzszym, wnioskuj¢ o dopuszczenie mgr inz. Natalii Anger-Gory do dalszych
etapow postgpowania w przewodzie doktorskim oraz wnioskuj¢ o wyréznienie pracy.
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