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Rozprawy doktorskiej mgr inz. Bozeny Scirka pt.: ,,Zréznicowanie repertuaru
receptoréw antygenowych limfocytéow T (TCR) w przebiegu eksperymentalnej

immunoterapii mysiego czerniaka B16 przeciwciatem anty-GTR”

W ostatnich latach immunologia i immunoterapia nowotworéw znalazty sie w
centrum zainteresowania badaczy na catym $wiecie. Doprowadzit do tego gwattowny
rozwdj technik biologii molekularnej w tym programéw sekwencjonowania ludzkiego
genomu czy genomu nowotwordw tzw. (The Cancer Genom Aflas Project) oraz
metod analiz funkcjonalnych poszczegdlinych elementéw uktadu odpornosciowego.
Juz blisko 150 lat temu amerykanski lekarz William Coley, nazywany pdzniej ojcem
immunoterapii, zaobserwowat iz u chorych na réze cofajg sie réznego typu guzy
nowotworowe. Idgc tym Ssladem wykonat izolaty ze zmian zapalnych i wstrzykiwat je
bezposrednio do guzéw u chorych w tym czerniaka. Okazato sie, ze guzy te znikaja.
Z czasem uzyskat bakterie ze zmian zapalnych i powstata tzw. ,toksyna Coleya”,
ktorg stosowano do 1953 r. Dr Coley podat swojg szczepionke okoto 1000 chorych, a
szczego6towe retrospektywne analizy wykazaty obiektywne odpowiedzi kliniczne co
najmniej u 500 z nich. Wraz z rozwojem chemio- i radioterapii zapomniano o tzw.
,8zczepionkach rakowych Coleya”. Gdy mozliwosci powyzszych terapii osiggnety
plato nastapit nawrot do terapii biologicznych w tym szczepionek rakowych.
Prowadzono tysigce badan klinicznych réznych typoéw szczepionek, ktorych wyniki
badan przedklinicznych byty bardzo zachecajace. Niestety w wigkszosci
rejestracyjnych badaniach klinicznych nie potwierdzono ich efektywnos$ci. Obecnie
dopuszczone sg do obrotu dwie szczepionki terapeutyczne, jedna na raka stercza
druga na czerniaka. Okazuje sie, ze w zasadzie wszystkie testowane szczepionki

indukowaty odpowiedz immunologiczna, jednak nie byty w stanie eliminowac



rozrastajacych sie guzoéw. Opisywano liczne przypadki odpowiedzi klinicznych
powyzszych szczepionek, jednak nie byty one wystarczajaco istotne statystycznie.

Dopiero wyniki badan ostatniego 20-lecia, ktore doprowadzity do odkrycia
punktéw kontrolnych uktadu immunologicznego zrewolucjonizowaty immunoterapie
kliniczna (Nagroda Nobla 2018; J. Allison i T. Honjo). Zaczeli$my lepiej rozumiec
interakcje miedzy nowotworem i chorym co zaowocowato zyskiem klinicznym u
pacjentow. Nadal jednak nie sg w petni poznane mechanizmy dziatania
przeciwnowotworowego poszczegdinych elementoéw uktadu obronnego oraz
mechanizmy obronne samego guza.

Tematyka rozprawy doktorskiej mgr Bozeny Scirka dotyczy wiec niezwykle
istotnych i aktualnych zagadnien zwigzanych z poznaniem mechanizmow
indukowanych przez inhibitory punktow kontrolnych uktadu immunologicznego w
modelu immunoterapii czerniaka u myszy.

Rozprawa ma uktad klasyczny, zawiera rozdzialy typowe dla tego typu
opracowan Obejmuje tgcznie 136 stron druku, 27 rycin, 15 tabel oraz 158 pozycji
piémiennictwa.

We wstepie, ktory stanowi ok. 40% dzieta, Autorka opisuje zagadnienia
zwigzane z epidemiologig i biologig czerniaka oraz molekularnymi i komérkowymi
podstawami procesow zwigzanych z patogeneza czerniaka, mechanizmami progresji
choroby oraz roli lokalnej hipoksji guza. Nawiazuje do immunoterapii czerniaka,
szczegolnie przy uzyciu niektorych typow szczepionek czerniakowych. W kolejnych
podrozdziatach Kandydatka omawia podstawowe procesy interakcji migdzy guzem i
gospodarzem, szczegolnie udziatu i roli subpopulacji limfocytow T w montowaniu i
regulacji przez komorki T regulatorowe (Treg) swoistej przeciw-nowotworowe;
odpowiedzi immunologicznej. Nastepnie szeroko i szczegétowo omawia tworzenie i
zroéznicowanie repertuaru antygenowych receptorow limfocytow T (TCR). W
nastepnych podrozdziatach Autorka powraca do immunoterapii nowotworéw
ogniskujgc sie na inhibitorach immunologicznych punktéw kontrolnych i ponownie roli
Treg w immunostymulacji przez szczepionki czerniakowe oparte na komorkach
dendrytycznych. Finalnie, Kandydatka przedstawia czytelnikowi czasteczke
wystepujaca na powierzchowni Treg - Glucocorticoid-Induced Tumor necrosis factor
Receptor (GITR), ktérej kostymulacja wraz z TCR prowadzi do zahamowania ich
funkcji supresorowej, a utatwia aktywacje, proliferacje i wytwarzanie cytokin przez

limfocyty efektorowe (Tef). W tej czesci Autorka opisuje efekty dziatania



agonistycznego przeciwciata, ktére stymuluje ekspresje GITR na Treg wraz z
perspektywami zastosowania go w immunoterapii czerniaka oraz innych
nowotworow. Niestety cytowane we wstepie publikacje pochodzg sprzed 2011 roku,
trudno sie wiec zorientowac jaki jest obecnie status zaawansowania badan nad
GITR, szczegblnie w zakresie badan klinicznych.

Cel ogoiny pracy przedstawiono poprawnie i przejrzy$cie. Cele szczegétowe
Autorka przedstawita w formie zadan badawczych.

W rozdziale Materiat i Metody Autorka opisuje warsztat badawczy. Bardzo
szczegotowo opisuje wykorzystane odczynniki, sekwencje starteréw, czy zestawow
tagéw do tworzenia bibliotek regionéw CDR3. Charakteryzuje materiat biologiczny
(linie komorkowe, przeciwciata), zwierzeta transgeniczne. Imponujgca jest ilo$¢ i
jako$¢ zastosowanych procedur badawczych, co $wiadczy o doskonatym
przygotowaniu merytorycznym kandydatki. Wykorzystano najnowoczeéniejsze
technologie biologii komérki i biologii molekularnej z sekwencjonowaniem przy uzyciu
platformy lon Torrent wigcznie. Kandydatka opisuje podstawy technologiczne
poszczegolnych technik i przebieg prowadzonych badan, co umozliwia ewentualne
wykorzystanie warsztatu przez innych badaczy. W celu analizy wynikéw opracowano
specjalistyczne programy informatyczne (DNA sec i DNA baza).o

Wyniki przedstawiono jasno w formie opisowej wzbogaconej przez bardzo
liczne ryciny i zestawienia tabularyczne. Rozdziat zawiera imponujacg ilo$¢ danych.

Dyskusja jest prowadzony poprawnie. Autorka prezentuje uzyskane wyniki na
tle dotychczasowej wiedzy. Logicznie i konsekwentnie omawia istote oraz znaczenie
przeprowadzonych badan. Przedstawia rowniez potencjat praktycznego
zastosowania agonistycznego przeciwciata GITR w immunoterapii czerniaka,
zwracajgc jednocze$nie uwage na mozliwa odpowiedz autoimmunologiczng i
zwigzane z nig zdarzenia niepozadane.

Whioski przedstawiono jasno. Niestety sformutowanie niektorych z nich brzmi
raczej jak wyniki badan, a nie wnioski z nich wyptywajgce.

Streszczenie wyglada jakby sktadato sie z jednej czesci, ktora obejmuje
wprowadzenie do badan i cel pracy. Brakuje opisu wynikow i przedstawienia
wnioskow. Jednym stowem streszczenie nie jest kompletne.

W teks$cie autorka zamiennie uzywa nazwy wezet wartowniczy i wezet

strazniczy. W polskiej nomenklaturze medycznej poprawnie jest wezet wartowniczy.



Nie wszystkie cytowane prace znajdujg sig¢ W spisie publikacji np. (Kuczma et al.
2010). Powyzsze szczegoty nie wplywajg na wartosé dyzertacji.

Przedstawiona rozprawa doktorska jest na bardzo wysokim poziomie
merytorycznym. Badania przeprowadzono na unikatowym modelu myszy
transgenicznych. Zatozenia jak i realizacja pomimo pewnych trudnosci
technologicznych (np. uzyskanie odpowiedniej do analizy liczby komoérek) sg
oryginalne i wnoszg nowe informacje zwigzane z mechanizmami regulujgcymi
odpowiedz immunologiczng indukowang przez receptor GITR.

Autorka wykazata, ze juz jednokrotne podanie agonistycznego przeciwciata
DTA-1 hamuje wzrost guzéw eksperymentalnych u myszy na drodze wzmocnienia
odpowiedzi efektorowej limfocytéw T przy jednoczesnej redukcji akumulacji Treg w
guzie. Dominujace klony Teff swoiste dla nowotworu wystepujg zarobwno u myszy
leczonych jak i nieleczonych z podobng czestoscig. DTA-1 powoduje immunoedycje
TCR Treg zaréwno obwodowych jak i w guzie polegajaca na deplecji klonéw
dominujagcych i pojawieniem sie bardziej zréznicowanych klonéw o niskiej
czestotliwosci, ktére wspotdzielg TCR z Teff. Ponadto, DTA-1 eliminuje aktywowane
Treg w guzie oraz faworyzuje proliferacje i rekrutacje obwodowych Treg (tzw. drugiej
fali), ktére pozniej naciekajg nowotwor, i konkurujg z Teff w rozpoznaniu tych
samych antygenow. Moze to utrudni¢ eliminacje guzéw.

Podsumowujgc uwazam, ze jest to rozprawa po$wiecona waznej i aktualnej
tematyce, a oryginalne wyniki w niej zaprezentowane przyblizajg nam znaczenie
zréznicowania repertuaru TCR w montowaniu przeciwnowotworowej odpowiedzi
immunologicznej. Przedstawiong rozprawe doktorskg mgr inz. Bozeny Scirka
oceniam wysoce pozytywnie. W zwigzku z powyzszym wystepuje z wnioskiem do
Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN we Wroctawiu o

dopuszczenie Pani mgr Bozeny Scirka do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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