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RECENZJA
Rozprawy doktorskiej mgr inz. Natalii Anger-Gory

pt. , Wplyw redukcji st¢zenia interleukiny 10 w mikro$rodowisku nowotworowym na
skutecznos¢ terapii z udzialem cyklofosfamidu i komérek dendrytycznych stosowanej w
modelu mysiego raka jelita grubego MC38”

Praca zostala wykonana pod kierunkiem dr hab. Joanny Rossowskiej
w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda,
Polskiej Akademii Nauk we Wroclawiu.

Immunoterapia nowotworéw jest obecnie bardzo obiecujgcg i dynamicznie
rozwijajacy si¢ dziedzing medycyny. Wprowadzenie do kliniki przeciwcial monoklonalnych
w rozny sposob ograniczajgcych rozwoj nowotworu i/lub wspierajacych wilasny uktad
odpornosciowy pacjenta (np. inhibitory punktéw kontroli immunologicznej) oraz terapii
komorkowych, wspomagajacych standardowe metody leczenia, zrewolucjonizowato
wspolezesng onkologie. Na tym polu coraz wigksze nadzieje wigze sie z wykorzystaniem
wlasnych komoérek uktadu odpornosciowego pacjenta (komérki dendrytyczne, swoiste dla
antygenow nowotworowych limfocyty T CD8+), ktore po izolacji i odpowiednim
przygotowaniu w warunkach in vitro (np. namnozenie, aktywacja, modyfikacje genetyczne),
stanowig coraz bardziej skuteczny element terapii przeciwnowotworowe;.

W przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskiej, mgr inz. Natalia Anger-Gora
podj¢ta si¢ zbadania wptywu obnizenia lokalnej produkeji IL-10 w mikrosrodowisku guza na
efektywnos¢ eksperymentalnej chemioimmunoterapii mysiego raka jelita grubego MC38 z
uzyciem cyklofosfamidu i komérek dendrytycznych stymulowanych in vitro antygenami linii
MC38. Podjgcie takiej tematyki badawczej byto jak najbardziej uzasadnione, gdyz jednym z
powoddw obserwowanej ograniczonej skutecznosei terapeutycznej komorek dendrytycznych
(np. preparatu Sipuleucel-T) jest obecno$¢ w $rodowisku nowotworu czynnikéw
immunosupresyjnych, uniemozliwiajacych skuteczng aktywacje mechanizméw odpowiedzi
przeciwnowotworowej. Poznanie sposobow pozwalajacych na zwiekszenie efektywnosci
takich form terapii jest wigc weiaz wyzwaniem dla wspolczesnej nauki.

Rozprawa liczy 162 strony druku i posiada uktad typowy dla prac doswiadczalnych.
Pod wzgledem redakcyjnym nie budzi zastrzezen, a proporcje pomiedzy poszczegdlnymi
dziatami sg odpowiednio zachowane. Uwagg zwraca bardzo wysoka jako$¢ strony edytorskie;
monografii.

Obszerny wstep wprowadza czytelnika w problematyke podjetych badan, poczynajac
od opisu roli ukladu odpornosciowego w powstawaniu nowotworéw, z uwzglednieniem
wszystkich faz tego procesu, az do ucieczki komérek nowotworowych spod nadzoru
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immunologicznego. W kolejnych podrozdziatach Autorka przedstawia role mikrosrodowiska
guza w progresji nowotworu, ze szczegdlnym uwzglednieniem komoérek o charakterze
immunoregulacyjnym — limfocytow T regulatorowych (Treg), mieloidalnych komérek
supresorowych (MDSC) i makrofagéw zwigzanych z nowotworem (TAM). Szczegdtowo
omawia rol¢ interleukiny 10 w regulacji aktywnosci komorek odpornosciowych, drobiazgowo
przedstawia mozliwosci ograniczenia jej lokalnej produkeji w obrgbie guza za pomoca
interferencji RNA, by dalej plynnie przej$¢ do opisu strategii wykorzystywanych w
immunoterapii komdrkowej nowotworéw, koncentrujgc si¢ na uzyciu komérek
dendrytycznych. Wstgp  koficzy  podrozdziat  poswiecony  immunomodulacyjnym
wlasciwosciom cyklofosfamidu. Caly ten rozdzial posiada ogdlnie edukacyjny charakter,
dodatkowo poparty drobiazgowo opracowanymi kolorowymi rycinami, podsumowujgcymi
informacje zawarte w kolejnych podrozdziatach.

Napisanie calej tej czes$ci rozprawy wymagato od Doktorantki duzo wysitku, gdyz
dotyczylo réznorodnych zagadnien, ktérych zlozenie w logiczng calo$¢ nie bylo latwe.
Doktorantka wywiazala si¢ z tego zadania bardzo dobrze, cho¢ w tej czesci zabrakto mi
konkretnego odniesienia do raka jelita grubego, ktorego dotyczy przedstawiona rozprawa. W
opinii recenzenta Doktorantka powinna poswigci¢ nieco uwagi wyjasnieniu, dlaczego swoje
badania realizowata wlasnie na modelu tego nowotworu. Rowniez rola makrofagow typu M2
powinna zostac szerzej opisana w konteks$cie rozwoju raka jelita grubego, gdyz doniesienia na
ten temat nie sg jednoznaczne, a niektére badania wskazujg wrecz, ze ich obecnos¢ w nacieku
okologuzowym koreluje z dobrym rokowaniem dla pacjentdéw. W odniesieniu do samej
terapii nowotworéw z wykorzystaniem komorek DC zadziwia mnie tu brak powolania sie
Doktorantki na badania profesor Karoliny Patuckiej, naszej rodaczki od lat pracujacej w USA,
ktorej wkiad w rozwdj tej formy immunoterapii jest trudny do przecenienia.

Zatozenia i cel pracy zostaly jasno sformulowane, a podjete w nim zadania byly
bardzo ambitne. Doktorantka podjela si¢ w nich bowiem przeanalizowania calej gamy
parametréw, poczynajac od oceny skutecznosci wybranych sekwencji shRNA w wyciszeniu
ekspresji IL-10 w kom. dendrytycznych (BMDC) i MDSC r6znicowanych in vitro ze szpiku
kostnego myszy oraz wplywu takiego wyciszenia na ich funkcje, po analize ex vivo skladu
komorkowego nacieku guza i oceng ogodlnoustrojowej odpowiedzi przeciwnowotworowej w
sytuacji ograniczenia lokalnej (w obrgbie guza) produkcji IL-10. Analizy te Doktorantka
zaplanowata wykona¢ w dwdch, roznych co do czasu trwania, protokotach terapeutycznych,
zarowno po wilaczeniu immunoterapii z komoérek dendrytycznych stosowanej indywidualnie,
jak 1 w schemacie uzupetnionym o cyklofosfamid. W przebiegu tak zaplanowanej terapii nie
zabraklo réwniez monitorowania in vivo wielkosci podskérnie rozwijajacych si¢ guzéw. Dla
pelnego zrozumienia strategii badawczej istotne byloby wszakze wyjasnienie dlaczego do
redukcji poziomu IL-10 w mikrosrodowisku guza Doktorantka zdecydowala si¢ zastosowaé
skomplikowang i nie w pelni skuteczng procedure interferencji RNA, a nie skorzystata ze
znacznie prostszych rozwigzan, jak np. neutralizacji IL-10 za posrednictwem przeciwciat
monoklonalnych podawanych doguzowo.

Kolejna czg$¢ pracy to ,,Materialy i metody”. Przedstawione w nim procedury
laboratoryjne sa wilasciwie dobrane, a ich opis szczegétowy. Uwage zwraca szeroki zakres
zastosowanych metod badawczych, uwzgledniajacy réwniez techniki biologii molekularnej i
bardzo zaawansowang wieclokolorowg analize cytofluorymetryczng, obejmujacg zaréwno
badania fenotypowe, jak i funkcjonalne komorek. W tym kontekscie warto podkreslié, iz
analiza cytofluorymetryczna sktadu komérek mieloidalnych w nacieku guza czy wezlach
chtonnych myszy nalezy do trudnych i niestandardowych badan, zwlaszcza w tak szerokim
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yjeciu. Takie podejscie metodyczne $wiadczy o dobrym opanowaniu tej techniki i
swobodnym jej wykorzystywaniu przez Doktorantke. Moja uwaga do tego fragmentu dotyczy
uzytych tu ukladow kontrolnych, konkretnie kontroli negatywnych, w oparciu o ktére w
analizie wynikéw odcina si¢ poziom fluorescencji tta. Doktorantka pisze (str.54), iz do kazdej
probki sporzadzono kontrole izotypows. Nie jest to jednak rozwiazanie optymalne, gdyz do
tak zlozonych wielokolorowych analiz bardziej adekwatne byloby uzycie kontroli FMO
(Fluorescence number Minus One). Tylko taka kontrola bowiem umozliwia wila$ciwe
odcigcie tla, z uwzglednieniem ,,zachodzenia na siebie” roznych kolordéw fluorescencji (ang.
fluorescence spillover), zwlaszcza tych o duzej intensywnosci. Kwestig dyskusyjng jest
réwniez bramkowanie w analizie cytofluorymetrycznej populacji komérek mieloidalnych
naciekajacych guz w oparciu o parametry morfologiczne FSC/SSC (Ryc.18), a nie w oparciu
o ekspresje antygenu leukocytarnego CD45, ktérego fluorescencje mozna by wykorzystaé
jako ,,threshold”, odcinajac w ten sposéb zbieranie danych z komoérek innych niz leukocyty.
Pewnym skrotem mys$lowym jest réwniez okreslenie lizatdéw z komodrek nowotworowych,
uzywanych do stymulacji efektorowych limfocytow T $ledziony, pojgciem ,,antygenow
nowotworowych”,  sugerujacym  raczej  zastosowanie  oczyszczonych  peptydow,
charakterystycznych dla niektérych typow nowotworow.

Przebieg procedur badawczych na modelu zwierzecym zostal nalezycie opisany i
dodatkowo zilustrowany czytelnymi schematami do$wiadczen. Mankamentem tej czesci
rozdziatlu jest jednak brak informacji o liczbie zwierzat wykorzystanych do badan oraz
liczebnosci poszczegdlnych grup eksperymentalnych.

Kolejny rozdzial — ,, Wyniki”, to najobszerniejsza czg¢s¢ pracy. Doktorantka na 41
wielosegmentowych, a przy tym czytelnych, wykresach przedstawita wyniki swoich badan.
Rozdzial ten jest bardzo rozbudowany i wielowgtkowy, podzielony na szereg podrozdzialow
tematycznych, nie zawsze jednak logicznie potaczonych. Ma on niestety roOwniez szereg
innych mankamentéw, na ktoére z obowigzku recenzenta musze zwroci¢ uwage. Rozdziat ten
Doktorantka rozpoczyna od oceny skutecznosci wybranych 3 sekwencji ShRNA w wyciszaniu
ekspresji IL-10 w BMDC i MDSC (Ryc.9), cho¢ informacja o sposobie ich réznicowania in
vitro z komorek szpiku kostnego pojawia si¢ znacznie dalej (w przypadku MDSC dopiero w
kolejnym podrozdziale). Analizujgc zestawienie danych przedstawionych na Ryc.9,
zastanawia mnie brak istotnosci statystycznej przy wynikach badan st¢zenia i wzglednego
poziomu ekspresji mRNA dla IL-10 w MDSC transdukowanych wektorami kodujacymi rézne
sekwencje shRNA przy poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc.9C 1 9D) (istotnosé
stwierdzono jedynie przy ocenie wptywu shIL-10-3 na stezenie produkowanej IL-10). W tym
kontekscie istotnym bytoby podanie liczby powtdérzen (n) poszczegdlnych oznaczen.
Pomocna bylaby tez informacja czy miarg rozrzutu przedstawionych na wykresach wynikéw
jest SD czy SEM. Uwagi te dotycza wszystkich rysunkéw. Przy braku istotnosci statystycznej
réwniez dla analogicznych pomiaréw ekspresji mRNA w BMDC stwierdzenie Doktorantki, iz
»Z, uwagi na to, ze zarbwno w BMDC, jak i MDSC najwigksza wydajnos$¢ wyciszenia 1L-10
uzyskano po transdukcji wektorami zawierajgcymi trzecig sekwencje shRNA (shIlL-10-3), to
te wektory wybrano do dalszych etapow badan”, wydaje si¢ nie w pelni uzasadnione, gdyz
jest ono prawdziwe tylko dla oznaczen IL-10 na poziomie biatka. W moim odczuciu, ta
sprzeczno$¢ wynikow na poziomie mRNA 1 biatka wymaga dodatkowego komentarza.

Dalej Doktorantka przedstawia wyniki badan wptywu ,,wyciszenia ekspresji [L-10” w
BMDC na ich zrdéznicowanie, zdolnos¢ do prezentacji antygenu i indukcj¢ swoistej
odpowiedzi przeciwnowotworowej przez limfocyty T. W konteks$cie mojej ostatnie] uwagi
bardziej adekwatne byloby jednak uzycie w odniesieniu do transdukowanych BMDC
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sformutowania ,,DC z obnizona produkcjg IL-10” niz ,,wyciszong ekspresjg IL-10”. Na kofcu
podrozdzialu Autorka podsumowuje krotko uzyskane rezultaty badan, choé pojawiajg sie tu
konkluzje nie znajdujace potwierdzenia w prezentowanych wynikach. I tak, stwierdzenie, iz
BMDC/shIL-10 charakteryzowatly sie zwigkszong ekspresja czasteczek kostymulujacych
CD80 i CD86, nie jest do konca prawdziwe, gdyz tylko ekspresja CD86 po transdukcji
wektorem dla shIL-10 ulegala statystycznie istotnym zmianom na powierzchni BMDC. Takiej
zaleznosci w odniesieniu do CD80 nie wykazano (Ryc.10B dolny panel). Podobnie,
niewlasciwie zostalty podsumowane wyniki oceny ekspresji markera CD107a na powierzchni
subpopulacji CD4+ i CDS8+ $ledzionowych limfocytow T po ich aktywacji przez
transdukowane i stymulowane lizatami komoérek nowotworowych BMDC (BMDC/shIL-
10/TAg). W podsumowaniu tym Doktorantka konkluduje, iz ,limfocyty T CD4+ i CD8+
stymulowane za pomocg BMDC/shIL-10/TAg wykazywaty wieksza zdolnos$¢ do wydzielania
ziaren cytolitycznych niz limfocyty hodowane w obecnosci BMDC/TAg lub
BMDC/shN/TAg”, cho¢ dane przedstawione na Ryc.12B jednoznacznie wskazuja, iz taka
zalezno$¢ wystepuje tylko w odniesieniu do limfocytow CD4+. Tak wiec, wydaje sig, iz
zahamowanie produkcji IL-10 w BMDC nie mialo istotnego wptywu na zdolnos¢ limfocytéow
T CD8+ do wydzielania ziaren cytolitycznych wobec komérek nowotworowych, a
obserwowana cytotoksyczno$é jest w glownej mierze wynikiem aktywnosci limfocytow T
CD4+.

Kolejny podrozdziat dotyczy wpltywu zahamowania produkcji IL-10 na réznicowanie
komoérek szpiku kostnego myszy w kierunku populacji MDSC oraz ich aktywnos¢ w
warunkach in vitro. Na Ryc.13 Autorka przedstawila charakterystyke fenotypowa badanych
populacji, analizujac ekspresje czgsteczek MHC klasy 11, CD86, F4/80 i PD-L1. W analizie
tej trudno jednak zinterpretowaé przedstawione wyniki, gdyz na wykresach pokazujacych
natozone histogramy intensywnosci fluorescencji badanych markeréw (,overlays”), na
populacjach DC, M-MDSC i PMN-MDSC nie uwzgledniono kontroli negatywnych,
wzgledem ktérych nalezaloby oszacowaé poziom ekspresji tych antygenéw. Ponadto,
dysproporcje w liczbie komoérek poszczegdlnych populacji (bardzo zréznicowana wysokosé
histogramow) dodatkowo utrudniajg obiektywna oceng tych danych. Na tym etapie, istotnym
byloby rowniez sprawdzenie, ktéra populacja MDSC ma obnizong/zahamowang produkcje
IL-10 w najwiekszym stopniu, bowiem w dalszych czesciach tego rozdzialu Doktorantka
porownuje funkcje subpopulacji MDSC, mogacych jednak po transdukeji, réznic sie
poziomem produkcji IL-10 w znaczacy sposob. Analizujac ,,wpltyw wyciszenia ekspresji IL-
10 na poziom zrdéznicowania MDSC” zastanawia mnie wysoki, w poréwnaniu z innymi
populacjami, si¢gajacy prawie 20%, odsetek komoérek CDllc dodatnich dla EGFP
(okreslajacego wydajno$é transdukcji), a stanowigcych grupe kontrolng bez obecnosci
wektoréw lentiwirusowych (Ryc.14B). Tak wysoki poziom $wiecenia tla tej populacji
wymaga skomentowania.

Interpretacja wynikéw kolejnego podrozdziatu, pt. ,,Ocena aktywnosci supresorowej
MDSC z wyciszong ekspresja IL-10 wobec limfocytow T” pozostawia wiele do zyczenia. Po
pierwsze, przy ocenie proliferacji splenocytow w obecnosci M-MDSC 1 PMN-MDSC
transdukowanych wektorem blokujagcym ekspresje IL-10 (Ryc.15), pomimo stwierdzenia
braku statystycznie istotnych roéznic pomiedzy grupami, Doktorantka w podsumowaniu tego
etapu badan ponownie dokonuje nadinterpretacji, kategorycznie stwierdzajac, iz ,,M-MDSC z
wyciszong ekspresja IL-10 wykazywaly zwigkszong aktywno$¢ supresorowg wobec
splenocytow, co skutkowato zahamowaniem proliferacji limfocytow CD4+ 1 CD8+” oraz
~PMN-MDSC pod wplywem wyciszenia IL-10 utracity aktywnos$¢ supresyjng” (str.81).
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Réwniez kolejne stwierdzenie Doktorantki: ,,w nadsgczach znad hodowli splenocytow z
komoérkami PMN-MDSC/shIL-10 stezenie IFN-y bylo wyzsze niz w przypadku pozostatych
hodowli”, nie znajduje potwierdzenia w przedstawionych wynikach. Nie jest tez jasne na
jakiej zasadzie, zdaniem Autorki ,,obecnos¢ tej cytokiny w srodowisku wydaje si¢ by¢é wazna
dla indukcji aktywnosci supresorowej PMN-MDSC”.

Kolejna czgs¢ wynikéw dotyczy badan prowadzonych na modelu zwierzecym i
bezposrednio odnosi si¢ do tytulu rozprawy. Te¢ cze$¢ Doktorantka rozpoczyna od
»Okreslenia aktywnos$ei komorek ukladu odpornosciowego po doguzowym podaniu
wektorow wyciszajacych ekspresje 1L-10” i przedstawia wydajnos¢ transdukeji roéznych
populacji leukocytéw naciekajacych guz inm vivo, mierzong $rednig intensywnoscia
fluorescencji biatka EGFP (Ryc.17 C-F). W tym kontekscie nie mozna jednak moéwié o
»wydajnosci wyciszenia IL-10”, nie wiadomo bowiem w jakim stopniu badane populacje
leukocytow miaty obnizong produkcj¢ IL-10 po transdukcji in vivo (pomiar produkcji IL-10
przez komorki guza — Ryc.17 G-H, nie daje odpowiedzi na to pytanie). Choé komplementarne
dane pokazujgce udzial procentowy wybranych populacji leukocytéw w obrebie guza (TAM,
DC, M-MDSC, PMN-MDSC) przedstawiono nieco dalej (Ryc.19), w dalszym ciggu nie
wiadomo jednak jaki byl wsrod nich odsetek komérek transdukowanych (EGFP+), jaki byl
stopien efektywnego wyhamowania w nich produkcji IL-10 po zabiegu doguzowego podania
wektorow lentiwirusowych i jak dlugo efekt ten si¢ utrzymywat. Bez tych informacji trudno
wnioskowaé o mechanizmach lezgcych u podstaw stosowanej immunoterapii.

W tej czesci badan ciekawych danych dostarczyta analiza samego sktadu odsetkowego
leukocytow naciekajacych guzy po podaniach wektoréw lentiwirusowych. Szczegdlnie
istotny jest tu spadek zawartosci TAM w obrebie guza, obserwowany jednak niezaleznie od
rodzaju uzytego wektora. Podobnie, niezalezny od specyficznoéci uzytego shRNA byt spadek
ekspresji czasteczek MHC klasy II na DC i M-MDSC po doguzowym podaniu wektorow (w
przypadku tych drugich, obserwowany tylko w krotkim schemacie terapii, a nie jak
interpretuje Doktorantka rowniez w dtuzszym). Dane te pozostajg jednak w sprzecznosci z
wynikami uzyskanymi w warunkach in vitro, gdzie po transdukcji wektorami
lentiwirusowymi obserwowano wyrazny wzrost ekspresji MHC klasy II na DC i takaz
tendencj¢ na M-MDSC. Potencjalne przyczyny takiej rozbieznosci powinny zostaé
przedyskutowane.

Dalej Doktorantka analizuje aktywnos¢ komérek mieloidalnych izolowanych z guza,
oceniajac ich zdolnos$¢ do hamowania proliferacji limfocytow T CD4+ i CD8+, zdolnos$¢ do
wlasnych podziatéw komoérkowych oraz produkcji reaktywnych form tlenu in vitro. We
wszystkich populacjach leukocytdw oznaczano rowniez poziom ekspresji czynnika
transkrypcyjnego IRFS8, charakterystycznego dla komodrek réznicujacych si¢ w kierunku
makrofagdw, a dojrzate makrofagi F4/80, charakteryzowano pod wzgledem typu polaryzacji
w oparciu o ekspresje antygenu CD206. W tym przypadku wyjasnienia wymaga, dlaczego we
wezesniejszych badaniach oceniajacych wplyw transdukcji komoérek mieloidalnych
wektorami lentiwirusowymi na ich réznicowanie in vitro, analizujac réznicowanie w kierunku
makrofagdw Doktorantka oceniala ekspresje markera F4/80 (Ryc.14), a nie czynnika IRFS.
Wyjasnienie tego aspektu jest istotne dla spéjnosci prowadzonych badan. W odniesieniu do
oceny aktywnosci supresorowej komodrek meloidalnych izolowanych z guzéw po
doguzowych cyklach podan wektorow lentiwirusowych, zastanawia mnie brak istotnosci
statystycznej pomiedzy grupami badanymi a kontrolg na wykresach przedstawiajgcych wplyw
kom. mieloidalnych na proliferacj¢ limfocytéw T CD8+ oraz uwalnianie IFN-y, w krétkim
schemacie terapii (Ryc.21 B-C), podczas gdy zgrubna analiza wizualna wskazywalaby na
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wystgpowanie takiej zaleznosci, zwlaszcza w kontekécie analogicznych wynikow
prezentowanych dla dtuzszego schematu terapii (Ryc.21 F-G). W rozwianiu tych watpliwosci
znowu bardzo pomocna bytaby informacja o liczbie powtdrzen (n) poszczegdlnych oznaczen.
Kolejno, Doktorantka oceniala skfad ilo$ciowy subpopulacji komorek limfoidalnych w
guzach, wartowniczych wezlach chfonnych oraz $ledzionach zwierzat, biorac pod uwage
rowniez zdolnos¢ tych komoérek do produkeji IL-10 i IFNy (wezly chlonne i $ledziona) oraz
aktywnos¢ cytotoksyczng wzglgdem syngenicznych komérek raka jelita grubego in vitro po
restymulacji ($ledziona). I tu, zmiany w odsetku limfocytow T reg w nacieku guza
(obserwowane przy przedluzonym schemacie podawania wektor6w), wzrost poziomu
limfocytow T efektorowych oraz zmiany w produkcji IFNy w zaleznosci od cyklu podawania,
czy wzrost aktywnosci cytotoksycznej splenocytow wzgledem komoérek nowotworowych oraz
obserwowang tendencj¢ w kierunku polaryzacji makrofagéw o typie M1 (w guzie), byly
zwigzane z samym podawaniem wektoréw, a nie bezposrednio z zahamowaniem produkcji
IL-10. Swiadezy to o aktywacji ukladu odpornosciowego po lokalnym podaniu wektordw
lentiwirusowych, a wyraznie zaznaczony spadek wartosci stosunku produkeji IFNy/IL-10 w
wezlach chlonnych i $ledzionie wystepujacy przy przedtuzonym schemacie podan wektoréw
moze by¢ wynikiem ,,wyczerpania” limfocytow T na skutek dlugotrwalej ekspozycji na
antygeny wirusowe. Szkoda, iz w analogicznych schematach, Doktorantka nie pokusifa si¢ o
analize produkeji IFNy i IL-10 przez limfocyty izolowane z guzéw nowotworowych. Do pelni
obrazu skladu populacji limfoidalnych, zwlaszcza w weztach chlonnych i sledzionie, brakuje
mi réwniez wynikéw oceny poziomu limfocytéw B, mimo, ze barwienia w kierunku komérek
CD19+ byly wykonywane. Dyskusyjny jest tez sposéb identyfikacji komérek NKT, ze
wzgledu na fakt, iz limfocyty T CD8+ moga roéwniez wykazywaé ekspresje antygenu DX5
(CD49b), zwilaszcza w odpowiedzi na stymulacje antygenami wirusowymi. Wlasciwa
identyfikacja komodrek NKT powinna opiera¢ si¢ na ich znakowaniu multimerami (np.
pentamerami) CD1d swoistymi dla ceramidu a-GalCer.

Kolejny podrozdzial opisuje badania analogicznych aspektow, ale po wzbogaceniu na
samym wstgpie stosowanych wczesniej schematoéw terapii, o jednokrotne dootrzewnowe
podanie cyklofosfamidu. W poréwnaniu z poprzednim protokotem, podanie cyklofosfamidu
pozytywnie wplynelo na szereg badanych parametréw, m.in. pozwolito na wyrazne obnizenie
stezenia produkowanej przez komodrki guza IL-10 w grupie zwierzat otrzymujacych
doguzowo wektor hamujgcy produkcje I1L-10 w przedtuzonym schemacie terapii.
Zastanawiajacym jest tu jednak fakt braku istotnego wplywu na produkcje IL-10 samego
cyklofosfamidu (zar6wno w krétkim, jak i przedtuzonym schemacie), o czym od dawna
donosza liczne publikacje z tego tematu. Przy opisie uzyskanych na tym etapie badan
wynikéw Doktorantka ponownie nie ustrzegla si¢ ich nadinterpretacji, np. w odniesieniu do
oceny odsetka TAM w grupach otrzymujacych cyklofosfamid lub cyklofosfamid i wektory
lentiwirusowe (Ryc.29A), piszac iz ,,W doswiadczeniu przeprowadzonym wg krotkiego
schematu podan wektorow, w grupach, ktore otrzymaty CY lub CY i LV odnotowano
znaczne obnizenie odsetka TAM w odniesieniu do grupy kontrolnej” (str.98), podczas gdy w
rzeczywistosci byt to raczej trend, bez istotno$ci statystycznej. Niezrozumiata jest tez
interpretacja wynikéw z pomiaréw aktywnosci supresyjnej komodrek mieloidalnych
izolowanych z guzéw (Ryc.30) — ,,Zdolnos¢ komorek mieloidalnych izolowanych z guzéw
MC38 do hamowania proliferacji limfocytow T CD4+ i T CD8+ ulegla obnizeniu po
zastosowaniu CY w kombinacji z wektorami LV, co byto obserwowane zaréwno 6-go, jak i
10-go dnia po rozpoczeciu podan”. Tymezasem, w odniesieniu do krétkiego schematu terapii,
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nawet w zgrubnej ocenie wizualnej tych wynikéw, trudno bytoby doszukaé si¢ pomiedzy nimi
r6znic, a w przypadku dhuzszego schematu, opisywane zmiany dotyczyly tylko limfocytow
CD8+.

W grupie wynikéw z tego podrozdziatu dotyczgcych badania sktadu i aktywnosci
komorek limfoidalnych w guzach, interesujgca jest obserwacja wzrostu odsetka limfocytow T
CD8+ i komoérek NK w obrebie guza po podaniach wektorow lentiwirusowych i
cyklofosfamidu w schemacie przediuzonej terapii. Potwierdza ona, iz obserwowany efekt jest
zwigzany z immunogennym dzialaniem samych wektoréw, spotegowanym dziataniem
cyklofosfamidu. Wsréd tych wynikéw, zastanawiajacy jest natomiast brak wplywu samego
cyklofosfamidu na poziom limfocytéw T reg, o ktérym Doktorantka szeroko pisata we
Wstepie rozprawy. Z kolei, w odréznieniu od wynikédw analogicznych do$wiadczen
przeprowadzonych bez uzycia cyklofosfamidu, dodatek tego cytostatyku do schematu terapii
wyraznie zwigkszyl zdolno$¢ transdukowanych wektorami lentiwirusowymi zardéwno
limfocytow T (CD4+ i CD8+), jak i komoérek NK $ledziony do wydzielania ziaren
cytolitycznych. Dodatkowo potwierdza to rolg cyklofosfamidu w nasileniu ogélnej reakcji
odpornosciowej ($ledziona) na antygeny wirusowe wektorow. W moim odczuciu, polgczenie
w jedna calo$¢ (jeden podrozdzial) opisu wynikéw eksperymentdéw bez cyklofosfamidu i z
jego wykorzystaniem, byloby bardziej logiczne i utatwitoby poréwnanie wynikéw w obu
schematach, tym bardziej, iz sama Doktorantka wyniki obu tych podrozdziatéw podsumowuje
tacznie.

Ostatnie dwa podrozdzialy przedstawiajg wyniki badan in vivo nad skutecznoscia
immunoterapii z wykorzystaniem wektoréw hamujgcych produkcje IL-10, podawanych
doguzowo oraz DC stymulowanych in vitro lizatami komoérek nowotworowych MC38, a
takze, takiej formy terapii wzbogaconej o cyklofosfamid (chemioimmunoterapia).
Doktorantka ocenia tu analogiczne parametry jak w poprzednich podrozdziatach, dodatkowo
analizujgc wplyw stosowanej terapii na wielko$¢ guzéw podskoérnych u zwierzgt. Moim
zdaniem jest to najwazniejsza czg¢$¢ rozprawy, pozwalajgca na bezposrednie powigzanie
obserwowanych zmian na poziomie komérkowym z rozwojem nowotworu. W rozdzialach
tych, zastanawiajaca jest dla mnie jednak rozbiezno$¢ wynikdéw uzyskanych dla tych samych
grup zwierzat na réznych etapach prowadzonych badan. I tak, na Ryc.36 Doktorantka
prezentuje wyniki skladu procentowego komoérek mieloidalnych naciekajacych guzy u myszy
poddanych immunoterapii z DC i wektorami leniwirusowymi, gdzie grupa kontrolna zwierzat
(ctrl) oraz grupy otrzymujace doguzowo tylko wektory lentiwirusowe (LV shN i LV shIL-10)
sg takie same, jak w przypadku do$wiadczen z uzyciem tylko wektorow lentiwirusowych,
ktorych wyniki przedstawiono na Ryc.19B. Wyniki tamte réznig sie jednak istotnie w
stosunku do tych na Ryc.36, zwlaszcza w odniesieniu do oznaczen TAM i PMN-MDSC. Ta
sama uwaga dotyczy analogicznych danych z doswiadczen bez i po wiaczeniu do terapii
cyklofosfamidu, prezentowanych odpowiednio na Ryc.29 i Ryc.43. Te wyrazne niespdjnosci
swiadczg niestety o malej powtarzalnosci prezentowanych w rozprawie obserwacji. Ponadto,
z niejasnych przyczyn, do oceny aktywnodci restymulowanych komérek $ledziony u myszy
poddanych chemioimmunoterapii, Doktorantka wprowadzita do analizy nowy parametr —
odsetek limfocytow T populacji CD4 i CD8, dodatnich dla T-bet i IFNy (Ryc.49). Ocena tego
parametru tylko dla tej wybranej czgsci badan nie ma niestety zadnego odniesienia do
wezesniejszych wynikdw 1 na tej podstawie nie mozna wnosi¢ o jego znaczeniu. W
podsumowaniach tych podrozdziatéw Doktorantka po raz kolejny dokonuje nadinterpretaciji
swoich wynikéw, stwierdzajac m.in. ,tylko w grupie CY+BMDC/Tag+LV shIL-10
potwierdzono polaryzacj¢ makrofagéw w kierunku komorek typu M1” (str.131). Komentarz
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ten odnosi si¢ zapewne do Ryc.44, na ktorej faktycznie widaé, iz dla tej grupy zwierzat
obserwowano najwyzszg $rednig stosunku M1/M2, niemniej ze wzgledu na wysokie rozrzuty
wynikéw, warto$¢ ta istotnie nie odbiegala od pozostatych grup. Podobnie Wnioski,
rekapitulujgce wyniki przedstawionych w calej rozprawie badan sformutowane sg w duzej
mierze ,,na wyrost”.

Niezaleznie od wszystkich wspomnianych powyzej mankamentow pracy, w tym
zwlaszcza dotyczacych nadinterpretacji wynikow, jako recenzent musz¢ réwniez zwrdcié
uwage na dodatkowy, moim zdaniem kluczowy aspekt. Wyselekcjonowane wyniki
przedstawionych w rozprawie badan (Ryc.9A-B, Ryc.17C i 17E, Ryc.19B i 19D, Ryc.24A,
Ryc.35A-E, Ryc.41A-F, Ryc.42A-E, Ryc.43A-D, Ryc.44, Ryc.45A-D, Ryc.46A-D, Ryc.47A-
D, Ryc.48A-F i Ryc.49A-D i 49F) zostaly juz opublikowane w prestizowym czasopismie
Journal of Experimental and Clinical Cancer Research w 2018 roku. Doktorantka nie jest
jednak autorem wiodgcym tej publikacji, a fakt uprzedniego jej wykorzystania w
postgpowaniu habilitacyjnym Promotora Doktorantki, nasuwa powazne watpliwosci co do
oryginalno$ci przedstawionych w rozprawie wynikow i mozliwosci ich wykorzystania w
kolejnym postgpowaniu awansowym.

Bioragc powyzsze pod uwage, moja koncowa ocena rozprawy doktorskiej mgr inz.
Natalii Anger-Gory nie moze by¢ pozytywna.
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