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Recenzja rozprawy doktorskiej
pt. ,Charakterystyka fenotypowa / funkcjonalna mieloidalnych komdrek supresorowych
w chorobie nowotworowef na przykiadzie raka jelita grubego i raka prostaty -
implikacje dla immunoterapii nowotworcw
wykonanej przez mg Izabele Sieminiskg
pod opiekg promotora dr hab. n. med. Jarostawa Barana, prof. UJ

Komdrki supresorowe pochodzenia mieloidalnego (MDSC) reprezentujg heterogenna,
immunosupresyjng populacje leukocytow, ktdra rozwija sie uktadowo i nacieka nowotwory. MDSC
mogg hamowac odpowiedZz immunologiczng poprzez rdézne mechanizmy, w tym zuzycie
niezbednych metabolitow, wytwarzanie reaktywnych form tlenu i azotu, a takie wptyw na
ukierunkowanie i zywotnos¢ komorek T. Ponadto MDSC odgrywaja role w progresji guza, dziatajac
bezposrednio na komarki nowotworowe i promujgc ich charakter macierzysty, angiogeneze,
odktadanie elementdw macierzy pozakomdrkowej, przejScie nabtonkowo-mezenchymalne i
tworzenie przerzutow. Wiele lekow stosowanych w przedklinicznych modelach nowotwordw i u
pacjentdw wptywa na ekspansje i funkcjonowanie MDSC, czesto odwracajac dysfunkcje
immunologiczne gospodarza i umozliwiajgc bardziej skuteczng immunoterapie nowotworu. Rola
tych komdrek w progresji guzow jest wiec ogromna, jednakze wcigz istniejgce luki w wiedzy
dotyczacej MDSC i ich roli w progresji chordb nowotworowych wymagaja uzupetnienia, dlatego
tematyka podjetych przez Doktorantke badan jest niezwykle istotna.

Na rozprawe doktorska sktadajg sie 4 publikacje opublikowane w recenzowanych
czasopismach naukowych o IF od 0,92 do 6,24. We wszystkich tych pracach mgr Izabela Sieminska
jest pierwszg autorkq. Poniewaz s3 to prace wieloautorskie, dotgczono oswiadczenia doktorantki
oraz pozostatych autoréw. OSwiadczenia te, w mojej opinii jasno wskazuja na wiodaca role
doktorantki w powstawaniu prac przegladowych, a takze w prowadzeniu badan i opracowywaniu
manuskryptéw publikacji oryginalnych.

Autorka przygotowata krotkie opracowanie wprowadzajgce czytelnika do poruszanych w w/w
publikacjach zagadnien. Krotki wstep skonstruowata w ten sposob, aby podkreslic to, co jest
niezbedne, aby zaréwno w rakach okreznicy, jak i stercza uzupetni¢ wiedze na temat biologii
MDSC, a wiec to, co motywowato podjecie jej badan. W tym miejscu wspomnie¢ nalezy, iz obie
prace przegladowe (opublikowane w Frontiers in Immunology 2020 oraz Frontiers in Oncology
2022) wtaczone do cyklu sa bogatym zbiorem danych na temat MDSC w raku jelita grubego oraz
prostaty. Obie te prace zawierajg m.in. solidnie przygotowane tabele podsumowujgce dane na
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temat np. badari Klinicznych dotyczacych MDSC w raku prostaty, czy znanych markeréw MDSC
oraz ich znaczenia w raku jelita grubego. Obie prace przegladowe, ale takze rozdziat
,wprowadzenie” zawierajg rowniez Swietnie wykonane ryciny. Tak wigc, zardwno przygotowany
przez Autorke przeglad literatury, jak i obie prace przegladowe sa bardzo dobrymi opracowaniami
gromadzacymi i analizujacymi aktualne dane na temat znaczenia MDSC w tych dwdch chorobach
nowotworowych. Dodatkowo, praca przegladowa z 2020 roku z Frontiers in Immunology spotkata
sie z dobrym przyjeciem Srodowiska naukowego, gdyz cytowana jest 23 razy.

Zgromadzone i usystematyzowane dane na temat roli MDSC w raku jelita grubego i prostaty,
pozwolity Autorce wyodrebnic trzy podstawowe cele badan, tj. charakterystyka réznych populacji
MDSC w krwi obwodowej, czestosc ich wystepowania oraz znaczenie prognostyczne u chorych na
raka jelita grubego i prostaty. Swoje cele szczegbtowe sformutowata, gtdwnie w oparciu o
przeglad literatury, pokazujgcy, w przypadku raka jelita grubego, potrzebg petniejszej
charakterystyki MDCS, zwtaszcza w kontekscie wptywu zabiegu chirurgicznego na poziom MDSC
we krwi obwodowe] pacjentow. Zas w przypadku raka stercza - opisanie wptywu zastosowanego
leczenia na populacje MDSC. Podsumowujac, Autorka dobrze scharakteryzowata motywacje do
podjecia badan i nakreSlita interesujgce cele badawcze, ktdre odniosta do poszczegdlnych
publikaciji, bedacych podstawg rozprawy.

W swoim opracowaniu, Autorka strescita takze metodyke badan, cho¢ oczywiscie bardziej

szczegGtowo jest ona opisana w poszczegdlnych publikacjach. Jednakze, uwazam, ze rozdziat ten
jest pomocny w catosciowym ogladzie przebiegu badan prowadzonych przed Doktorantke i
pokazuje spdjne podejScie do realizacji badan w tych 2 typach nowotwordw. Bardzo w tym
pomocna jest takze rycina - schemat - przedstawiajgcy przebieg badan.
Odnosnie metodyki prowadzonych badan mam pytanie dotyczace wieku i pici osob z grupy
kontrolnej w raku jelita grubego. Poniewaz w przypadku raka prostaty, byli to mezczyzni o
dopasowanym wieku, to czy w przypadku raka jelita grubego zachowano w grupie kontrolnej
podobng jak w badanej proporcje kobiet i mezczyzn oraz dopasowano ich wiek? A moze w opinii
Autorki w tym przypadku nie ma to znaczenia?

W dalszej czesci opracowania Autorka opisata wyniki uzyskane po przeprowadzeniu badan
nad MDSC pozyskanymi z krwi obwodowej chorych na raka jelita grubego i prostaty.

W badaniach dotyczacych raka prostaty (opublikowane w Polish Journal of Pathology, 2020)
Autorka uzyskata ciekawe dane, pokazujgce, ze poziom PSA moze korelowac z Mo-MDSC.
Natomiast nie jest zalezny od stadium zaawansowania choroby (wyzszy niz u 0sdb zdrowych, ale
podobnie wysoki we wszystkich grupach chorych). Natomiast ciekawg obserwacjg jest to, ze
wysoki poziom Gr-MDSC obserwowany jest tylko u pacjentdw przed leczeniem, zas wszelkie
rodzaje terapii obnizajg liczbe tych komdrek do wartosci obserwowanych u mezczyzn zdrowych.
Natomiast inaczej zachowywaty sig Mo-MDSC - ich poziom byt najnizszy u oséb poddanych terapii
skojarzone;j.

Do tej czesci badan nasunety mi sie nastepujgce pytania: (1) Czy czas po jakim pobierano krew od
pacjentéw po leczeniu byt w jaki§ sposdb wystandaryzowany? Czy sa badania pokazujace, w jaki
sposob w roznym czasie po zastosowanym leczeniu nastepuja zmiany w populacjach MDSC?
(2) Wydaje sie, ze analize wystepowania roznych populacji MDSC pod katem zaleznosci od stadium
zaawansowania choroby wykonano u chorych, ktorzy nie byli leczeni (21 pacjentdw)? Poniewaz nie
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jest to jasno okreslone ani w publikacji, ani w opracowaniu, prosze o potwierdzenie, zwtaszcza, iz
Autorka w dyskusji tego zagadnienia stwierdza, ze ,Nalezy jednak wzigc pod uwage, iz w badaniu
tymn uczestniczyli pacjenci zarowno przed jak i po leczeniu, a leczenie moze miec tu znaczacy
wpltyw.” Bytoby to w sprzecznosci z tym, Ze analizie tej poddano tylko nieleczonych pacjentéw - 21
oséb przedstawionych na wykresach 4 i 5 (liczba wszystkich pacjentow to 43 osoby).
(3) Dodatkowo chciatam zapytac, jaka liczbe w grupie pacjentow poddanych leczeniu stanowili ci
poddani radioterapii? Ciekawi mnie, czy poddajac osobnej analizie ta grupe pacjentdw uzyskataby
Pani dane podobne do tych z piSmiennictwa?
W badaniach dotyczacych raka okreznicy (badania opublikowane w Translational Oncology 2022),
Autorka zastosowata szerszy wachlarz technik laboratoryjnych (oprdcz cytometrii przeptywowej
stosowanej w obu badaniach), a wiec m.in. sortowata komorki, ktdre nastepnie oceniata
mikroskopowo, techniky gPCR oraz wykonata test hamowania proliferacji limfocytow T.
Stosowanie tych wszystkich technik na komdrkach izolowanych z krwi, czy tym bardziej z guzow
wymaga duzych umiejetnosci, a takze odpowiedzialnego podejscia do materiatu badanego, jakim
sg .podarowane” przez pacjentdw komorki. Mgr lzabela Siemifiska realizujgc swoje badania
udowodnita, ze w dysponuje tymi umiejetnosciami. W tych badaniach wykazata, ze w raku jelita
grubego zwigksza sig populacja wszystkich komdrek MDSC, rowniez tych ,early stage” czego nie
obserwowata w raku prostaty. Dodatkowo, wéréd Gr-MDSC zidentyfikowata nie tylko komarki
przypominajgce neutrofile, ale takze eozynofile, co jest nowym odkryciem. Podobnie do obserwacji
dotyczacych chorych na raka prostaty, chorzy na raka jelita grubego mieli poziom Mo-MDSC
znaczaco wyzszy w przypadku bardziej zaawansowanych stadiow choroby, jednakie nie
wykazano roznic miedzy poszczegdinymi stadiami. Autorka ocenita takze populacje limfocytow
Treg oraz Th17 i TCD8+, dowodzgc, ze jedynie poziom Mo-MDSC dodatnio korelowat z Treg oraz
ujemnie z TCD8+ swoistymi dla HER-2/neu. Dalsze badania miaty na celu oceng aktywnosci MDSC
poprzez oceng ich wptywu na proliferacje autologicznych limfocytow T indukowang mitogenem i
wykazaty aktywno$c¢ supresyjng wszystkich 3 subpopulacji MDSC. Autorka potwierdzita takze
wysokg ekspresje /MOS oraz produkcje NO przez Mo-MDSC w poréwnaniu do monocytow oraz
pokazata, ze tylko Mo-MDSC izolowane z guzdw (ale nie z krwi obwodowej) wykazujg ekspresje
PD-L1. Ciekawg obserwacje Autorka poczynita analizujgc 5-cio letni los 11 pacjentow, u ktdrych
zbadano poziom MDSC przed i po zabiegu chirurgicznym, mianowicie pacjentdw z wysokim
poziomem Mo-MDSC po zabiegu cechowat czestszy nawrot choroby. Ciekawi mnie opinia Autorki
na temat mechanizmow, ktére odpowiada¢ moga za to zjawisko. Ponadto, w swoim opracowaniu
autorka pisze: ,Ostatnim etapem byta 5-cioletnia obserwacja poziomu MOSC u 71 pacjentow z CRC
(..) Czy rzeczywiscie w ciggu tych pigciu lat analizowano poziom MDSC u tych pacjentow? Jakie
byty wyniki tych analiz? Ponadto, jesli wnioski dotyczace analizy cytometrycznej PD-L1 oraz
produkcji NO czy ekspresji iNOS wyciggnieto na podstawie analizy MDSC pochodzacych tylko od 4
pacjentdw, wydajg sie one by¢ zbyt dalekosiezne. Na jakiej podstawie wybrano akurat tych 4
pacjentow to wspomnianych analiz? Dlaczego w publikaciji oryginalnej opisujgcej te zagadnienia
(7rans! Oncol 2022) na rycinie 4 C i D pokazano jedynie pojedyncze histogramy (reprezentatywne),
nie pokazano za$ zadnych danych liczbowych opisujgcych obserwowane zjawiska?

Doceniam, ze Autorka przygotowata takze rozdziat ,Jyskusja 7 podsumowanié’, bo dato jej to
okazje to catosciowego ujgcia poruszanych zagadnien i skonfrontowania wynikow uzyskanych w
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ramach obu prac oryginalnych. W rozdziale tym Autorka podkresla nowatorskie aspekty swoich
badan, a wiec dane uzyskane na temat populacji e-MDSC w obu typach guzéw, czy tez dane
dotyczgce eozynofilii, znajdowanych wsrdd granulocytarnej frakcji MDSC. Nowymi danymi sg
takze te pokazujgce korelacje poziomu Treg z Mo-MDSC w raku jelita grubego, czy zaleznosci
dotyczace wptywu rdznych form terapii na MDSC w raku prostaty. Autorka zaprezentowata
rowniez 9 wnioskow pedsumowujacych osiggniecia rozprawy doktorskiej.

Podsumowujac, poniewaz na rozprawe doktorska sktadajg sie 4 publikacje opublikowane w
latach 2020-2022 w recenzowanych czasopismach naukowych, podkresli¢ nalezy, iz badania te
zostaty juz pozytywnie zweryfikowane przez niezaleznych recenzentow, sg one takze cytowane,
najczesciej praca przegladowa z 2020 roku. W mojej opinii, rozprawa doktorska mgr lzabeli
Sieminskiej przedstawia zbior nowych danych, ktore stanowig takze dobrg baze do prowadzenia
dalszych badan, w tym dotyczacych mechanizmow obserwowanych zjawisk. Uzyskane wyniki
majg takze znaczenie kliniczne, zarowno w przypadku danych uzyskanych w raku jelita grubego,
jak i prostaty, sugerujac znaczenie prognostyczne MDSC, a takze mozliwos¢ wykorzystania wiedzy
na ich temat w celu poprawienia skutecznosci terapii przeciwnowotworowych. Doktorantka
wykazata sie znajomoscia szeregu techniki biologii komdrki, biologii molekularnej, zastosowata
takze réznorakie metody statystyczne w swoich analizach. Ponadto, to w jaki sposcb
przygotowata opracowanie prezentujgce jej badania ujete w 4 publikacjach pokazuje, iz ma ona
szeroky wiedze na temat badanego zagadnienia, ktdrg potrafi w sposob syntetyczny i jasny
przekazad. To ostatnie podkreslajg takze dobrze opracowane publikacje przegladowe. Istotnym
jest réwniez, iz mgr Izabela Sieminska potrafi identyfikowa¢ ograniczenia swoich badan (np. mata
liczba pacjentow) i krytycznie sig do nich odnosi, co $wiadczy o jej dojrzatosci naukowe.

W zwigzku z powyzszym uwazam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr
Izabeli Sieminskiej pt. ,Charakterystyka fenotypowa i funkcjonalna mieloidalnych komorek
sypresorowych w charaobie nowolworowef na przyktadzie raka felita grubego i raka prostaly -
implikacfe dla immunoterapii nowotworow’ spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim
okreslone w Ustawie - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 r. poz. 85 z pdin.
zm.), a dorobek naukowy kandydatki uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora nauk
medycznych. Tym samym zwracam sie do Rady Dyscypliny Nauki medyczne Uniwersytetu
Jagiellonskiego o dopuszczenie mgr Izabeli Sieminskiej do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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