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Zgodnie z uchwatg Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej we Wroctawiu z dnia 27 kwietnia 2020 r. o powotaniu mnie na
recenzenta rozprawy doktorskiej mgr inz. Natalii Anger-Gory, na temat ,Wplyw
redukcji stezenia interleukiny 10 w mikrosrodowisku nowotworowym na skuteczno$é
terapii z udziatem cyklofosfamidu i komorek dendrytycznych stosowanej w modelu
mysiego raka jelita grubego MC38”, mam zaszczyt przedstawi¢ nastepujaca opinie.

Immunoterapia jest uwazana za jeden z kluczowych kierunkéw nowoczesnego
leczenia nowotwordw z przetomowymi odkryciami i niezwyklym postepem w praktyce
klinicznej, ktérych jesteSmy Swiadkami w ciggu ostatnich lat. Skomplikowane i czesto
stabo poznane interakcje pomiedzy komoérkami nowotworowymi i uktadem
odporno$ciowym stojg na przeszkodzie w petnym wykorzystaniu potencjatu
odpornosciowego organizmu w skutecznym zwalczaniu nowotwordw i wymagaja
opracowania modulacji mechanizmoéw ograniczajgcych odpowiedz odpornosciows.

Celem przedstawionej rozprawy bylo poznanie roli IL-10 i skutkéw
zahamowania jej ekspresji w odpowiedzi odpornosciowej w modelu mysiego raka jelita

grubego. IL-10 byta obiektem badan z uwagi na wielokierunkowy wptyw na uklad
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odpornosciowy, w tym mechanizmy odpowiedzialne za skuteczno$¢ immunoterapii
przeciwnowotworowej, jak hamowanie dojrzewania komoérek dendrytycznych i
obnizenie skutecznosci prezentacji antygenéw limfocytom T a z drugiej strony
pobudzenie aktywaciji kombérek efektorowych i utrzymanie aktywnos$ci efektorowych
cytotoksycznych limfocytow T (CTL).

Zawartos¢ Rozprawy i Ocena Ogoélna

Przedstawiona do recenzji praca liczy 162 strony i sktada sie z 6 rozdziatow.
Podziat rozprawy jest tradycyjny na Streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
Wstep, Zatozenia i cel pracy, Materiat i metody, Wyniki, Dyskusje, Whnioski, Spis rycin
i tabel, i PiSmiennictwo. Praca zostata napisana bardzo starannie i przejrzy$cie, a jej
uktad nie budzi zastrzezen. Ze strony edytorskiej na podkreslenie zastugujg staranne

i czytelne ryciny w liczbie 49 i tabele w liczbie 9 ilustrujgce rozprawe.

Wstep

Staranny i dogtebny, a zarazem przejrzysty wstep o duzych walorach
edukacyjnych, wprowadza w zagadnienie immunoterapii nowotworow. Wstep spetnia
zadanie podsumowania niezbednej wiedzy i uzasadnia skomplikowana metodologie

zaplanowanych badan.

Cele

Cele pracy w liczbie 5, zostaly starannie dobrane i przedstawione w jasny
sposob.

Materiat i Metody

W rozdziale ,Materiat i metody” Doktorantka scharakteryzowata grupe
badawczg oraz zastosowane techniki laboratoryjne. Dla osiggniecia celéw pracy,
Doktorantka zaplanowata i wykonata in vitro serie doswiadczen dotyczgcych
skutecznosci sekwencji shRNA w wyciszeniu ekspresji IL-10, okreslenia réznicowania
i indukciji swoistej odpowiedzi odpornosciowej komérek dendrytycznych i oceny
aktywnos$ci komorek supresorowych pochodzenia mieloidalnego (MDSC) z wyciszong
ekspresja IL-10. W nastepnym etapie, Doktorantka przeprowadzita w modelu mysiego
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raka jelita grubego MC38 badania aktywnosci komoérek uktadu odporno$ciowego pod
wptywem doguzowego podania wektorow lentiwirusowych, w tym wyciszajgcych
ekspresje IL-10 oraz ocene przeciwnowotworowego efektu immunoterapii z udziatem
komorek dendrytycznych i wektoréw wyciszajacych IL-10 w czesci przypadkow z
zastosowaniem cyklofosfamidu.

Metodyka zostata opisana w spos6b doktadny i szczeg6towy, dowodzgc
znajomosci wykorzystanych technik badawczych. Na uwage zastuguje zastosowana
w pracy bardzo bogata i wielopoziomowa metodologia obejmujgca badania za pomocg
wielokolorowej cytometrii przeptywowej oraz metode ELISA z wykorzystaniem do
badan komoérek $ledzionowych i tkanki guza, w tym komoérek tworzacych jego
mikroSrodowisko, oraz eksperymentdéw na zwierzetach. Analiza statystyczna zostata

przeprowadzona z uzyciem prawidtowo dobranych metod statystycznych.

Wyniki

Wyniki badan zostaly przedstawione w sposob uporzadkowany i przejrzysty w
postaci rozdziatow przedstawiajgcych kolejne eksperymenty.

W pierwszym etapie, Doktorantka metodg eksperymentaing dobrata wektor
lentiwirusowy (LV) z sekwencja sh najskuteczniej wyciszajaca ekspresje 1L-10.

W badaniach transdukowanych za pomoca LV komérek dendrytycznych,
Doktorantka zaobserwowata, ze wyciszenie ekspresji IL-10 przeciwdziatato
powstawaniu tolerogennych komoérek dendrytycznych i promowato fenotyp BMDC
indukujacy zwiekszong aktywno$¢ cytotoksyczng splenocytéw wobec komadrek MC38.
Wyciszenie ekspresji 1L-10 powodowato przeciwstawne zmiany w aktywnosci
monocytarnych (M-MDSC) i granulocytarnych (PMN-MDSC) komérek supresorowych
pochodzenia mieloidalnego w postaci odpowiednio zwigekszenia lub zmniejszenia
aktywnosci supresorowej wobec limfocytow T.

W badaniach wptywu wektorow LV shll-10 na aktywno$¢ komoérek uktadu
odporno$ciowego, Doktorantka zaproponowata 2 schematy podawania LV, 6 i 10
dniowy, aby oceni¢ wptyw podania wektoréw na réznych etapach ksztaltowania
odpowiedzi odpornosciowej indukowanej pierwszg iniekcjg. Pordéwnanie dwoch
schematow podawania wektora lentiwirusowego w oparciu o analize poziomu

ekspresji EGFP w mikro$rodowisku nowotworu oraz stezenia IL-10 w nadsgczach
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znad hodowli komorek guzdéw potwierdzity zasadno$¢ stosowania wektorow
wyciszajgcych IL-10 w odstepach tygodniowych. Redukcja stezenia IL-10 nasilita
supresje zwiazang z aktywnos$cia komoérek mieloidalnych znajdujgcych sie w
mikro$rodowisku nowotworu ale efekt ten byt krotkotrwaly i dziesigtego dnia po
rozpoczeciu podawania wektoréw LV shiL-10 komorki mieloidalne izolowane z guzéw
nie hamowaty proliferacji limfocytéw T. Interesujacg obserwacjg, poczyniong przez
Doktorantke, byto odnotowanie nacieku limfocytéow T CD8+ w guzach traktowanych
wektorami LV shiL-10 dopiero dziesigtego dnia po rozpoczeciu podawania wektoréw,
co zostato wyttumaczone opodznieniem odpowiedzi odpornosciowej wskutek
obnizonego stopnia dojrzato$ci komorek dendrytycznych i stabszej prezentagii
antygenow w guzach traktowanych wektorami LV shil-10.

Doktorantka zaobserwowata efekt podazy wektoréw LV na aktywno$¢ komérek
uktadu odporno$ciowego, co zinterpretowata przez istnienie odpowiedzi swoistej
wobec antygendw wirusowych i mechanizméw wrodzonych angazujgcych np. uktad
TLR, ale rowniez prawidtowo dostrzegta, ze wystgpienie wczesénie sie ujawniajacej
odpowiedzi wobec LV utrudnia mozliwos¢ oceny efektu obnizenia ekspresji 1L-10.

Doktorantka zaobserwowata podwyzszong aktywno$¢ limfocytow w
wartowniczych weztach chionnych niezaleznie od rodzaju zastosowanych wektoréw,
co moze by¢ nastepstwem wywotywanej przez LV ogélnoustrojowej odpowiedzi
odporno$ciowej, przy czym za podwyzszong aktywno$¢ cytotoksyczng odpowiadaty
zgodnie z oczekiwaniami przede wszystkim komoérki NK ale rowniez zaobserwowano
CD4+ CTL. Po zastosowaniu wektoréw lentiwirusowych nie zostata pobudzona
swoista wobec komérek MC38 odpowiedz zalezna od CD8+CTL. W guzach, gdzie
stezenie IL-10 byto zredukowane, odnotowano nie tylko mniej limfocytow T CD8+, ale
takze odsetek komoérek efektorowych wsrdéd nich byt nizszy, niz po zastosowaniu
wektoréw kontrolnych, co znajduje poparcie w wiedzy, ze IL-10 jest niezbedna do
utrzymania aktywnosci CTL.

Interesujgcym  aspektem badan byta préba wzmocnienia efektu
immunoterapeutycznego przez zastosowanie cyklofosfamidu, ktéry w niskich
dawkach, powoduje selektywng eliminacje limfocytow T regulatorowych, a takze
indukujac immunogenng Smier¢ komorek nowotworowych przyczynia sie do

zwiekszenia aktywnoéci efektorowych limfocytow T oraz wspomaga powstawanie
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pamigci immunologicznej. Analizy przeprowadzone 6smego i dwunastego dnia po
podaniu cyklofosfamidu nie wykazaly obnizenia odsetka limfocytow Treg wsrdd
limfocytow T CD4+ zidentyfikowanych w guzach, co zostalo zinterpretowane jako
nastepstwo regeneracji Treg. Komorki pochodzgce z guzéw myszy otrzymujacych
cytostatyk wykazywaly zwiekszony poziom ekspresji czagsteczek MHC Il oraz CD86 w
poréwnaniu do kontroli nietraktowanej. Efekt ten zostat zinterpretowany jako zwigzany
z gromadzeniem w mikrosrodowisku nowotworu czasteczek DAMP, uwalnianych
przez komorki nowotworowe pod wplywem cyklofosfamidu i w efekcie zwiekszony
naptyw komoérek dendrytycznych, ktére po dotarciu do guza pochtaniajg uwolnione
antygeny nowotworowe, a nastepnie migrujg do wartowniczych weziow chionnych,
gdzie prezentujg je dziewiczym limfocytom T. Oryginalng obserwacja byto stwierdzenie
braku efektu podania cyklofosfamidu dla nasilenia opisywanej w literaturze aktywno$ci
supresyjnej MDSC. Analiza populacji komoérek mieloidalnych wykazata, ze
zastosowanie wektoréw LV shlL-10 skutkowato obnizeniem odsetka makrofagow
zwigzanych z nowotworem (TAM) wsréd leukocytdéw naciekajgcych guzy, co
obserwowano réwniez w doswiadczeniach przeprowadzonych wedtug krotkich
schematéw podan wektorow LV. Wséréd TAM znajdujgcych sie w $rodowisku
nowotworowym dominujg makrofagi o polaryzacji M2, ktére obnizajg aktywno§é
komoérek NK oraz efektorowych limfocytdéw Th i CTL, promujg rekrutacie MDSC i
limfocytow Treg, a takze hamujg zdoinos¢ komérek dendrytycznych do wydzielania IL-
12.

Zastosowanie w protokole immunoterapii wektoréw LV shiL-10 przyczynito sie
do zwigkszenia skutecznosci szczepionek BMDC/TAg w indukcji miejscowej i
ogdlnoustrojowej odpowiedzi przeciwnowotworowej zaleznej od aktywnoséci T CD4+,
T CD8+ i komérek NK ale bez zmian w obrebie populacji komoérek supresorowych,
takich jak M-MDSC, limfocyty Treg i makrofagi typu M2. Dopiero rozszerzenie
protokotu immunoterapii o jednokrotne podanie immunomodulujgcej dawki
cyklofosfamidu, wptyneto na znacznag redukcje M-MDSC i limfocytéw Treg oraz
polaryzacje makrofagébw w kierunku komoérek typu M1. Zmiany zachodzace w
mikrosrodowisku nowotworu pod wplywem chemioimmunoterapii z udziatem CY,

BMDC/TAg i wektorow LV shiL-10 umozliwity pobudzenie ogdlnoustrojowej
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odpowiedzi typu Th1, co dodatkowo potwierdzono oceniajac poziom ekspresiji
czynnikow transkrypcyjnych T-bet i FoxP3 w $ledzionowych limfocytach T.
Najsilniejszy efekt hamujacy limfocyty Treg i najwyzsze odsetki limfocytow T,
NK i NKT Doktorantka zaobserwowata po zastosowaniu chemioimmunoterapii z
udziatem CY, BMDC/TAg i wektoréw LV shlL-10, co jest w mojej opinii wazna

przestankg z przedstawionych badan, z potencjainymi nastepstwami praktycznymi.

Dyskusja

Dyskusja ma obiektywny i zdystansowany charakter w stosunku do uzyskanych
przez Autorke wynikow i odnosi je do wynikéw przedstawionych przez innych badaczy.
Doktorantka wykazuje sie zdolnoScig kojarzenia fakiéw i dobrg znajomosciag
pismiennictwa w postaci 187 odnosnikéw literaturowych. Walorem piémiennictwa jest

trafny dobdr wyczerpujacy stan aktualnej wiedzy i jego nowoczesnosc.

Whnioski

Whioski przedstawione w formie jednolitego akapitu wynikajg z
przeprowadzonych badan i odnoszg sie do pytan postawionych w celach pracy.
Doktorantka udowodnita, ze redukcja stezenia IL-10 w mikro$rodowisku nowotworu
przy jednoczesnej immunomodulacji za pomocg cyklofosfamidu przyczynia sie do
zwigkszenia skutecznosci szczepionkowych komoérek dendrytycznych w indukcji
swoistej odpowiedzi przeciwnowotworowej. Eksperymentalny wybor shRNA (shiL-10-
3) rowniez powinien by¢ ujety we wnioskach w odniesieniu do celu nr 1, poniewaz jest

dowodem na zréznicowang skuteczno$¢ czasteczek RNA w wyciszeniu ekspres;ji IL-
10.

Uwagi krytyczne
Ponizej przedstawiam niewielkie uwagi krytyczne, ktére nasunety mi sie podczas

lektury rozprawy.
1. W eksperymentach wykorzystywano myszy szczepu C57BL/6, ale nie podano
informacji o liczebnosci zwierzat eksperymentainych w grupach badanych. Z
ryciny 42 prawdopodobnie wynika, ze badano 4 grupy po 6 myszy. W
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przypadkach do$wiadczen wymagajacych randomizacji myszy nie opisano
sposobu jej przeprowadzenia.

2. Mean fluorescence intensity (MFI) jest parametrem podatnym na warunki
przygotowania i wczytywania probki do analizy cytofluorymetrycznej, przez co
ocena ekspresji biatka na podstawie intensywnosci fluorescencji zwigzanego
przeciwciata moze wnosi¢ niedoktadnosci. Ograniczeniem MFI w analizie
poréwnawczej jest konieczno$¢ rozktadu normalnego fluorescencji, ktéry w
pojedynczych analizach ekspresji MHC |l (ryciny na stronach 75 i 77) nie
wystapit, bo ekspresja MHC Il na komoérkach dendrytycznych CD11c+ (Ryc. 13
A/B) miata rozktad bimodalny, a z kolei na rycinie 14 C zaprezentowano
poréwnanie MFI dla MHC .

Uwagi redakcyjne

Praca napisana jest bardzo starannie, poprawnym jezykiem bez istotnych
btedéw stylistycznych i interpunkcyjnych. Dla dochowania staranno$ci obowigzkéw
recenzenta, pragne zwrociC uwage na niezrecznosci w sformutowaniach :

»1.2.1. Whasciwosci immunosupresorowe” — powinno by¢ immunosupresyjne (za
Stownikiem Jezyka Polskiego)

Str. 21 zamiast ,ztymi prognozami” — powinno by¢ ,zlym rokowaniem”

Str. 27 zamiast ,w kontek$cie” — powinno by¢ poprzez/za pomocg

Str. 54 ,zdjeto z butelek” mozna zastapi¢ przez np. ,zebrano z hodowli”; ,zdjeto z
dotkdw” — zebrano z dotkéw

Str. 72 kokulture” mozna zastgpi¢ przez ,wspéing hodowle”.

W pracy wystepujag pojedyncze btedy interpunkcyjne (np. str. 16 ,Natomiast,”).

W pracy wystepujg drobne usterki redakcyjne. Wykaz skrotow nie jest w
kolejnosci alfabetycznej (np. litera T). Numer rozdziatu na stronie 94 powinien byé
(4.4.1.3.), jak w spisie tresci.

Str. 35 — zamiast ,retrovidae” powinno by¢ ,retroviridae”
Str. 36 — skrot DIS powinien by¢ rozwiniety jako ,dimerization initiation signal, DIS” a
PPT jako “polypurine tract”

Str. 51 — zamiast “zawr6cono” powinno by¢ ,zwrécono”
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Str. 52 — zamiast ,Mecherey” powinno by¢ ,Macherey”, zamiast ,ReverAid” powinno
by¢ ,RevertAid”
Str. 53 ,Hprt” powinno by¢ zapisane jako ,HPRT1".

PODSUMOWANIE

W podsumowaniu podkresle, ze Doktorantka wykazata sie umiejetnoscig
wiasciwego sformutowania i starannego rozwigzania problemu badawczego, uzyskata
nowatorskie i warto$ciowe wyniki o znaczeniu praktycznym, przedstawita znajomo$é
aktualnego stanu wiedzy w temacie badan, i osiagneta cele dajgc dowod
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Do istotnych i oryginalnych elementéw
rozprawy zaliczam zastosowanie nowoczesnych i skomplikowanych metod
badawczych, doskonatg znajomo$¢ technik $wiadczaca o samodzielnym wykonaniu
badan oraz praktyczne znaczenie uzyskanych wynikéw. Przedstawione w niniejszej
recenzji uwagi majg charakter marginalny, nie wptywajg na mojg bardzo wysokg
0go6lng ocene przedstawionej rozprawy.

Stwierdzam, ze praca p.t. ,Wplyw redukcji stezenia interleukiny 10 w
mikroSrodowisku nowotworowym na skuteczno$¢ terapii z udzialem
cyklofosfamidu i komérek dendrytycznych stosowanej w modelu mysiego raka
jelita grubego MC38” jest oryginalnym rozwigzaniem problemu naukowego
oraz wartosciowym dokonaniem Autorki i spelnia wymagania stawiane
rozprawom doktorskim przez obowigzujaca w Polsce ustawe ,Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce”. Mam zaszczyt i przyjemno$é¢ przedstawié
whniosek o dopuszczenie pracy do publicznej obrony. Jednoczesnie, biorac pod
uwage wysoki poziom recenzowanej rozprawy oraz dorobek naukowy Autorki,
whnioskuje o wyréznienie rozprawy doktorskiej.

Specjalista pediatrli, transplantologii
klinicznej, onkologii
i hematologli dzieciece]
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