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Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska podejmuje zagadnienia zwigzane z
modulacjg mikrosrodowiska nowotworu w mysim Syngenicznym modelu raka jajnika.
Zaproponowang przez Doktorantke interwencjg o potencjale terapeutycznym jest
dootrzewnowe podanie genetycznie modyfikowanego wirusa krowianki zawierajacego
gen dla czgsteczki fuzyjnej, zbudowanej z fragmentu fancucha ciezkiego mysiego
przeciwciata klasy !gG2a oraz peptydu bedacego agonistg receptora Chemokinowego
CXCR4, konkurujagcego o wigzanie jego naturalnego ligandu - chemokiny CXCL12. W
swoich badaniach Doktorantka wykorzystuje myszy dzikiego szczepu C57BL/6 oraz
transgeniczng linie myszy wyprowadzong na tle C57BL/6, ktéra w komdrkach
nabtonkowych jajowodow wykazuje niewielka ekspresje duzego antygenu T wirusa
SV40 (skrétowo bede go nazywac antygenem T). Linia ta stanowi, zgodnie ze stowami
Doktorantki, model, w ktorym rozwija sie tolerancja immunologiczna wobec tego

antygenu. W swoich badaniach Doktorantka poréwnuje tempo wzrostu in vivo komorek
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nowotworowych raka jajnika z ekspresjg antygenu T w obu szczepach myszy, bada
sktad mikrosrodowiska towarzyszgcego temu nowotworowi w jamie otrzewnej, a takze
poréwnuje  skutecznos¢ przeciwnowotworowg  dwoch rodzajow  wiruséw
Onkolitycznych iidentyfikuje r6znice w sktadzie komérek zrebu guza i nacieku komorek
uktadu odpornosciowego po zastosowaniu wspomnianych wirus6w. Wykonane
badania sg ciekawe, logiczne i wykorzystujg liczne metody badania wybranych
elementéw przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej. Na wyréznienie
zastuguje takze bardzo dobry opis uzyskanych wynikow.

Wstep obejmuje zbiér zagadnien zwigzanych z tematyka pracy, jest zwiezty,
cho¢ momentami zbyt uproszczony, co prowadzi do niefortunnych stwierdzen. Rak
jajnika nie jest wiodgca przyczyng zgonu w grupie chorych na nowotwory
ginekologiczne - jest nig rak piersi. Opis metod leczenia chorych z rakiem jajnika jest
niekompletny. Lepiej byloby skupi¢ sie wylacznie na zastosowaniu terapeutycznym
wirusow Onkolitycznych. Bewacyzumab nie hamuje VEGF-A (VEGF-A nie ma
aktywnosci enzymatycznej), lecz go wigze, uniemozliwiajgc jego interakcje z
receptorem. Pozbawienie wirusa krowianki funkcjonalnego genu dla kinazy
tymidylanowej nie sprawia, ze ten wirus staje sie selektywny wobec komoérek
nowotworowych - ta modyfikacja nie zmienia przeciez powinowactwa wirusa do jego
komorkowych receptoréw. Sprawia zas, ze tylko w komérkach, w ktérych dochodzi do
uruchomienia mechanizméw naprawy DNA, w tym w komodrkach nowotworowych
wirus ten jest aktywny. Wnika on jednak do wszystkich komorek, ktdre maja dla niego
receptor. Wedtug obowigzujgcej wiedzy komorki dendrytyczne prezentujace antygeny
(cDC1 oraz cDC2) pochodza wylgcznie ze wspblnej komorki progenitorowej
limfopoezy (CLP) nie zas z szeregu mielopoezy. Poniewaz fenotyp makrofagéw jest
ptynny, poprawne jest stwierdzenie makrofagi o fenotypie M1- lub M2-podobnym, nie
zas makrofagi typu M1 lub M2. Wobec neoantygenéw nowotworowych rozwija sie
obwodowa tolerancja - identyfikowane sag limfocyty Treg swoiste wiasnie wobec
neoantygenow.

Metody doswiadczalne wybrane przez Doktorantke sg typowe dla badanh tego
rodzaju, odpowiednio dobrane i nowoczesne. Nie mam do nich zastrzezenh. Jednak
brak hipotezy badawczej oraz jasno okreslonych celéw badan uniemozliwia mi ocene
kompletnosci wykonanych doswiadczenh. Jaki doktadnie problem naukowy postanowita

rozwigza¢ Doktorantka? Gdzie w rozprawie zostat on jasno sprecyzowany? Czy jest


http://www.wum.edtt.pl

nim walidacja skadingd bardzo ciekawego modelu mysiego raka jajnika? Czy zbadanie
dziatania przeciwnowotworowego wiruséw Onkolitycznych? Czy tez zbadanie
proceséw tolerancji antygenow nowotworowych? Bez tej kluczowej informacji nie
moge jednoznacznie oceni¢ poprawnos$ci rozwigzania przez Doktorantke problemu
naukowego.

Dobor testow statystycznych jest, niestety, niepoprawny. Brakuje informacji
o tym, czy rozklad uzyskanych danych jest normalny. Gdy w doswiadczeniu mamy
wiecej niz dwie grupy, niepoprawne jest stosowanie do poréwnah miedzy grupami
testu t Studenta. Je$li dane maja rozklad normalny, najczesciej stosowany jest
jednokierunkowy test ANOVA z odpowiednim testem typu post-hoc, umozliwiajgcym
porownanie par wybranych grup. W opisie Cytometrii przeptywowej brak informacji o
zastosowanej kompensacji oraz kontrolach znakowan poszczegdlnymi przeciwciatami
[na przyktad kontroli FMO (ang. fluorescence minus one) dla znakowan btonowych
antygendéw, ktérych ekspresja na powierzchni réznych komorek jest ciggta, a nie
dyskretna, jak chocby I-A/l-E, CD25 czy F4/80].

Niezrozumiatejest dla mnie stwierdzenie ze strony 13: ,Rozprzestrzenianie
sie antygenow powodowane wirusoterapig 0V-CXCR4-A oraz aktywacja antygenu T
SV40 mogag przeprogramowacé niewrazliwe limfocyty T CD8+ skierowane przeciwko
komdrkom nowotworowym (...)". Jak moze dojs¢ do ,aktywacji” antygenu T SV40? Jak
mozna przeprogramowac limfocyty T? Co oznacza, ze sa one niewrazliwe?

Jak mozna wytltumaczy¢ obserwacje, ze deplecja (rozumiem, ze chodzi o
usuniecie z organizmu) limfocytow T CD8+ znosi dziatanie terapeutyczne wiruséw
onkolitycznych? Czy naprawde aktywacja limfocytow T CD8+ rozpoznajacych
antygeny nowotworowe jest jedynym mechanizmem dziatania tej terapii?

Dyskusje uzyskanych wynikbw oceniam pozytywnie. Pozytywnie oceniam
takze dob6r zacytowanego piSmiennictwa naukowego.

Mimo powyzszych uwag krytycznych, ktorych wypunktowanie lezy, niestety,
w obowigzku recenzenta, stwierdzam, ze oceniana przeze mnie rozprawa doktorska
spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pézn. zm.). W zwigzku z
tym zwracam sie do Wysokiej Rady o dopuszczenie Pani mgr Anny Mistarz do
dalszych etapow postepowania doktorskiego. Jednak réwniez z obowigzku recenzenta

musze wyraznie podkresli¢, ze brak jasno postawionych celéw pracy oraz brak jasno
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sformutowanych wnioskow z niej ptyngcych znaczgco zubaza te prace i nie pozwala

na ocene kompletnosci wykonanych badan.
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