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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Kaczmarek pt. Opracowanie
modelu immunoterapii raka jelita grubego u myszy z wykorzystaniem

zmodyfikowanych genetycznie bakterii Lactococcus lactis.

Przedstawiong mi do recenzji prace oceniam bardzo pozytywnie, praca spetnia wszystkie ustawowe
wymagania stawiane pracom doktorskim. Jednocze$nie praca ta prezentuje wyjgtkowo wysoki poziom
naukowy, wyniki pracy zostaty czesciowo opublikowane w recenzowanym periodyku naukowym,

przedstawiam Radzie Dyscypliny Nauki medyczne Uniwersytetu Jagielloriskiego wniosek o wyréznienie

pracy.
UZASADNIENIE

Przedstawiona mi do recenzji praca ma charakter oryginalnej monografii. Monografia ma 163 strony
wraz ze streszczeniami w jezyku polskim i angielskim oraz piSmiennictwem obejmujgcym 336 pozycji
literaturowych. W pracy umieszczono 5 tabel i 33 ryciny. Praca ma strukture typowa dla monografii i
sktada sie ze wstepu, zatozen i celu pracy, opisu materiatu i uzytych metod, opisu wynikéw, dyskusji,

praca podsumowana jest we wnioskach.

Monografia przygotowana jest niezwykle starannie, napisana poprawng polszczyzng. Doceni¢ nalezy
zachowanie logicznego wywodu, co znacznie utatwia lekture pracy. Praca nalezy do najstaranniej

przygotowanych monografii.

Tematem pracy jest opracowanie modelu immunoterapii raka jelita grubego u myszy z wykorzystaniem

zmodyfikowanych genetycznie bakterii Lactococcus lactis.

Temat jest bardzo istotny zaréwno z punktu widzenia poznawczego jak i praktycznego. Nalezy doceni¢
odwage i ambitnie zarysowany plan badar autorki. Praca jest bardzo obszerna i nie zdziwitbym sig

gdyby byta podstawa do ubiegania sie o stopier doktora habilitowanego.

Rak jelita grubego pozostaje istotnym problemem klinicznym i spotecznym zaréwno z powodu duzej
czestoéci wystepowanie jak i stosunkowo duzej opornosci na stosowane leczenie systemowe. W
ostatnich latach coraz wieksze znaczenie w leczeniu zawansowanego raka jelita grubego ma zaréwno

immunoterapia jak i leki ukierunkowane molekularnie. Leki te przedtuzajg czas do progresji choroby i



maja pozytywny wptyw na przedtuzenie czasu przezycia chorych na zaawansowanego raka jelita
grubego. Czesto leki te sg peptydowe i ulegaja szybkiemu rozktadowi w organizmie. Autorka
zaproponowata innowacyjng metode w ktérej peptyd indukujacy proces apoptozy produkowany jest
przez zmodyfikowane genetycznie bakterie. Produkcja i wydzielanie peptydu jest kontrolowane
poprzez obecno$¢ specyficznego aktywatora - nizyny, ktéra dodatkowo jest nieszkodliwa dla
organizmu ludzkiego. Z zatozenia peptyd hs-TRAIL ma indukowac¢ apoptoze w komérkach raka grubego.
Komorki krypt jelitowe pozostajg oporne na aktywnos¢ cytotoksyczng TRIAL. W ramach szerokiego
zakresu badan autorka w pierwszym etapie przygotowata bakterie wprowadzajac do szczepu L.Lactis
NZ9000 wyposazonego w genetyczny system ekspresyjny NICE wektorem plazmidowym pNZ8124
sekwencje cDNA kodujaca syntetyczny TRAIL, a nastepnie wyselekcjonowata klon L.lactis(hsTRAIL+). W
kolejnym etapie prac doktorantka zoptymalizowata warunki hodowli. W kolejnych etapach badan
autorka udowodnita, ze L.lactis(hsTRAIL+) produkuje hsTRIAL. L.lactis(hsTRAIL+) zostat wykorzystany
do bardzo szerokiego zakresu eksperymentéw obejmujacych badania in vitro na linii komérkowej w
monowarstwie i w hodowli 3D sfer. Badania in vivo wykonano na modelu podskérnym i ortotopowym

raka jelita grubego z wykorzystaniem najnowoczesniejszych metod laboratoryjnych.

W badaniach in vitro oceniano wptyw produkowanego przez zmodyfikowane bakterie hsTRIAL na
zywotno$¢é komoérek nowotworowych w monowarstwie i sferach, mierzono apoptozg, oceniano
ekspresje receptoréow TRIAL DR4 i DR5. W badaniach in vitro szczegélnie interesujgcy wydaje mi sig
eksperyment z ko-hodowlg komérek nowotworowych i bakteryjnych. W badaniach in vivo oceniano
wzrost guza, a po eutanazji zwierzat oceniano przezywalno$¢ bakterii, weryfikowano obecnos¢

hsTRIAL, utrwalone guzy oceniano histologicznie (barwienie HE) i immunohistochemicznie.

W rozdziale Wstep autorka opisuje problematyke zwigzang z wystepowaniem i leczeniem raka jelita
grubego. Dobér przedstawionych informacji jest perfekcyjny. Nastepnie autorka opisuje mysie modele
stosowane w oszukiwaniu nowych strategii terapeutycznych z uwzglednieniem zawansowanych metod
implantacji nowotworu do przewodu pokarmowego myszy. Ten trudny i pracochtonny model zostat w
powodzeniem wykorzystany w doktoracie. W kolejnym podrozdziale autorka opisuje znaczenie biatka
TRAIL w procesie apoptozy z uwzglednieniem licznych szlakéw zaleznych od réznorodnych receptoréw.
Dobér prezentowanych w podrozdziale danych jest niezwykle przydatny w zrozumieniu zatozen pracy.
W trzeciej czesci wstepu, autorka w przystepny sposob opisuje biotechnologie zwigzane z produkcjg

przez zmodyfikowane bakterie biatka hsTRIAL.

Cel pracy jest bardzo ambitny. Gtéwnym celem pracy byto zbadanie czy zmodyfikowane bakterie
L.lactis mogg stuzy¢ do dostarczania oraz wydajnej lokalnej produkcji biatka hsTRIAL, przyczyniajac sig

do skutecznej eliminacji ludzkich komorek jelita grubego w organizmie myszy.



Jest to cel bardzo innowacyjny i majgcy bardzo duze znaczenie poznawcze, potencjalnie o bardzo
duzym znaczeniu praktycznym. Cel ten wymagat bardzo duzego naktadu pracy z wykorzystaniem

najnowszych metod laboratoryjnych.

W rozdziale Materiaty i Metody doktorantka szczegétowo i niezwykle przejrzyscie opisata bardzo liczne
eksperymenty przeprowadzone w ramach kompleksowych i bardzo dobrze zaplanowanych badan. Nie
mam zadnych uwag krytycznych do tego rozdziatu. Pozostaje pod wrazeniem doskonatego i logicznego
zaplanowania badan. Zaréwno grupy badane jak i kontrolne sa wtasciwe dobrane i wynikajg z wczesniej
wykonanych eksperymentéw. Przyktadem jest wybér metforminy jako substancji badanej rownolegle
z hsTRIAL. W badaniach wstepnych wykazano, ze witasnie metformina moze mie¢ dziatanie
synergistyczne z hsTRIAL. We wstepnych eksperymentach badano réwniez takie chemioterapeutyki jak

5-FU i irynotekan.
Przedstawione w tym rozdziale informacje umozliwiaja petng ocene zastosowanych metod.
Rozdziat WYNIKI zostat podzielony na podrozdziaty odzwierciedlajgce kolejne etapy badan.

Przedstawiono etap inzynierii genetycznej od opracowania syntetycznego konstruktu ludzkiego TRIAL
cDNA po opracowanie protokotu indukcji i warunkéw najbardziej wydajnej ekspresji i sekrecji hsTRIAL,
etap badan in vivo na liniach komérkowych 2D i 3D, badania na mysim modelu podskérnym i

ortotopowym raka jelita grubego.

Wyselekcjonowny klon L.lactis(hsTRAIL+) produkowat duze ilosci biatka hsTRIAL. Produkcja podlegata

indukcji przez nizyne.

Przesacz hodowli bulionowych L.lactis(hsTRAIL+) powodowat zalezne od stezenia hsTRIAL zmniejszenie
zywotnosci komérek raka jelita, efektu cytotoksycznego nie obserwowano na liniach prawidtowych
komérek ludzkiego nabtonka jelit. Kolejne eksperymenty wykazaty, ze efekt cytotoksyczny hsTRIAL jest

spowodowany nasileniem apoptozy w komdrkach raka jelita.

Ko-hodowla komérek raka jelita grubego linii HCT116 i SW 480 z bakteriami L.lactis(hsTRAIL+)

powodowata istotny spadek zywotnosci komoérek raka jelita grubego.

W przypadku modelu 3D sfer komdrek jelita grubego réwniez obserwowano efekt cytotoksyczny
hsTRIAL, ktéry jednak nie byt proporcjonalny do dawki. Efekt ten mozna wyttumaczy¢ utrudniong

penetracjg hsTRIAL w gtgb sfer w modelu 3D.

W kolejnym etapie badan in vivo dokonano wyboru metforminy jako najbardziej przydatnej substancji

jako sktadnika taczonej terapii wykorzystanej w modelach in vivo.



Badania aktywnosci przeciwnowotworowej hsTRIAL w modelu podskérnym, oparte byly na

doguzowym podawaniu bakterii L.lactis(hsTRAIL+). Metformina byta podawana sondg dozotagdkowa.

Zaréwno doguzowe podawanie bakterii L.lactis(hsTRAIL+) jak i metforminy powodowato znamienne
statystycznie opdznienie wzrostu guza nowotworowego w poréwnaniu z grupami kontrolnymi, efekt
metforminy i podawania L.lactis(hsTRAIL+) byt synergistyczny. Autorka potwierdzita przezywalnosc

bakterii i wewnatrzguzowa produkcje biatka hsTRIAL.

W modelu ortotopowym bakterie L.lactis(hsTRAIL+), metforminy i substancje kontrolne byty
podawane przez zgtebnik. Ocene wzrostu guza i przerzutéw przeprowadzono biolumiscencyjnie dzigki
zastosowaniu komoérek HTC116 Red-Fluc wykazujgcych stabilng aktywnos$¢ lucyferazy. Komorki
nowotworowe byty implantowane dokatniczo. Codzienne podawanie bakterii L.lactis(hsTRAIL+) sonda
zotadkowa przez 37 dni, istotnie stymulowato wzrost guza pierwotnego. Efekt indukcji wzrostu guza
nie byt zaobserwowany w grupie zwierzat otrzymujgcych L.lactis(pusty wektor). Podawanie

metforminy nie wptywato na stymulacje wzrostu nowotworu przez hsTRIAL.

Lokalna produkcja biatka hsTRIAL w jelicie grubym myszy powodowata uszkodzenie krypt jelitowych

wykazata (ich skrécenie).

Doktorantka stwierdzita zwiekszong infiltracje makrofagéw M2 w guzach z grupy myszy otrzymujacych

L.lactis(hsTRAIL+), co moze potencjalnie ttumaczy¢ przyspieszony wzrost nowotworu.

Caty cykl badan zostat opracowany i zaplanowany w taki sposéb by méc wyjasni¢ obserwowane wyniki.
Dyskusja jest wiec podsumowaniem wynikdéw w relacji do literatury, jednak jej podstawowg zaletg jest
oparcie gtéwnie na wynikach badar wtasnych. Literatura stuzy gtéwnie do poszukiwania mechanizmow
i takiego zaplanowania eksperymentu aby jego wyniki mogly by¢ wyjasnione przez mechanizmy
molekularne i przez uznane procesy biologiczne. W mojej opinii jest to podstawowa zaleta

recenzowanej pracy.

Prace koriczy 9 prawidtowo sformutowanych wnioskéw, ktére s3 podsumowaniem osiggnigtych

wynikéw i ich interpretacji w $wietle przeprowadzonej analizy i interpretacji danych.
Praca jest napisana wzorowo i nie mam zadnych uwag krytycznych.
Chciatbym zadan doktorantce jedno pytanie.

Jak nalezy interpretowa¢ wyniki analizy histologicznej guzéw w modelu podskérnym, w grupie w ktorej
podawano doguzowo bakterie L.lactis(hsTRAIL+). W badaniach tych obserwowano nekrozg podczas

gdy hsTRIAL powinien raczej powinien indukowa¢ apoptoze.



Praca jest bardzo ambitna i z lektury monografii mozna wywnioskowac, ze autorka bedzie dalej
opracowywaé materiat co najprawdopodobniej umozliwi liczne publikacje w recenzowanych

periodykach naukowych.

Praca spetnia wszystkie wymogi ustawowe stawiane rozprawom doktorskim. Prosze o dopuszczenie
pracy do obrony doktorskiej. Ze wzgledu na jej szczegbing warto$¢ naukowa przedstawiam wniosek o

jej wyrdznienie.

> il

o NIK e
ko pOWNL fnioterapii-

hterapit X/C c

Narodowy Instytut Onkologii im. Marii Sktodowskicj-Curic - w1 Radt
“1 "x{i:'\t’.\k\ 3\..!4.~ o

Panstwowy Instytut Badawezy
Oddziat w Gliwicach ‘
I Klinika Radiolerapiii()hcmiotcrapii_ b R ,»ﬂawski
44-102 Gliwice, ul. Wybrzeze Armii Krajowej 15 4 e hab. o fed Rafat 1
tel. (32) 278-86-13, fax (32) 278-88-41 // proj. &
REGON 000288366 £
126/100035/03
i N



iolaly sibsd shwotue o Dswolisineeiw soiom Fmgonest viukiel 5 | enfidme osinsd fos] noere
ryynewosnedss w speilidug enmil it ibindobogubwergiin 0 ishersm dewywaiews
! smanareunob 0 pLacv miknoiol MmoweagTon Snclvate swowetey igomyw sideysow sintens sasyd
b o sersiw sushwaszimsng swodusn Samew prigenase o) 6n bl 5T shinabivh wotdn ob st

e i, SER - OmuD-fpintrwal . b igobont) subgent parchonsd
B S P vl hubgtant
N N :  duaaiaili) w tsinb O
s g P, | @wmu
%\ : £) xit £1-03-85 (SE} oy
s




