Prof. dr hab. med. Grzegorz DWORACKI
Katedra Patomorfologii i Immunologii Klinicznej Uniwersytetu Medycznego

im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

ul. Rokietnicka 5D tel. +48 61 854 7175
60-508 Poznan e-mail: gdwrck{@ump.edu.pl

Ocena pracy doktorskiej
Mgr Katarzyny KACZMAREK
pt. ”Opracowanie modelu immunoterapii raka jelita grubego u myszy z wykorzystaniem

modelu zmodyfikowanych genetycznie bakterii Lacfococcuc lactis”.

Rak jelita grubego stanowi jeden z najczestszych nowotwordéw u czlowieka, stanowi
duzy problem spoleczny, a takze osobisty dotknigtych nig os6b, czesto bedacych w wieku
petnej aktywnosci zawodowej i radosci zycia osobistego. Obecne podstawowe strategie terapii
raka jelita grubego obejmujg leczenie chirurgiczne i chemioterapeutyczne. Sa to terapie
niesclektywne obcigzone licznymi objawami ubocznymi i powiklaniami, nie sg przy tym
zadowalajgco efektywne. Istnieje ciggla potrzeba doskonalenia metod terapii, szczegélnie
poszukiwanie mniej toksycznych, spersonalizowanych form skutecznych terapii. Takie terapie,
ostatnio w licznych nowotworach, takze w raku jelita grubego sie pojawiaja. Czesto oparte s3
na mechanizmach immunologicznych np. przy zastosowaniu blokeréw immunologicznych
punktéw kontroli,

Magister Katarzyna KACZMAREK zaproponowata ciekawy poznawczo i nowatorski
pomyst modelu terapii z uzyciem jako nosnika leku bakterii, a ich modyfikacja genetyczna
postuzyla jak element terapii wykorzystujacy naturalne mechanizmy regulacji proliferacji
komorek.

- Cel pracy sformutowany jest jasno, a dotyczyt sprawdzenia czy niepatogenne bakterie
Latococcu lactis NZ9000, zmodyfikowane genetycznie do wydajnej sekrecii ludzkiego
rozpuszczalnego biatka TRAIL (hsTRAIL — human soluble TRAIL), moga stanowi¢ efektywny
1 bezpieczny nosnik eliminacji ludzkich komérek raka jelita grubego.

Sformutowany wyzej gtéwny cel pracy opisany jest czterema czastkowymi, majgcymi
doprowadzi¢ do jego realizacji, a dotyczacymi:

1. zmodyfikowanego szczepu bakterii,

2. protokolu ekspresji rozpuszczalnego biatka hs TRAIL,

3. wplywu nosnika bakteryjnym biatka hsTRAIL na wzrost guza w dwoch mysich
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4. przezywalnosci zmodyfikowanych genetycznie bakterii Lactococcus lactis w

mikrosrodowisku raka jelita grubego in vivo.

Kandydatka zalozyla bardzo szeroki zakres badan, ktore opinii recenzenta s jednak
konieczne i dobrze zaplanowane, daja podstawy prawidtowej weryfikacji postawionych hipotez
badawczych i osiagni¢ciu podstawowego celu pracy.

W czgsci teoretycznej rozprawy, we wstepie, autorka bardzo przejrzyscie przedstawila
zagadnienia zwigzane z dostgpnymi danymi dotyczacymi realizowanej pracy. Uwzglednita
przy tym wyczerpujgco znane czynniki ryzyka wystgpowania raka jelita grubego, podstawowe
elementy dotyczace oceny klinicznej, a takze blizej omowila elementy charakterystyki
molekularnej podstawowych typow raka jelita grubego. Kandydatka omoéwita takze
wyczerpujgco obecnie stosowane strategie leczenia z uwzglednieniem nowszych strategii
obejmujacych blokery immunologicznych punktéw kontroli, a takze podejmowane
spersonalizowane, strategie molekularne np. wykorzystujgce inhibitory naczyniowego
czynnika wzrostu (VEGF), biatka fuzyjne, inhibitory kinaz czy przeciwciala monoklonalne
stosowane przeciw nablonkowemu czynnikowi wzrostu (anty-EGFR). Nastepnie wyczerpujaco
i dokladne opisuje wykorzystywane w badaniach do§wiadczalnych mysie modele nowotworéw
przeszczepialnych i indukowanych, skupiajac si¢ na ich zaletach i wadach, logicznie
uzasadniajagc wybdr modeli do prowadzonych w ramach rozprawy prac do§wiadczalnych. We
wstegpie Kandydatka zawarla istotne dane charakterystyki molekularnej i biochemicznej bialtka
TRAIL i jego ligandéw, z wyczerpujacym opisem efektow ich interakcji w odniesieniu do
regulacji proliferacji i szlakow indukcji apoptozy i zaburzen sciezek sygnalowych, ktére
pojawiajg si¢ w procesie karcinogenezy, a wiazg si¢ z opornoscia komorek raka jelita grubego
na sygnaly smierci biatkka TRAIL. Autorka przytacza takze dane z pojawiajacych si¢ badan
klinicznych terapii nowotworéw w ktérych wykorzystywano interakcje biatka TRAIL. Osobna
obszerna czgs¢ wstepu dotyczy charakterystyki wykorzystanych w cz¢sei doswiadezalnej pracy
bakterii kwasu mlekowego Lactococcus lactis z uwzgl¢dnieniem wszystkich istotnych z punktu
widzenia pracy elementow i etapow ich modyfikacji genetycznej, facznie z charakterystyka
genetyczng oraz szczegOtami technicznymi dotyczycacymi warunkéw prowadzenia hodowli.
Ostatnig czescig wstgpu jest wyczerpujgca charakterystyka wykorzystanego w pracy
nizynowego systemu ekspresji genéw NICE.

Duza liczba przytaczanych we wstgpie szczegoélow, takze tych metodycznych nie
przytlacza, jest logicznie i przejrzyscie zorganizowana i powiazana. Opis ten $wiadczy o duzej
dociekliwosci, docierania do istotnych szczegotéw, ciekawosci tematu i talentu badacza, biegle

poruszajacego si¢ w licznych szczegotowych i czesto nowych obszarach wiedzy. Ta czgsé




pracy stanowi bardzo dobre wprowadzenie i podstawe dla wlasciwej interpretacii
przedstawionych w kolejnych czgéciach dysertacji wynikow badan. Wstep pracy w opinii
recenzenta we wlasciwych proporcjach podejmuje istotne do podjgtego tematu pracy
zagadnienia i w wyczerpujacy sposob, ale nie nadmierny, wyjasnia to co dla podjetego tematu
jest wazne. Ponadto opis opatrzony jest czytelnymi rycinami z podaniem zrédel i co wazne z
zaznaczeniem ewentualnego faktu ich modyfikacji. Zakres i wnikliwo$é, co do szczegotow
przedstawianych zagadnien dowodzi takze bardzo dobrego teoretycznego przygotowania
doktorantki do podjetego tematu.

W czgdei metodycznej pracy Kandydatka szczegélowo opisuje wszystkie etapy
prowadzonych badaf in vitro i in vivo. Badania zostaly w opinii recenzenta prawidtowo
zaplanowane i przeprowadzone, zastosowano wilasciwa dla realizacji zalozonych celow
metodyke pracy. Poszczegélne etapy sa poza opisem, kiedy to konieczne uzupelnione
czytelnymi tabelami, schematami, rycinami i zdjeciami. Kandydatka prawidiowo
zaprojektowata czg$¢ do$wiadczalng, wlasciwie dobierajgc grupy badawcze, wlasciwie
zbierajac i zabezpieczajgc do badan materiat biologiczny, a takze weryfikujac jego jakosé. Opis
przeprowadzenia doswiadczen jest szczegélowy i nie budzi zastrzezen co do prawidlowosci i
wartosci wykonanych oznaczen, jest jednoznaczny, tak ze daje mozliwosé doktadnego
powtorzenia doswiadczen przez inny zespét. Nie ma takiej koniecznoéci, ale dowodzi jasnoscei
przekazywanych tresci. Z dysertacji wynika, ze wigkszos¢ prac doswiadczalnych Kandydatka
wykonata samodzielnie i to w szerokim zakresie wykorzystywanych technik badawczych, co
dowodzi duzej wszechstronnodci warsztatowej Kandydatki. Tam, gdzie nie bylo to mozliwe
badania byly prowadzone we wspélpracy z innymi placéwkami badawczymi, co miato miejsce
np. przy sekwencjonowaniu izoform biatka hsTRAIL. Kandydatka szczegdtowoscia opisu
takich doswiadczen dowodzi jednak nie tylko, Zze zna stosowane techniki, ale i aktywnie
uczestniczyta w prowadzeniu tych doswiadczen, znajac ich nie tylko silne strony, ale i
ograniczenia.

Wyniki przedstawione sg bardzo szczegblowo, rzetelnie i przejrzyscie, co przy duzej
ich liczbie (przedstawione na 51 stronach) stanowilo duze wyzwanie, z ktérym kandydatka
poradzita sobie bardzo dobrze. Cenne jest podzielenie wynikéw w kolejne logicznie wynikajgce
z siebie etapy (rycina 6, strona 73) opisane systematycznym opisem konkretnych analiz. Calo$é
wynikow jest logicznie usystematyzowana w szeregu tabel, rycin i ilustrujagcych zdjeé
opatrzonych szczegétowym opisem, wyjasniajacymi komentarzami i legendami. Warto jednak
w tym miejscu, bardziej tytutem uzupetnienia niz krytyki zwréci¢ uwage na kilka drobiazgow
metodycznych. Cennym jest ze ocena apoptozy na komérkach linii HCT116 po indukcji hs

TRAIL, poza metodami posrednimi takimi zastosowane przy uzyciu cytometrycznej wigzania




Aneysyny V byla takze, stosownie do morfologicznego terminu jakim jest apoptoza (grec.
opadanie lisci) weryfikowana przy uzyciu mikroskopu, rycina 11C. Szkoda jednak, ze uzyte
powigkszenia mikroskopowe s3 bardzo male i tak na prawde trudno na podstawie
przedstawionych fotografii stwierdzi¢ czy faktycznie mamy do czynienia z apoptoza.
Powigkszenia powinny by¢ zdecydowanic wigksze, tak by mozna byto zweryfikowaé szczegdly
zmian morfologicznych komorki. Przedstawione zdjecia niestety zdecydowanie na to nie
pozwalaja. Poza tym poza przedstawiong ocena w mikroskopie fazowo-kontrastowym mozna
by takze uzupelni¢ zdjgciami spod mikroskopu fluorescencyjnego, wykorzystujac komérki
ktdre byly oceniane w cytometrii przeplywowej. Poza szczegétami morfologicznymi mozna by
zweryfikowa¢ zmiany morfologii jadra komoérkowego i obecnosci ciatek apoptotycznych w
barwieniu na pomaraniczowy kolor jodku propidyny i w zielonym kolorze aneksyny wigzanej
do fosfatydyloseryny. Przedstawione na rycinie 11 D (strona 84) ryciny ,,dot-plot” wiazania
aneksyny mozna by takze uzupehi¢ o przedstawienic na osiach rozproszeh FSC/SCC jak
komérki do analizy byty bramkowane. W procesie apoptozy obraz morfologiczny komérek
widoczny i w mikroskopie i w cytometrii przeptywowej bardzo sic zmienia. Najpierw komorki
stajg si¢ wigksze, pecznieja, nastgpnie si¢ kurcza, co powoduje, ze ich obraz morfologiczny w
rozproszeniach $wiatla lasera w cytometrii bardzo si¢ zmienia, co w zasadniczy sposéb w
zaleznosci od bramkowania wplywa na wyniki.

- Cennym jest autorskie opracowanie przez Kandydatke modelu hodowli bakterii
L.Lactis(hsTRAIL+) w ko-inkubacji z komoérkami nowotworowymi. Ocena morfologiczna
wymagalaby tu jednak bardziej szczegélowego opisu zmian morfologicznych sfer komérek
linii HCT116. Poza stwierdzeniem ,,sfera o zaburzonej morfologii” brak jednak opisu czego
zaburzenia morfologii dotycza i czy zmiany te majg cechy czulosci i swoistosci. Podobnie Jak
w ocenie morfologicznej apoptozy pokazane w wynikach zdjecia mikroskopowe sg wykonane
przy zbyt matym powigkszeniu jak dla przedstawienia istotnych detali morfologicznych (ryciny
13D 1 13D na stronie 88). W opisie i na samych zdjeciach spod mikroskopu bark tu jest podania
pomocnych w tym przypadku uzytych powiekszen obiektywu.

Bardzo cennym w pracy jest autorski opracowany model hodowli linii komorek
nowotworowych w obecnosci bakterii Lactococcus lactis, ktéry z zastosowanymi systemami
kontroli méglby stanowi¢ osobny przedmiot rozprawy doktorskiej. Model ten w przekonaniu
recenzenta moze by¢ wykorzystany w szeregu innych opartych na tym modelu pracach
do$wiadczalnych. Podobnie warta dostrzezenia jest konsekwentne zastosowanie wszystkich
poprzednich etapéw prac doswiadczalnych do wykorzystaniu w kulminacyjnym ortotopowym
modelu terapii raka jelita grubego, ktéry tak naprawde weryfikuje obserwacje in vitro i

pokazuje jak cennym moze by¢ zaproponowany model, stanowigc podstawe do  TOZWOju nowej




drogi podania lekéw przeciwnowotworowych w spersonalizowanej terapii nowotworow.
Bardzo waznym i dajgcym mozliwosci doktadnego $ledzenia zastosowanych metod w ocenie
wzrostu guza jest wykorzystanie przyzyciowego wzrostu guza metodami bioluminescencji.

Omowienie i dyskusja wynikéw sg bardzo dobrze opracowane, komplementarnie do
‘wstepu i zalozen pracy, z dobrym wykorzystaniem i odniesieniem do uzyskanych w czesci
doswiadczalnej wynikéw oraz wlasciwym osadzeniem w szerokim i trafnie dobranym
piSmiennictwie przedmiotu. Doktorantka w tej czgsci pracy wykazala si¢ dojrzatoscia i dobrg
umiejetnoseia postugiwania sig pismiennictwem naukowym w celu interpretacji uzyskanych
wynikow.

Whioski w liczbie dziewigciu zostaty sformutowane prawidlowo i sg efektem realizaciji
zalozonych celéw badawczych. Co wazne wnioski nie sg prostym powtérzeniem wynikow, ale
podsumowaniem tego co z nich wyplywa. Wszystkie majg istotne znaczenie. Jednym z
cenniejszych wnioskéw, ktéry pojawia sig jako suma catosci obserwacji poczynionych w pracy
Jest pokazanie jak silnie mikro$rodowisko wplywa na przebieg nowotworu i to dotyczac
istotnych réznic w modelu podskérnym i ortotopowym, gdzie Kandydatka wykazata ze wpltyw
mikrosrodowiska moze by¢ zaréwno promujacy jaki i hamujgcy rozw6j nowotworu. Wazne, ze
podjeta zostata takze proba wykazania zrodla tych roznic, wskazujge, ze prawdopodobna
przyczyna jest obecnos¢ makrofagdéw o profilu M2.

Pewien niedosyt u recenzenta budzi, podobnie jak we innych czgsciach pracy, pokazanie
mikrosrodowiska jedynie na bardzo malych powigkszeniach, co jest ogdlng uwaga do
przedstawianych wynikéw pracy, gdzie tak naprawdg¢ trudno oceni¢ jako$¢ reakcji
immunohistochemicznych wydzielania bialka hsTRAIL i obecnosci makrofagéw; mozna
jednak zauwazy¢, ze istotnym elementem komoérkowym naciekéw sg réowniez limfocyty.
Posiadany zatem materiat badawczy stanowi takze gotowe zrédlo do dalszych poszukiwan
badawczych. Prosz¢ w tych uwagach wzia¢ jednak poprawke, ze recenzent jest morfologiem.

Styl i jezyk pracy jest komunikatywny i jasny, plastycznie i obrazowo przedstawia
niewgtpliwie trudne i czasami nuzace ze swej natury zagadnienia, tatwo prowadzac czytelnika
przez skomplikowane zagadnienia kliniczne i eksperymentalne. Z obowigzku recenzenta
nalezy zauwazy¢, ze Kandydatka czgsto w odniesieniu do pismiennictwa uzywa wyrazenia
Jliteratura” przyjetego co prawda, ale niepoprawnego w tym miejscu; literatura i pismiennictwo
to nie to samo;.czasami na jednej stronie (strona 134) uzywa obu pojeé. Podobnic
poprawniejszg formg jest forma ,,w poréwnani z” a nie do$¢ czeste uzycie przez Kandydatke
zwrotu w ,,porownaniu do” co jest czgstym zapozyczeniem z bezposredniego thumaczenia
tekstow anglojezycznych. W opisie legendy ,,Skala: 500 um”, powinna by¢ uzyE g{_ecka litera

,»mi” zamiast tacinskiej litery ,,u” (strona 96).




Autorka wlasciwie przytacza przypisy do przedstawianych faktéw. Dbalosci o
szezegoOly dowodzi umieszczenie w pracy erraty, co nie jest czgste w tego typu opracowaniach.

W  podsumowaniu chcialbym podkreslié, Zze mgr Katarzyna KACZMAREK
przedstawita rozprawe doktorska na bardzo dobrym poziomie merytorycznym, zawierajaca
cenne oryginalne, wyniki o duzej wartoSci poznawczej, moggce mieé istotne znaczenie
praktyczne. Warta podkreslenia wartoscia pracy jest sformulowanie przez kandydatke
kolejnych celéw badawczych, co jest dowodem jej pasji badawczej, budzi nadzieje na jej dalszy
naukowy rozwdj i dowodzi takze wartosci wsparcia promotora, w samodzielnym rozwoju
naukowym Kandydatki. Przedstawione przeze mnie uwagi w zaden spos6b nie umniejszajg
wartosci pracy i uzyskanych wynikow, mam jedynie nadzieje, ze bedg pomocne w
przygotowani wynikéw do kolejnej oryginalnej publikacji.

Na podstawie dokonanej oceny stwierdzam, iz rozprawa doktorska zatytulowana
”Opracowanie modelu immunoterapii raka jelita grubego u myszy z wykorzystaniem modelu
zmodyfikowanych genetycznie bakterii Lactococcuc lactis” nie tylko w pelni odpowiada
wymaganiom stawianym rozprawom na stopien doktora nauk medycznych, ale znacznie je
przekracza i w zwigzku z tym mam zaszczyt przedstawi¢ Radzie Dyscypliny Nauki medyczne
Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskicgo w Krakowie wniosek o dopuszczenie
rozprawy mgr Katarzyny KACZMAREK wykonanej w Zakladzie Immunologii Klinicznej,
Katedry Immunologii Klinicznej i Transplantologii Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellofiskiego w Krakowie do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Biorac pod uwage
wartos¢ uzyskanych wynikéw i mozliwosci ich publikacji, a takze wlozony wysilek i bardzo

szeroki zakres badan wnioskuje o wyréznienie pracy.
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