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Recenzja Rozprawy Doktorskiej

Mgr Aliny Drzyzgi

»Wptyw aktywacji biatka STING na polaryzacje mikrosrodowiska nowotworowego oraz
skutecznos¢ terapii przeciwnowotworowej”

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska zostata przygotowana przez mgr Aline
Drzyzge pod kierunkiem promotora - dr hab. Ryszarda Smolarczyka, w Narodowym Instytucie
Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie w Gliwicach.

Ocena uktadu, struktury podziatu tresci, kolejnosci rozdziatow i kompletnosci tez powyzszej
rozprawy doktorskiej.

Praca posiada klasyczny uktad: wstep (23 strony), metodologiczne podstawy badan (27
strony), wyniki opisane na 56 stronach, dyskusje obejmujgcg 18 stron maszynopisu oraz
zatozenia i cel pracy. Ponadto: wnioski, streszczenia w j.polskim i angielskim oraz indeks
skrétéw i bibliografie liczacg 255 pozycji. W pracy nie zamieszczono spisu tabel i rycin. Praca
liczy 169 stron oraz zawiera 19 tabel i 50 rycin. Ukfad pracy jest przejrzysty, czytelny i logiczny,
a przygotowany tekst w sposdb prawidtowy prezentuje zagadnienia zwigzane z wybrang
tematykg badawcza.

Merytoryczna ocena pracy doktorskiej

Uwagi ogdlne:

Aktualnie, immunoterapia jest jedng z najszybciej rozwijajacych sie, jak réwniez jedng
z najbardziej obiecujgcych strategii przeciwnowotworowych. Immunoterapia zaktada
wykorzystanie istniejgcych mechanizméw cytotoksycznych uktadu odpornosciowego oraz ich
aktywacje w celu eliminacji komérek nieprawidtowych. Strategia ta wymaga wprowadzenia
zmian biologicznych w obrebie mikrosrodowiska guza tak, aby komérki uktadu
odpornosciowego (m.in. cytotoksyczne limfocyty T, komorki NK, neutrofile) ulegty mobilizacji
i byly w stanie rozpoznac oraz zwalcza¢ komorki nowotworowe.

Przestankami do podjecia niniejszych badan byto poznanie mechanizméw, ktére
umozliwiajg swoistg transformacje i zmiane charakteru mikrosrodowiska nowotworowego z
immunosupresyjnego na immunomodulujgcy. Wyniki badan naukowych wskazujg, iz Sciezka
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sygnalizacyjna cGAS-STING odgrywa wazng role w rekrutacji oraz reaktywacji komorek uktadu
odpornosciowego. Gtéwnym celem badan prowadzonych w ramach niniejszej dysertacji jest
opracowanie nowej terapii antynowotworowej wykorzystujgcej aktywatory wyzej
wspomnianej  Sciezki  sygnatowej oraz pofaczenie jej z innymi terapiami
przeciwnowotworowymi, jak inhibicja procesu naczyniotworzenia w obrebie tkanki guza lub
blokowanie punktéw kontrolnych uktadu odpornosciowego.

Zgodnie z przedstawionymi celami, autorka pracy doktorskiej, mgr Alina Drzyzga,
analizuje zagadnienia dotyczace aktywacji S$ciezki sygnalizacyjnej STING oraz zmian
fenotypowych leukocytdw mikrosrodowiska nowotworowego. Wszystkie te dziatania
umocowane sg W kontekscie opracowania nowych strategii leczniczych, polegajacych na
indukcji antynowotworowych komodrek uktadu odpornosciowego. Doktorantka w swoich
badaniach wykorzystuje dwa mysie modele nowotworéw (czerniak B16-F10 i rak sutka —4T1).
Niniejsza praca doktorska jest podzielona na trzy etapy. W pierwszym Doktorantka skupita sie
na wykazaniu skutecznosci badanego agonisty biatka STING (2’3’-cGAMP) stymulujgc komorki
prawidtowe oraz nowotworowe. Na tym etapie Doktorantka ocenita metodami in vitro:
proliferacje komdrkowg, aktywacje samego biatka STING, jego fosforylacje oraz sekrecje
wybranych cytokin pod wyptywem agonisty biatka STING. Drugi etap doswiadczen (in vivo)
przeprowadzono na mysich modelach w.w. nowotwordw, gdzie badano zmiane fenotypéw
neutrofili oraz ich zdolnos¢ do infiltracji tkanki guza pod wptywem agonisty biatka STING (2’3’-
cGAMP). W trzecim etapie badan wykorzystano dodatkowo czynnik przeciwnaczyniowy
(fosforan kombretastatyny A-4 — CA4P) jako model terapii skojarzonej. Ponadto, z uwagi na
podwyzszong ekspresje PD-1 w komorkach, zastosowano takze trzeci sktadnik terapii
skojarzonej — przeciwciato anty-PD-1.

Merytorycznie i koncepcyjnie praca jest bardzo dobrze przygotowana, zastosowano
szereg nowoczesnych, komplementarnych technik i uzyskano wiele obiecujgcych wynikdw.
Dobér uzytych metod i narzedzi jest adekwatny do postawionych celéw.

Uwagi szczegotowe:

Wstep pracy w sposob logiczny wprowadza czytelnika do zagadnien bedacych
tematem niniejszej rozprawy doktorskiej oraz odpowiednio uzasadnia wybdr tematyki badan.
Wstep zostat podzielony na cztery odrebne czesci: pierwsza - opisuje mikrosrodowisko
nowotworowe, druga - role neutrofili w mikrosrodowisku nowotworowym, trzecia -
patofizjologie nowotworowych naczyn krwionos$nych oraz czwarta - zatozenia immunoterapii
nowotworéw.

Opis mikrosrodowiska nowotworowego, ktéry otwiera pierwszg cze$é wstepu,
wskazuje ztozono$¢ budowy oraz wzajemne relacje pomiedzy wieloma typami komdérek
tworzgcych nisze, w ktdrej rozwija sie guz. Doktorantka definiuje pojecia ,zimnego oraz
,8orgcego” typu nowotworu zwracajgc uwage na typy leukocytdow, stopien infiltracji tkanki
guza oraz dostepne strategie immunomodulujgce i przeciwnaczyniowe. W czesci poswieconej
neutrofilom, Doktorantka charakteryzuje poszczegdlne podtypy komdrek zwigzanych z
mikrosrodowiskiem nowotworowym (komérki TAN, NDN, LDN oraz MDSC). Czwarta czes¢
wstepu zawiera: opis strategii immunoterapeutycznych wykorzystujgcych punkty kontrolne
uktadu odpornosciowego, opis dziatania S$ciezki sygnalizacyjnej cGAS-STING, a takze
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prezentacje dostepnych agonistow biatka STING i ich wykorzystanie w trwajgcych obecnie
badaniach klinicznych.

Wstep pracy jest bardzo dobrze napisany oraz zilustrowany wysokiej jakosci rycinami
(tgcznie 6 rycin i dwie tabele). Z obowigzku recenzenta chciatbym zwrdéci¢ uwage na drobne
btedy edytorskie i jezykowe, ktére znalazty sie w tej czesci pracy. Na przyktad: na stronie nr 20
Doktorantka opisuje hematopoetyczne komorki macierzyste (HSC) oraz ich dalsze etapy
réznicowania. Komorki HSC réznicujg sie w komérki mieloidalne i limfoidalne, a nie w komorki
mieloidalne i granulocytarne, jak napisano w pracy; by¢ moze jest to wynik zastosowania
pewnego skrotu myslowego.

Ponadto, wydaje sie niepotrzebne i zbedne, czeste stosowanie angielskich
odpowiednikéw nazw komodrek, czasteczek lub mechanizmdéw, np. siateczka
srodplazmatyczna (ang. endoplasmic reticulum), szczepionki przeciwnowotworowe (ang.
cancer vaccines), itd. Zwtaszcza kiedy powtérzone sg one wielokrotnie; np. ,ROS — ang.
reactive oxygen species”, “NE - ang. neutrophil elastase”, “aktywacja — ang. priming”.
Jednakze dopiero w koncowej czesci wstepu znajdziemy rozwiniecie skrotowca STING, ktére
powinno znalez¢ sie juz w streszczeniu oraz w abstrakcie, bowiem jest to gtéwny ,bohater”
niniejszej rozprawy. W tej czesci pracy autorka niestety nie ustrzegta sie uzycia pewnego
zargonu naukowego, jak przyktadowo: ,wysoki poziom PD-1”, ,poziom wystepowania
punktow kontrolnych”, ,normalizacja naczyn krwionosnych”.

Cele pracy, jakie postawita sobie autorka, sg ambitne i klarownie sformutowane.

W rozdziale poswieconym materialom i metodom =znajdziemy doktadny opis
zastosowanych technik badawczych, szczegdétowe tabele z listami odczynnikéw, przeciwciat
oraz buforéw i roztworéw wykorzystywanych w badaniach laboratoryjnych. Ponadto, w
niniejszej rozprawie doktorskiej, w badaniach in vitro i in vivo uzyto w sumie 6 linii
komdrkowych oraz dwa szczepy myszy. Rozdziat ten napisany jest przejrzyscie, w stosunkowo
tatwy do zrozumienia sposdb, dodatkowo ilustrowany trzema rycinami przedstawiajgcymi
0golny schemat prowadzonych doswiadczen.

Zakres stosowanych technik zastuguje na duze uznanie. W badaniach, oprécz
standardowych metod badawczych (hodowle komodrkowe, Western blotting, barwienia
histologiczne), wykorzystano dwa zwierzece modele nowotworéw (do badan in vivo - model
czerniaka B16-F10 oraz raka sutka 4T1), sortowanie magnetyczne komorek, liczne analizy
cytometryczne, a takze obrazowanie in vivo z wykorzystaniem instrumentu VIS Lumina XR.

Drobna uwaga: w Rycinie 7 wkradto sie angielskie stowo ,,mice”.

Wyniki oraz Dyskusja, oceniajgc te obydwa rozdziaty tgcznie, sg poprawnie napisane i
odpowiednio prowadzg czytelnika przez meandry otrzymanych danych i mnogosé
wykorzystanych technik. Cato$é zostata zilustrowana ponad 40 schematami, zdjeciami oraz
wykresami. Nalezy zwrdci¢ uwage, iz wszystkie Ryciny sg bardzo wysokiej jakos$ci oraz
odpowiednio opisane (podpisy rycin, analiza statystyczna, metodyka) i omdéwione w tekscie.
Na uznanie zastuguje bardzo skrupulatne przedstawienie oraz interpretacja wszystkich
wynikéw analiz cytometrycznych i immunocytochemicznych oceniajgcych wystepowanie
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poszczegdblnych subpopulacji neutrofilii (rozdziaty 5 oraz 6). Rozdziaty 7 oraz 8 to prezentacja
wynikow  terapii  skojarzonych  wykorzystujgcych agoniste STING oraz zwigzek
przewnaczyniowy CA4P i przeciwciato anty-PD1 w modelach in vivo czerniaka i raka sutka. Ta
cze$¢ wynikdw doskonale pokazuje biegtos¢ Doktorantki w postugiwaniu sie szerokim
wachlarzem technik badawczych oraz duzg zdolnoscig interpretacji wieloetapowych
doswiadczen. Co wiecej, wtasnie w tej finatowej czes$ci Wynikow, w badaniach na modelach
zwierzecych, znajdziemy dowdd na uzytecznosé i skuteczno$s¢ proponowanych strategii
leczniczych.

W wyniku przeprowadzonych badan okreslono poziom cytotoksycznosci stosowanego
agonisty STING (2’3’-cGAMP) oraz ilos¢ biatka STING w poszczegdlnych liniach komérkowych.
W tym kontekscie test MTS (test aktywnosci mitochondrialnej) stuzy jako marker zywotnosci
a nie proliferacji, gdyz nigdzie nie oceniano liczby badanych komarek.

Autorka nie wyjasnia dlaczego nie przeprowadzono badan oceniajgcych aktywacje
biatka STING w komérkach linii CT26 — brak na Rycinie 11. Ponadto, stezenie 10uM agonisty
STING zmniejsza zywotnos$¢ komorek J774A.1. Czy zasadne jest uzywanie takiego stezenia w
tych komérkach?

Niejasne jest takze, w jaki sposéb w doswiadczeniach in vivo zoptymalizowano dawke
(5ug/mysz) agonisty STING?

W niniejszym rozdziale autorka niestety nie ustrzegta sie stosowania pewnego ,slangu”
naukowego, naduzywajgc sformutowan takich jak ,poziom biatka”, ,poziom cytokin”,
,medium kondycjonowane”, ,neutrofile bramkowane”, ,komérki po traktowaniu agonistg”
itd.

Niniejszg prace wienczy zwarta, 11-stronnicowa dyskusja, gdzie autorka w przystepny
sposob analizuje oraz odnosi wyniki swojej pracy do dostepnych danych literaturowych (w
sumie ponad 250 pozycji piSmiennictwa). Dyskusja w kazdej pracy o charakterze naukowym
jest czedcig najwazniejszg, weryfikujgcg rzeczywistg znajomo$é literatury przedmiotu,
kompetencje do krytycznej oceny uzyskanych wynikdw oraz poczynionych obserwacji i
prowadzenia prawidtowego wnioskowania. W recenzowanej rozprawie rozdziat ten zostat
przygotowany przez Autorke bardzo dobrze. Rezultaty przeprowadzonych analiz zostaty
prawidtowo zinterpretowane i zaprezentowane w odniesieniu do sSwiatowej literatury. Tak
przygotowana dyskusja Swiadczy o odpowiedniej wiedzy merytorycznej Doktorantki, wysokiej
Swiadomosci zwigzanej z wartoscig naukowa przeprowadzonych badan i ewentualnym
znaczeniu aplikacyjnym uzyskiwanych rezultatdw oraz odpowiednim przygotowaniu w
zakresie zaplanowania i wykonania tych bardzo wartosciowych eksperymentéw.

Przytoczone w czesci konczacej rozprawe wnioski sg bardzo konkretne i jasno
sformutowane, co niewatpliwie nalezy uznaé za duzy walor recenzowanej rozprawy, dajgcy
bezposredni obraz uzyskanych rezultatéw i rdwnoczesnie utatwiajgcy odbiorcy zrozumienie
najwazniejszych aspektéw zrealizowanych badan.
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Whiosek

Podsumowujac powyzszg cze$¢ mojej oceny stwierdzam, ze pod wzgledem wartosci
merytorycznych niniejsza rozprawa doktorska prezentuje bardzo wysoki poziom.
Przedstawiono w niej bogaty pod wzgledem rozmachu metodycznego, kompletny, bardzo
precyzyjnie zaplanowany i rzetelnie wykonany eksperyment naukowy. Potwierdza
samodzielnos¢, sprawnos$¢ warsztatowg i pracowitos¢ Doktorantki. Przeprowadzone
badania pozwolity na scharakteryzowanie nowej metody, ktéra w przysztosci i po
odpowiedniej weryfikacji moze znalez¢ zastosowanie w praktyce medycznej. W mojej opinii
szczegodlnie istotnym jest, Zze dzieki swojej pracy Doktorantka dotozyta cegietke do
niezwykle waznej gatezi wspoétczesnej medycyny, jaka jest immunoterapia nowotworowa.

W mojej ocenie mgr Alina Drzyzga podjeta bardzo ciekawy i wazny temat, zrealizowata
postawione sobie cele badawcze, a opanowany warsztat metodyczny Swiadczy o bogatej
wiedzy oraz dojrzatosci naukowej. Przedstawiona mi do oceny praca spetnia wszystkie kryteria
stawiane rozprawom doktorskim przewidywane w ,,Prawie o szkolnictwie wyzszym i nauce” —
Art. 187. ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.

Wszystkie wymienione wczesniej usterki, czy braki nie umniejszajg wartosci
merytorycznej wzmiankowanej rozprawy, ktdrej ocena w mojej opinii pozostaje bardzo
wysoka, co pozwala na postawienie wniosku do Wysokiej Rady o dopuszczenie Pani Aliny
Drzyzgi do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Dodatkowo stawiam wniosek o
wyroznienie przedtozonej do recenzji rozprawy doktorskiej. Wnioskiem tym chciatbym
podkresli¢ wysoki poziom, jakos$¢ i zakres prowadzonych badan oraz range rozwigzywanego
problemu badawczego.

Z powazaniem
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Prof. dr hab n.med. Maciej Tarnowski

Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie
Wydziat Nauk o Zdrowiu

Zaktad Fizjologii w Naukach o Zdrowiu

Ul Zotnierska 54

70-111 Szczecin
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