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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Agnieszki Szczygiet
Praca pt. "Ocena aktywnosci przeciwnowotworowej chemioimmunoterapii z udziatem
nanokoniugatéw metotreksatu oraz szczepionek na bazie komdrek dendrytycznych z
wyciszong ekspresjg receptora IL-10"
wykonana w Zaktadzie Onkologii Doswiadczalnej
Laboratorium Dos$wiadczalnej Terapii Przeciwnowotworowej
Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN
Promotor: dr hab. Elzbieta Pajtasz-Piasecka, prof. PAN

Przedstawiona do recenzji praca dotyka bardzo istotnego problemu medycznego, tj.
wykorzystywania szczepionek w terapii przeciwnowotworowej. Tematyke i zakres badan
ujetych w niniejszej rozprawie nalezy uznac za innowacyjng i nowatorska. W mojej opinii,
badania nad poszukiwaniem nowych sposobdéw leczenia lub zapobiegania chorobom
infekcyjnym, cywilizacyjnym czy nowotworowym sg jednymi z wazniejszych wyzwan jakie
stawia sie obecnie przed lekarzami, genetykami czy biologami molekularnymi i takiego
wiadnie wyzwania podjeta sie Doktorantka w swojej pracy doktorskiej.

Praca prowadzona byfa pod opieka Pani dr hab. E. Pajtasz-Piaseckiej, prof. PAN od
lat pracujacej wraz z zespotem nad zagadnieniami roli IL - 10 w modulowaniu odpowiedzi
odpornosciowej, a takze wykorzystaniem komoérek dendrytycznych (DC) jako narzedzi
terapeutycznych. Wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie sg kolejnym dopetnieniem
tych wieloletnich badan prowadzonych w Zaktadzie Onkologii Doswiadczalnej Laboratorium
Doswiadczalnej Terapii Przeciwnowotworowej i wnoszg nowe, wazne obserwacje. Stanowig
tez bardzo dobrg podstawe do dalszych badan w tym obszarze, a takze dajq perspektywy
zastosowan w terapii.

Celem pracy bylo okresdlenie efektu terapeutycznego oraz zmian w odpowiedzi
odpornosciowej zachodzgcych pod wptywem zastosowania skojarzonej terapii opartej na
nanokoniugacie metotreksatu i hydroksyetyloskrobi oraz komorek dendrytycznych z
wyciszong ekspresjg receptora IL-10 w mysim modelu raka jelita grubego. Cel pracy zostat
w peitni osiggniety.

Badania w przedstawionej do recenzji pracy finansowane byty przez Narodowe
Centrum Nauki w ramach projektu PRELUDIUM, ktérego tytut jest tozsamy z tematem

pracy doktorskiej. Autorka rozprawy doktorskiej jest takze pierwszg autorky pracy
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przegladowej opublikowanej w Postepach Higieny i Medycyny Doswiadczalnej oraz pracy
oryginainej opublikowanej w Oncology Reports (IF 3.906).

W rozprawie doktorskiej wyrdzniono rozdziaty w jezyku polskim: wstep, zatozenia i
cel pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusje, wnioski, suplement, pi$miennictwo, oraz
spis rycin i tabel, wykaz skrotow, streszczenie w jezyku polskim i angielskim.

Wstep jest bardzo dobrym wprowadzeniem do omowienia  wynikéw
eksperymentalnej czesci pracy. Autorka omawia rolg ukfadu odpornosciowego w progresji
choroby nowotworowej oraz role komoérek dendrytycznych w aktywowaniu odpowiedzi
przeciwnowotworowej. Istotnym dla tematyki rozprawy doktorskiej jest rozdziat, w ktorym
szczegdtowo przedstawiono komérki uktadu odpornosciowego obecne w mikrosrodowisku
nowotworu i ich role w ttumieniu odpowiedzi przeciwnowotworowej, a takze role IL-10 w
tworzeniu odpowiedzi przeciwnowotworowej oraz modulowanie tej odpowiedzi za pomoca
chemioterapeutykéw. Ogromnym atutem teoretycznej czesci pracy sg bardzo czytelne i
klarowne opisy skomplikowanych proceséw immunologicznych. Autorka we wstepie pracy
umiescita ciekawe schematy, uwaga dotyczy braku legend pod rycinami.

Pytania do tej czesci pracy:

> We wstepie Autorka pisze, iz sposrod obecnie prowadzonych prob klinicznych,
wykorzystujacych w terapii przeciwnowotworowej komérki  dendrytyczne,
zdecydowana wiekszoé¢ stanowig badania znajdujace sie w I lub II fazie badan
klinicznych. Bardzo prosze o uzupefnienie tej wiadomosci o kilka przykfaddéw
dotyczacych konkretnych przyktadéw badan klinicznych  wykorzystujacych
szczepionki na bazie DC w terapii, ze wskazaniem rezultatow klinicznych tych
badan.

» Czy Autorka moze podaé przyktady badan nad zastosowaniem metotreksatu w

badaniach nad komdrkami odpornosciowymi?

Materiaty i metody przedstawione sg skrupulatnie i czytelnie. Bardzo czytelne sa
schematy doswiadczen przygotowane w postaci rycin. Autorka rozprawy opanowata wiele
zaawansowanych technik z obszaru biologii molekularnej, immunologii i mikrobiologii.
Pytania i uwagi do tej czesci pracy:

» Metodyka przedstawiona jest bardzo szczegdétowo, jednak nie ma w catym rozdziale
odniesien do Zrédet, Czy przedstawione w pracy metody sg autorstwa Doktorantki,
czy bazujg na opublikowanych pracach zespotu lub sg ich modyfikacja?

> W plynach wykorzystywanych do hodowli komérkowych uzywane sg rozne

antybiotyki, prosze o uzasadnienie ich wyboru.
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> Do stymulacji DC uzywano lipopolisacharydu, z jakich bakterii pozyskano
endotoksyne?
> W metodyce, w ktérej wykonuje sie posiewy na podtoza zestalone bardziej

poprawnym okresleniem jest ,posiew powierzchniowy” niz ,gtadzony”.

Otrzymane wyniki oraz ich oméwienie zastugujg na wyréznienie. Oceniam je bardzo
wysoko. Doktorantka wykonata imponujaca liczbe eksperymentow. Ryciny z wykresami i
tabelami, w rozdziale wyniki, sg bardzo czytelne i pozwalaja na sprawne S$ledzenie
omawianych przez Doktorantke wynikow, a takze pozwalaja na precyzyjne wyciaganie
wnioskéw. Wyniki zasadniczo ujete sa w pie¢ podrozdziatéw. W pierwszej czgsci omowiony
zostat wplyw metotreksatu (MTX) oraz nanokoniugatu metotreksatu i hydroksyetyloskrobi
(HES-MTX) na zahamowanie proliferacji komérek linii nowotworowych, nastgpnie
omodwiono efekt przeciwnowotworowy chemioterapii. Kolejnym krokiem w badaniach byto
okreslenie efektu przeciwnowotworowego chemioimmunoterapii z udziatem MTX lub HES-
MTX oraz szczepionek komérkowych na bazie dojrzatych komdrek dendrytycznych oraz
aktywnosci komérek dendrytycznych z wyciszona ekspresja receptora dla IL-10, by finalnie
badaé efekt przeciwnowotworowy z udziatem MTX lub HES-MTX oraz szczepionek
komdrkowych na bazie dojrzatych komdrek dendrytycznych z wyciszong ekspresjq
receptora IL-10. Autorka bardzo trafnie podsumowuje kolejne czesci pracy i przechodzi do
omawiania kolejnych. Uktad jest spdjny i bardzo logiczny. Jestem pod duzym wrazeniem
jak sprawnie i czytelnie udato sie Doktorantce przedstawic tak ogromna liczbe uzyskanych
wynikéw. Bardzo dobrym rozwigzaniem, przy takiej mnogosci danych do omoéwienia, jest
takze przygotowanie podsumowan po kazdym duzym podrozdziale pracy. Wsréd wielu
cennych obserwacji, w mojej opinii, konncowy wniosek wysunigty przez Doktorantke trafnie
podsumowuje cato$¢ badan, dajac podstawy do .dalszych eksperymentow i zastosowan
terapeutycznych. Autorka wskazuje, iz biorgc pod uwage uzyskane wyniki po podaniu
nanokoniugatu doszto do wytworzenia witasciwej niszy srodowiskowej, umozliwito to rozwoj
skutecznej odpowiedzi przeciwnowotworowej zainicjowanej przez komorki dendrytyczne o
obnizonej wrazliwosci na IL-10. Autorka rozprawy okreslita takze dawke nanokoniugatu,
prowadzaca do spowolnienia wzrostu guzow oraz modulujacg odpowiedz odpornosciowa,
ktéra stwarza korzystne warunki do inicjowania odpowiedzi przeciwnowotworowej przez

podane szczepionki na bazie DC/TAg. Takze transdukcja lentiwirusowa sekwencjg shllL-
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10R_1 prowadzita do efektywnego obnizenia ekspresji receptora IL-10 w DC, a to
zmniejszato ich wrazliwo$¢ na wplyw IL-10.

Dyskusja poprowadzona jest prawidiowo i dojrzale. Prosze natomiast Doktorantke,
aby przedstawita perspektywy dalszych badan dla przedstawionych we wtasnej rozprawie
doktorskiej wynikdw. Jakie Doktorantka widzi perspektywy zastosowan klinicznych
otrzymanych wynikéw?

Podsumowujac stwierdzam, iz rozprawa doktorska pt. "Ocena aktywnosci
przeciwnowotworowej chemioimmunoterapii z udziatem nanokoniugatow metotreksatu
oraz szczepionek na bazie komdrek dendrytycznych z wyciszong ekspresjq receptora
IL-10" zostata dobrze zaplanowana i wykonana. Uzyskano w niej bardzo interesujace i
wazne naukowo wyniki. Mgr Agnieszka Szczygiet wykazata sie nie tylko
umiejetno$ciami w zakresie planowania koncepcji pracy, wykonania szeregu
eksperymentéw, ale takze trafnoscia wnioskowania i umiejetnoscia bardzo
przejrzystego prezentowania otrzymanych wynikéw. Dodatkowo Doktorantka zdobyta
finansowanie na badania, jest pierwszg Autorkg zaréwno pracy eksperymentalnej, jak
i przegladowej. Sa to niezwykle wazne osiagnigcia Doktorantki.

Biorgc pod uwage powyzsze stwierdzam, iz rozprawa doktorska mgr Agnieszki
Szczygiet spetnia warunki okreslone w art.13 ust.1 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 pdézn.zm.). Zwracam sie do Rady Naukowej Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroclawiu z prosba o dopuszczenie mgr

Agnieszki Szczygiet do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego i wyrdznienie rozprawy
doktorskiej.

prof. dr hab. Gabriela Bugla-Ptoskonska
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