Recenzja rozprawy doktorskiej pani Aliny Drzyzgi pt. ,, Wplyw aktywacji biatka STING na
polaryzacje mikrosrodowiska nowotworowego orazg skutecznosé¢ terapii
przeciwnowotworowej” przygotowanej pod opicka dr hab. Ryszarda Smolarczyka w Centrum
Badan Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotworow im. prof. Mieczystawa
Chorazego w Narodowym Instytucie Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie, oddziat w
Gliwicach.

Przedmiotem pracy doktorskiej byta analiza wptywu aktywacji $ciezki zaleznej od biatka
STING na fenotyp neutrofili i innych komorek uktadu immunologicznego obecnych w
mikrosrodowisku guza nowotworowego. Biatko STING i1 zalezna od niego $ciezka sygnatowa
jest istotnym elementem komorkowej odpowiedzi na patogen zwigzanej z mechanizmami
Pathogen-Associated Molecular Pattern (PAMP). Sciezka ta ma wplyw na regulacje
odpowiedzi zapalnej i uktadu immunologicznego stanowigc potencjalny cel dla strategii
przeciwnowotworowych. Mozliwo$¢ zastosowania czynnikow modulujacych aktywnosé
Sciezki  zaleznej od biatka STING w kombinacji z innymi czynnikami
przeciwnowotworowymi jest obecnie przedmiotem szeregu badan klinicznych. Jednak wiedza
o mechanizmach molekularnych i komérkowych, poprzez ktére deregulacja Sciezki zaleznej
od biatka STING wplywa na fenotyp komorek obecnych w mikrosrodowisku guza
nowotworowego jest ograniczona. Temat pracy doktorskiej jest wigc nie tylko ciekawy
poznawczo, ale ma réwniez potencjalne implikacje praktyczne. Majac na wzgledzie
ztozono§¢ badanych mechanizméw optymalnym modelem eksperymentalnym jest na
obecnym etapie badan wybrany przez Kandydatke model zwierzgey, czyli myszy z
kompetentnym uktadem immunologicznym, u ktérych wprowadzono guzy nowotworowe.
Ponadto, w swojej pracy Kandydatka wykorzystata metody, ktore mozna uzna¢ za ztoty
standard badan w tym modelu do§wiadczalnym. Praca doktorska zostala wykonana w ramach
dwoch grantow badawczych finansowanych ze $§rodkow NCN: projektu OPUS
(2018/31/B/NZ5/01825) kierowanego przez opiekuna pracy oraz projektu PRELUDIUM
(2019/35/N/NZ5/02506). Uzyskanie takiego finansowania jest niezaleznym potwierdzeniem
wysokiej warto$ci naukowej hipotezy badawczej, ktéra byta testowana w badaniach objetych
projektem doktorskim Kandydatki.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma typowa strukturg. Praca liczy 169
numerowanych stron, zawiera 50 rycin i 19 tabeli, a jej bibliografia odnosi si¢ do 255
poprawnie dobranych pozycji literaturowych. Napisana w jezyku polskim rozprawa jest w
warstwie edytorskiej przygotowana poprawnie, a jej tres¢ jest czytelna i pozbawiona istotnych
btedow jezykowych. Rozprawa poprzedzona jest syntetycznym streszczeniem w jezyku
polskim i angielskim.

Czes¢ ,,Wstep Teoretyczny” (Rozdziat IV) stanowi wprowadzenie do zagadnien bedacych
przedmiotem rozprawy i sktada si¢ z czterech podrozdziatow, ktore w przejrzysty (m.in.
dzigki dobrze przygotowanym rycinom) i uporzadkowany sposoéb wprowadzaja czytelnika w
temat pracy. W tej czgsci Kandydatka m.in. omawia funkcje neutrofili w mikrosrodowisku
guza nowotworowego, struktur¢ nowotworowych naczyn krwiono$nych oraz rolg biatka



STING w terapii przeciwnowotworowej. Informacje przedstawione we Wstepie teoretycznym
stwarzaja racjonalne przestanki do podjecia badan i pozwalajg zdefiniowa¢ Cele pracy
przedstawione w rozdziale V.

Uwagi: Nie mam uwag krytycznych do tej czgsci pracy.

Czes¢ eksperymentalna pracy sktada sie z pigciu rozdziatow: Materialy 1 Metody (VI),
Wyniki (VII), Dyskusja (V111), Wnioski (IX) oraz Bibliografia (X).

W cze$ci Materialy i Metody Kandydatka oméwita wykorzystany mysi model badawczy,
roztwory i  odczynniki  stosowane w  oznaczeniach  histochemicznych i
immunofluorescencyjnych oraz procedury hodowli komorek, analizy Western blot, oznaczen
cytometrycznych i oznaczen immunohistochemicznych, a takze testy stosowane w analizach
statystycznych. Metodyka pracy jest dobrana adekwatnie do postawionych celow
badawczych. Poziom szczegdtowosci opisow jest w wigkszosci przypadkéw wystarczajacy do
powtdrzenia doswiadczen przez innego badacza.

Uwagi:

1. Listy zastosowanych przeciwciatl zawarte w Tabeli 6 i Tabeli 9 nie zawieraja numerow
katalogowych i orientacyjnych rozcienczen, co utrudnia ew. powtorzenie do$wiadczen.
Natomiast brak skrotow wykorzystanych poézniej w Tabelach 17 1 18 zmniejsza
czytelno$¢ danych.

2. W opisie linii komodrkowych (podrozdzial 3.1) brak odpowiednich numerow
identyfikujacych dang lini¢ w repozytorium ATCC.

3. W opisie procedur analitycznych brak informacji w jaki sposob uzyskano stabilng
temperature 21°C (wszystkie barwienia immunohistochemiczne).

4. W sekcji 3.4.4. brak informacji w jaki sposob wykrywano monoklonalne mysie
przeciwciato pierwszorzedowe anty-HSC70 (Tabela 11).

W czgsci Wyniki Kandydatka przedstawita wyniki analizy wptywu 2°3’-cGAMP (agonista
biatka STING) na wybrane linie komorkowe in vitro (sekcja 1), aktywacje i naptyw neutrofili
do guza in vivo (sekcje 2 i 3), oraz struktur¢ morfologiczng guzow 4T1 (model raka gruczotu
sutkowego) i1 B16-F10 (model czerniaka) (sekcja 4). Gtowng cze$¢ rozdziatu stanowig jednak
wyniki analizy wptywu 2°3’-cGAMP na fenotyp neutrofili zwigzanych z nowotworem
(TANSs) (sekcje 5 i 6) oraz efekty terapii skojarzonej wykorzystujacej agoniste STING (2°3’-
cGAMP) i zwigzek przeciwnaczyniowy (CA4P) (sekcja 7) oraz terapii skojarzonej cGAMP +
CA4P + anty-PD-1 (sekcja 8). Wyniki sg przedstawione na czytelnych i poprawnie opisanych
rycinach 1 wykresach. Istotno$¢ réznic migdzy poréwnywanymi grupami jest oceniona za
pomoca poprawnie dobranych testow statystycznych. W wiekszosci przypadkoéw interpretacja
otrzymanych rezultatow jest oparta na dobrze udokumentowanych danych.

Uwagi:



5. Niepoprawne jest okreSlenie analizy z zastosowaniem testu MTS jako analizy
,proliferacji” a nie ,,zywotno$ci” komoérek (w dalszej czeSci pracy biad ten zostat
wyeliminowany).

6. W sekcji 2 brak przekonujgcego doswiadczenia kontrolnego wskazujacego, ze
zwiekszona chemiluminescencja luminolu (Ryciny 16 i 17) jest efektem wylacznie
aktywno$ci neutrofili. Brak tu rowniez proby analizy ilosciowej obserwowanego
zjawiska. Byloby to tym bardziej istotne, ze mimo podobnego efektu cGAMP na
chemiluminescencj¢ w guzach 4T1 i B16-F10 istotnie inny byt wptyw ¢cGAMP na
migracje neutrofili do guza w obu tych modelach (nie jest to rowniez oméwione w

dyskusji pracy).

7. W opisie Rycin 18/19 1 Ryciny 21 podobnie podano ,,Neutrofile bramkowano z populacji
komorek zywych 7ADCD11b*Ly6G*™. Czy Recenzent poprawnie domysla sig, ze
,»odsetek neutrofili” podany na Rycinach 18/19 to odsetek wszystkich komorek
widocznych w analizie cytometrycznej, natomiast ,,odsetek neutrofili ICAM-1*" podany
na Rycinie 21 to odsetek komoérek uznanych za neutrofile?

8. W czesci opisow doswiadczen, w ktorych analizowano zmian¢ odsetka neutrofili o
danym fenotypie wskazywano na roznice wzgledng (krotno$¢ zmiany, np. sekcja 5.1 1
5.2), a w cze$ci roznice bezwzgledng (o x%, np. sekcja 5.3 1 5.4). Moze by¢ to mylace
poniewaz (przyktad z sekcji 5.4, str. 88) roznica 0 3% to w tym przypadku roznica 4-
krotna. Czy zréznicowanie tego opisu miato uzasadnienie?

9. Jak Kandydatka uzasadnia stwierdzenie, ze zastosowanie terapii skojarzonej CGAMP +
CAA4P ,,wykazywato synergiczny efekt terapeutyczny” a nie np. efekt addytywny (sekcja
7.1)?

10. Schemat doswiadczen przedstawionych w sekcji 8 nie pozwala na rzeczywista ocene
wplywu przeciwciata anty-PD-1 na terapi¢ skojarzong cGAMP + CA4P, gdyz brak w
nich odpowiednich kontroli (np. cGAMP + CA4P bez anty-PD-1). Jednak posrednie
poréwnanie wynikow przedstawionych na Rycinie 31 i Rycinie 49 (guzy 4T1) oraz
Rycinie 32 i Rycinie 50 (guzy B16-F10) wskazuje na brak efektow przeciwciata anty-
PD-1 na terapi¢ skojarzong cGAMP + CA4P, na co Kandydatka nie zwraca uwagi w
opisie wynikow.

11. Biorac pod uwage bardzo duzy zakres i roznorodnos¢ doswiadczen, ktorych wyniki
przedstawiono w rozdziale VII, ta czgs¢ pracy bylaby latwiejsza w odbiorze, gdyby
Kandydatka zaoferowata cze$ciowe podsumowanie po kazdej gldwnej sekcji tego
rozdziahu.

W czesci Dyskusja (rozdziat VIII) Kandydatka omawia swoje wyniki konfrontujac je z
danymi dostgpnymi w literaturze przedmiotu. Sposob poprowadzenie dyskusji wskazuje na
dobra orientacj¢ Kandydatki w temacie i znajomos¢ literatury.



Uwaga: (12) Stwierdzenie ,komorki $rodblonkowe i makrofagi charakteryzowat
najwickszy poziom aktywacji biatka STING” (oraz podobne stwierdzenia dotyczace
produkcji interleukin) powinno by¢ traktowane ostroznie, poniewaz jest wynikiem
eksperymentu z pojedynczymi liniami komorkowymi in vitro i nie bylo potwierdzone in
VIVO.

W czesci Wnioski (rozdzial IX) Kandydatka w o$miu punktach syntetycznie podsumowuje
uzyskane wyniki. Punkt dziewiaty (,,Zbadanie poziomu biatka STING oraz fenotypu komorek
mikrosrodowiska nowotworowego danego typu nowotworu jest kluczowe dla dopasowania
schematu terapeutycznego opartego o aktywacje STING™) jest zasadniczo stuszny, jednak
trudno uzna¢ ze jest to oryginalny wniosek, ktory mozna wyciagnaé wprost z analizowanego
modelu doswiadczalnego.

Uwaga: (13) Punkt ,Terapia skojarzona agonisty = STING, czynnika
przeciwnaczyniowego i przeciwciala anty-PD-1 dodatkowo poprawia skutecznos¢
zahamowania wzrostu guzow czerniaka” jest sformutlowany w sposdb sugerujacy
istnienie efekt nie udokumentowanego w pracy, gdyz przedstawione wyniki nie
potwierdzaja zwigkszenia efektu terapii cGAMP+CA4P poprzez dodanie przeciwciata
anty-PD-1 (uwaga 10).

Podsumowanie.

Recenzowana praca doktorska dotyczy ciekawego zagadnienia o istotnej wartosci
poznawczej. Doktorantka wykazata si¢ umiejetnosciami praktycznymi i wiedzg teoretyczng.
Praca jest poprawna formalnie, dobrze zaplanowana i kompetentnie zrealizowana, co
$wiadczy o umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Przedstawiona
rozprawa doktorska stanowi ,,oryginalne rozwigzanie problemu naukowego”. Niezaleznie od
zawartych w recenzji uwag krytycznych przedstawiong mi do oceny rozprawe doktorskg pani
Aliny Drzyzga oceniam jednoznacznie pozytywnie.

Whiosek koncowy:

W mojej opinii przedstawiona rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 (ust
1-4) Ustawy z dnia 20 lipca 2018r — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018,
poz.1668, z pdzniejszymi zmianami). W zwigzku z tym wnosz¢ do Rady Naukowej
Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie — Panstwowego Instytutu
Badawczego o kontynuacj¢ postepowania o nadanie pani Alinie Drzyzga stopnia doktora
w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki medyczne.
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