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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Bozeny Scirki pt. Zréznicowanie repertuaru
receptorow antygenowych limfocytéw T (TCR) w przebiegu eksperymentalnej
immunoterapii czerniaka B16 przeciwciatem anty-GITR

Czerniak skory nalezy do najbardziej agresywnych nowotworow ztosliwych  cztowieka.
W poczatkowych fazach rozwoju choroby jedyng stosowang metoda leczenia jest radykalne usuniecie
zmiany z szerokim marginesem chirurgicznym skory niezmienionej. W przypadku rozsiewu choroby,
standardowe metody leczenia, takie jak chemioterapia i radioterapia sq zazwyczaj czeScig leczenia
paliatywnego, ktére ogniskuje sie glownie na wydiuzeniu czasu przezycia przy zachowaniu
odpowiedniej jakosci zycia pacjentow. Olbrzymie nadzieje dla pacjentow z rozsianym czerniakiem
pokladane sg w immunoterapii, ktorej dotychczasowe osiggnigcia zrewolucjonizowaly wspdtczesng
terapig tego nowotworu, istotnie poprawiajac wyniki leczenia (m. in. inhibitory osi PD1/PD-L1). Bazujac
m.in. na stymulacji badz blokadzie czasteczek powierzchniowych stanowigcych punkty kontrolne uktadu
odpornosciowego indukujg ilub wzmacniajg one odpowiedz immunologiczna, ktora niszczy komérki
nowotworowe. Do takich czasteczek nalezy receptor GITR (glucocorticoid-induced TNFR-related
protein, CD357), ktory jest transbtonowym biatkiem nalezacym do rodziny TNF. Badania in vitro i in vivo
wskazujg, ze jednoczesna stymulacja czasteczek GITR i receptorow dla antygenu (TCR) powoduje
zahamowanie supresorowej funkcji limfocytow T regulatorowych i wptywa na aktywacje limfocytow
efektorowych. W przedstawionej mi do oceny rozprawie Doktorantka badata efekt przeciwnowotworowy
podania przeciwciata DTA-1 (anty-GITR) w mysim modelu czerniaka.

Podjeta przez Doktorantke tematyka jest wysoce uzasadniona i znakomicie plasuje sie
we wspofczesnych nurtach badawczych dotyczacych czerniaka.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Bozeny Scirki jest niezwykle
ciekawym studium eksperymentalno-immunologicznym, w ktérym podjeto probe wyjasnienia
wptywu przeciwciata anty-GITR na zmiany repertuaru receptoréw antygenowych limfocytow T w
obrebie guza oraz w regionalnych i obwodowych weztach chtonnych.
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Rozprawa doktorska mgr inz. Bozeny Scirki jest poprawnie skonstruowana i ma prawidiowy
ukiad rozdziatow. Calo$c tekstu liczy 136 stron. Tabele sq prawidlowo zlokalizowane w tekécie i
czytelne, a ryciny i zdjecia doskonalej jakosci. Standardowe czeéci pracy (streszczenie w jezyku
polskim i angielskim, cele pracy, materiat i metody, wyniki oraz dyskusja i wnioski) sg prawidiowo
przygotowane. Uzyskano zgode Komisji Bioetycznej na przeprowadzenie eksperymentéw  z
wykorzystaniem zwierzat laboratoryjnych.

Wstep jest rzeczowy i syntetyczny. Autorka w sposob kompetentny omawia najistotniejsze
zagadnienia szeroko pojetej immunologii ogolnej i immunoonkologii oraz przybliza czytelnikowi gtowne
zatozenia i dotychczasowe wyniki badan dotyczacych réznorodnych form immunoterapii czerniaka. Ta
cz$¢ pracy $wiadczy o duzej umiejetnosci Doktorantki rzeczowego i klarownego podejscia do jakze
szerokiej i trudnej tematyki badawcze;.

Cele pracy przedstawione zostaly precyzyjnie i klarownie, a ich glowne zatozenia zawierajq sie
w konkludujacej sentencji dotyczacej oceny roznorodnoéci repertuaru receptorow antygenowych
limfocytow T (TCR) w trakcie przebiegu eksperymentalnej immunoterapii mysiego czerniaka B16 za
pomoca przeciwciata anty-GITR (DTA-1) oraz proby odpowiedzi na pytanie czy stymulacja poprzez
receptor GITR prowadzi do selektywnej ekspansji, konwersji czy zaniku populacji komorek efektorowych
i supresorowych.

Na uwage zastuguje niezwykle bogaty, detalicznie przygotowany rozdziat Materiat i Metody. co
Swiadczy o olbrzymim nakfadzie pracy Doktorantki, jaki zostat wlozony w przygotowanie powyzsze
rozprawy oraz o duzych umiejetnosciach badawczo-analitycznych mgr inz. Bozeny Scirki.

Rozdziat Wyniki jest napisany w sposob bardzo przejrzysty i czytelny. Duza ilos¢ wiadciwie
przygotowanych tabel i rycin utatwia interpretacje niezwykle bogatych i zZlozonych rezultatéw badan
sktadajacych sie na rozprawe doktorska. Catosé rozdziatu stanowi dowéd doskonale zaplanowanych i
precyzyjnie  wykonanych ~analiz opierajgcych sie w duzej czesci o unikatowe modele
immunoonkologiczne z  wykorzystaniem najnowoczesniejszych metod immunologii i biologii
molekularnej.

W rozdziale Dyskusja Doktorantka wiasciwie poréwnata wyniki swoich analiz z rezultatami
innych grup badawczych zajmujacych sie zblizonymi zagadnieniami. Wyczerpujaco, z naukowg
dojrzatoscig przeanalizowata wszystkie uzyskane wyniki, opatrujac je waznymi i wiele wnoszacymi do
akademickiej dyskusji komentarzami. Na podkreslenie zasiuguje whasciwy krytycyzm w interpretacji
uzyskanych wynikow wraz odniesieniami do elementéw eksperymentow, ktére przysporzyly najwiece;
trudnosci w ich realizacji lub nie zostaty wykonane.

We Whioskach Doktorantka podsumowujac caloéé pracy badawczej przedstawia 4 glowne
konkluzje: (1) jednokrotne podanie przeciwciata DTA-1 wptywa na zahamowanie wzrostu czerniaka w
mysim modelu badawczym oraz wzmacnia efektorowg odpowiedz limfocytow T, jednoczesnie
zaburzajac akumulacjg limfocytow regulatorowych w obrebie guza; (2) analiza repertuaru receptoréw
TCR limfocytow T CD4+ wykazata, ze dominujace klony limfocytow T efektorowych reaktywnych wobec
komarek nowotworowych posiadajg podobng czestosé zarowno u myszy leczonych, jak i nieleczonych
przeciwciatem DTA-1; (3) zaréwno obwodowy repertuar receptorow TCR limfocytow T regulatorowych,
jak i ten zwigzany z Treg w obrebie guza, przechodzg zwigzang z podaniem DTA-1 immunoedycje,
ktora charakteryzuje sie deplecjg dominujacych klonéw oraz pojawieniem sie bardziej zroznicowanych
klonéw o niskiej czestotliwosci, ktdre w znacznym stopniu wspotdzielg receptory TCR z limfocytami T
efektorowymi; (4) przeciwciato DTA-1 eliminuje aktywowane limfocyty T regulatorowe w obrebie guza,
ktére sg zaangazowane w utrzymanie tolerancji wobec komorek nowotworowych, faworyzujac przy tym
rozplem i rekrutacje obwodowych limfocytow T regulatorowych, ktére moga w przysziosci stanowié
populacje limfocytow wewnatrzguzowych, ktore beda zdolne do konkurowania z limfocytami
efektorowymi o rozpoznanie tych samych antygenow nowotworowych. W mojej opinii jest to niezwykle

cenny wniosek, ktory stanowi wazny glos w dyskusji nad potencjalnymi mechanizmami opornosci na
zastosowane leczenie anty-GITR.




Nalezy uwypukli¢ fakt, ze badania oparto na unikalnym modelu myszy TCRminiFoxP3GFP,
ktorych réznorodnos¢ receptorow TCR zostata ograniczona w celu umozliwienia monitorowania
zmian w ich repertuarze na poziomie pojedynczych, funkcjonalnie odrebnych klonéw swoistych
dla antygenéw nowotworowych. Dzigki temu mozliwe bylo precyzyjne scharakteryzowanie
repertuarow receptorow TCR w obrgbie réznych subpopulacji limfocytéw zaangazowanych w
odpowiedz przeciwnowotworowa. Niezwykle wartosciowe jest takze wykorzystanie jako
nowotworu modelowego mysiej linii czerniaka B16, zmodyfikowanej genetycznie do ekspresii
neoantygenu (peptyd Ep63K).

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze w wyniku realizacji niniejszej rozprawy doktorskiej powstata
publikacia: Bozena Scirka, Edyta Szurek, Maciej Pietrzak, Grzegorz Rempala, Pawet Kisielow, Leszek
lgnatowicz, Arkadiusz Miazek. Anti-GITR Antibody Treatment Increases TCR Repertoire Diversity of
Regulatory but not Effector T Cells Engaged in the Immune Response Against B16 Melanoma. Arch
Immunol Ther Exp (Warsz). 2017,65(6):553-564.

Szczegolowa lektura rozprawy doktorskiej pozwolita wykry¢ pojedyncze niedociagniecia
jezykowe, ktore nie wplywajg na wysokg merytoryczng ocene i nie umniejszajg istotnych osiagniec
pracy:

e Str.13.,...pojawienie si¢ zmian nowotworowych w innych organach zmniejsza rokowanie...".
Bardziej poprawnie brzmi: obecno$¢ zmian przerzutowych pogarsza rokowanie.

e Str36. ,.im intensywnigjsze uwalnianie TAA przez guz, tym silniejsza korelacja z jego
uziosliwieniem..". Bardziej poprawne wydaje sie by¢ zastapienie stowa ,uzlosliwienie”
sformutowaniem: wyzszy stopien histologicznej zlo$liwosci (jesli mamy na mysli obraz
histopatologiczny nowotworu) lub bardziej agresywnym przebiegiem klinicznym/wyzszym
stopniem zaawansowania klinicznego nowotworu.

e Str49. ,..leczenie agonistycznym przeciwcialem anty-GITR indukuje odrzucenie wysoce
immunogennych guzow...”. Bardziej poprawnym z punktu widzenia nomenklatury medycznej
jest sformutowanie: niszczenie Iub catkowita eliminacja wysoce immunogennych guzéw.
,Odrzucanie” jest raczej zarezerwowane dla transplantologii klinicznej.

e Str. 52.:,...wobec antygenow nowotworowych z melanomy...”; ... hybrydome otrzymano...":
».fuzja z tymoma...". Sugeruje niestosowanie regut polskiej deklinacji wobec rzeczownikow
obcych, w szczegdlnosci tacinskich.

e Sir63.:,...tymoma...". Powinno byé: thymoma.

e Str65.:,...pomiar guza wykonywano przezyciowo...”. Powinno byé: przyzyciowo.

Z obowigzku recenzenta zmuszony jestem wskaza¢ na pojedynczg niezreczno$e i
niekonsekwencje nomenklaturowg stosowang przez Doktorantke w kontekscie weziow chtonnych,
ktorych ocena histopatologiczna ma kluczowe znaczenie dla okreslenia rokowania i wdrozenia
ewentualinego dalszego leczenia u pacjentow z czerniakiem skory. W podrozdziale dotyczacym metod
pozyskiwania limfocytow T na str.66 pojawiaja sie skroty cLN, jako odlegle wezty chtonne oraz dLN,
jako wezty chionne straznicze. Nalezy uwypuklié fakt, ze w pismiennictwie medycznym stosowane jest
pojecie wezidw chfonnych wartowniczych, a nie strazniczych. Na str.89 pojawiajg sie z kolei skroty:
PLN oraz dLN, kiore zostaly okreslone jako: obwodowe wezly chionne (pLN) oraz drenujace wezly
chionne (dLN). Rozumiem, ze powyzsze okreslenia stanowily swoiste skroty myslowe i Doktorantka
badata regionalne wezly chionne (te w poblizy guza pierwotnego) oraz obwodowe wezly chionne
(niezwigzane lokalizacyjnie z guzem pierwotnym). W kontekscie przedstawionych opisow metod
laboratoryjnych nieuzasadnione jest stosowanie terminu .wezly chonne wartownicze”, poniewaz z
Klinicznego punktu widzenia majq one $cisle okreslong definicje (ich poszukiwanie wigze sie mi.in. z
podaniem radioaktywnego znacznika i ich nastepowa lokalizacjq za pomocg gammakamery)
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PODSUMOWANIE ,

Po wnikliwej lekturze rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Bozeny Scirki oceniam ja
bardzo wysoko. Jest to samodzielne, obszerne opracowanie niezwykle ztozonego materiatu
badawczego przy uzyciu nowoczesnych metod posiadajace aspekt nowosci oraz
niekwestionowany wymiar praktyczny. Autorka dowiodfa, Ze jest w petni dojrzalym pracownikiem
naukowym, ktory potrafi nie tylko wtasciwie planowac i przeprowadzaé eksperymenty naukowe, ale co
najwazniejsze wyciaga¢ wlasciwe wnioski na podstawie rzetelnej, popartej odpowiednimi narzedziami
statystycznymi analizie uzyskanych wynikow.

Biorac pod uwage powyzsze stwierdzam, Ze oceniana rozprawa doktorska mgr inz. Bozeny
Scirki pt. ,Zréznicowanie repertuaru receptorow antygenowych limfocytéw T (TCR) w przebiegu
eksperymentalnej immunoterapii czerniaka B16 przeciwciatem anty-GITR' w petni spetnia kryteria
przypisane rozprawom na stopien naukowy doktora przez Ustawe o Stopniach Naukowych i Tytule
Naukowym 1 z peinym przekonaniem zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i
Terapii Do$wiadczalnej Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu o dopuszczenie Pani mgr inz.
Bozeny Scirki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie ze wzgledu na wybitne walory merytoryczne pracy i jej szczegolng wartosé
badawczo-kliniczng wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i i Terapii
Doswiadczalnej o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr inz. Bozeny Scirki.

Z wyrazami szacunku
dr hab. n. med. Piotr Donizy




