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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ mgr Anny Mistarz

Tytul rozprawy: “Reprogramming the tumor microenvironment in ovarian cancer by
oncolytic virotherapy targeting CXCL12 chemokine/CXCR4 receptor signaling pathway.”
(Przeprogramowanie mikrosrodowiska guza raka jajnika przy wykorzystaniu wirusoterapii
onkolitycznej wycelowanej w o$ sygnatowa CXCL12/CXCR4.)

Przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr. Anny Mistarz zostata wykonana

w Zaktadzie Immunologii Roswell Park Comprehensive Cancer Center w Buffalo w stanie
Nowy Jork, pod kierunkiem prof. Danuty Kozbor oraz prof. dr hab. Hanny Rokity z Wydziahu
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego.

Cele pracy mozna zdefiniowaé jako poréwnanie réznic w odpowiedzi przeciwnowotworowej
u dzikich, immunokompetentnych myszy oraz w syngenicznym modelu tolerogennym, pod
wplywem wirusoterapii onkolitycznej nacelowanej na blokowanie sygnalizacji komdrkowej
przez 0§ CXCL12/CXCRA4.

Ocena formalna pracy

Rozprawa doktorska ma posta¢ monografii, liczy 93 strony i zawiera: podzigkowania, listg
skrotow, listg rycin oraz tabel, streszczenia - w jezyku angielskim i polskim, wstep
(Introduction), opis metod, wyniki, dyskusj¢ 1 bibliografi¢. W pracy nie ma rozdzialu
zawierajacego opis celow, jak réwniez nie ma wnioskdéw czy podsumowania. Na bibliografie
skladajg sie 152 pozycje, w mojej opinii wlasciwie dobrane.

Koncowy rozdziat rozprawy to lista publikacji, ktorych Doktorantka jest wspdlautorka. Jest to
lacznie pigc artykutow oryginalnych, opublikowanych w latach 2016-2023, sumaryczny
wspdlezynnik oddziatywania wynosi ponad 25 pkt; w trzech pracach mgr Mistarz jest
pierwszym autorem. Jest to bardzo znaczacy dorobek naukowy. Cztery publikacje powstaly
jako efekt pobytu w Roswell Park; na uwage zastuguje tu lista wspdtautoréw, wsrdd ktorych
jest m.in. prof. Kunle Odunsi, wielkiej klasy specjalista ginekologii onkologicznej i czotowy
badacz z zakresu immunoterapii raka jajnika oraz wirusoterapii.

We wstepie Doktorantka omawia krétko zagadnienia zwigzane z rakiem jajnika i z metodami
leczenia tego nowotworu. Na stronach 15/16 — pojawia si¢ raczej niestandardowa definicja
platyno-wrazliwosci/opornosci guza. Tutaj mam prosbe o zapoznanie si¢ z literaturg tematu
(np. prace o nastepujacych numerach DOI: 10.1200/JC0O.1992.10.4.513,
10.20517/c¢dr.2022.13, 10.20517/cdr.2022.01) i odniesienie si¢ do zagadnienia platyno-
wrazliwosci/opornosci. Jak sg definiowane te pojecia, jak ta definicja ewoluuje w czasie, jakie
przyjmuje si¢ czasy do nawrotu dla poszczegdlnych kategorii, czy jest to zmienna skokowa,
jak sie ogolnie przyjmuje, czy moze jednak ciagla?

W dalszych rozdzialach Doktorantka opisuje wirusa krowianki i jego mozliwe zastosowania
w terapii onkolitycznej, nastgpnie os sygnalowg CXCR4/CXCL12, komérkowe sktadniki
mikrosrodowiska guza (komorki mieloidalne, w tym makrofagi zwiazane z guzem (TAM)



i limfocyty, a takze fibroblasty zwigzane z rakiem (CAF)) oraz zjawisko tolerancji
immunologicznej, zaréwno w fizjologii jak i patologii, a na koniec sekwencjonowanie
transkryptomu pojedynczych komorek (scRNA-seq).

7 obowiazku recenzenta musz¢ wymieni¢ (nieliczne) drobne bledy edytorskie, ktore udato mi
sie wysledzi¢ w pracy, a takze pewne zaskakujace i niesciste sformulowania (tych jest wigcej),
przykladowo:

Str. 22. ,,Myeloid cells are the main cell branches generated during hematopoiesis...” —
nieuprawniony skrot myslowy (komorki nie sa gateziami).

Str.29. Prosze o komentarz, co Doktorantka rozumie np. przez takie stwierdzenie: “There are
many types of RNA that are essential for cell growth and differentiation™? Rodzaje RNA to
zasadniczo mRNA, tRNA, rRNA, miRNA, InRNA, itd. Czy ktdrys rodzaj jest zdaniem
Doktorantki szczegélnie istotny dla wzrostu i roznicowania? Prosz¢ o wyjasnienie.

Str 31. W tekscie nazwa szczepu mysiego: TgMISIIR-Tag-Low, na rycinie 4 — TgMISIIR-Tag-
Low SV40 Tag+

Str 56/57. Ryc. 21 A i B — brak opisu, z jakiego uktadu eksperymentalnego komorki sg tu
analizowane metoda klasteryzaciji? Czy to jest pula komoérek z ascytu ze wszystkich ukladow
eksperymantalnych (WT control, WT treated, Tg control, Tg treated?). Skrét z legendy Rye. 21
C: NKT — prawdopodobnie natural killer T cells, nie jest wyjasniony i nie ma go w spisie
skrotow.

Str 66 u gory: jest ...on day 9 and 10... - powinno by¢ ...on day 10 and 19...

Podsumowujac oceng formalng pracy, Doktorantka musiata si¢ zmierzy¢ si¢ z trudnym
zadaniem opisu bardzo zlozonego uktadu eksperymentalnego i w mojej subiektywnej opinii
opis ten nie zawsze jest jasny i czytelny, a raczej do$¢ hermetyczny, zrozumiaty gtéwnie dla
0s6b zaangazowanych w projekt badawczy. Warto, by¢ moze, wzigc¢ to pod uwage w
przysztych opracowaniach. Rowniez dodanie rozdzialow opisujacych cele projektu i konkluzje
wplynetoby pozytywnie na czytelnos¢ pracy.

Uklad eksperymentalny

W pracy wykorzystano syngeniczny mysi model ortotopowego raka jajnika. Wykorzystano
myszy szczepu C57BL/6 — dzikie (WT) oraz transgeniczne (TgMISIIRR-TAg-Low, otrzymane
od dr Dennise Connoly), z ekspresjg duzego antygenu T wirusa SV40 (TAg SV40) pod
kontrolg promotora genu MISIIR (Miillerian inhibiting substance type II receptor), tkankowo-
swoistego dla nabtonka powierzchniowego jajnika i nablonka jajowodu. Szczep TgMISIIRR-
TAg-Low charakteryzuje si¢ niskg ekspresja TAg SV40, nie powodujgcg widocznych patologii
(np. spontanicznego tworzenia guzéw jajnika/jajowodu). Do tworzenia ortotopowych guzéw
jajnika uzywano linii komdrkowej MOVCAR 5009, wyprowadzonej przez dr Dennise Connoly
od syngenicznych myszy transgenicznych (TgMISIIRR-TAg-SV40-Tag+) z wysoka ekspresja
Tag SV40 w nablonku jajnikéw i jajowodow, czego efektem byl szybki rozwdj guzow i
wysieku otrzewnowego. Jest to model odpowiadajacy niskozréznicowanemu rakowi
surowiczemu jajnika (HG-SOC) u cztowieka, czyli najczgstszemu i najgroZniejszemu typowi
histologicznemu raka jajnika. Linia MOVCAR 5009 charakteryzuje si¢ ekspresjg TAg SV40;
myszy dzikie (WT) sa antygenowo-naiwne w odniesieniu do TAg SV40, a myszy
transgeniczne TgMISIIRR-TAg-Low sa gospodarzem tolerogennym. Ten elegancki i zlozony
model umozliwia badanie odpowiedzi uktadu odpornosciowego na obecno$¢ komérek
nowotworowych oraz na leczenie przeciwnowotworowe u gospodarza immunokompetentnego
i w modelu tolerogennym.

Myszy dzikie i transgeniczne obarczone nowotworem z komérek MOVCAR 5009 leczono za
pomocg wirusoterapii onkolitycznej. W tym celu wykorzystywano dwie modyfikacje wirusa
krowianki: OV-EGFP (z ekspresjg biatka reporterowego EGFP) oraz OV-CXCR4-A —

z ekspresja antagonisty receptora CXCR4. Konstrukt OV-EGFP stuzyt do oceny wlasciwosci



terapeutycznych samego wirusa krowianki, za$§ OV-CXCR4-A — zostal zaprojektowany w taki
sposéb, zeby wzmacniaé efekt terapeutyczny wirusa poprzez hamowanie sygnalizacji
cytokinowej na osi CXCL12/CXCR4. Ten szlak sygnalizacyjny jest wykorzystywany przez
immunosupresyjne komorki CAF (cancer associated fibroblasts), a jego zablokowanie moze
prowadzi¢ do nasilenia odpowiedzi przeciwnowotworowej ze strony limfocytow T CD8+

i eliminacji komorek guza.

W obu modelach mysich (WT i Tg) Doktorantka oceniata tumorogenno$¢ komérek MOVCAR
5009 i progresje guzow u myszy nieleczonych oraz odpowiedz na leczenie i status
immunologiczny mikrosrodowiska nowotworowego (jako mikrosrodowisko traktowano ptyn
wysickowy z jamy otrzewnej, ascyt). Analizie podlegaly komérki makrofagéw zwigzanych

z guzem (TAM), fibroblastow zwigzanych z rakiem (CAF) 1 limfocytéw zwigzanych z guzem
(TAL). Do dektekeji i charakteryzowania poszczegdlnych populacji stosowano cytometri¢
przeptywows (FACS) z uzyciem swoistych przeciwcial i analiz¢ transkrytomu.

Aby ocenié role limfocytow T4 i T8 w odpowiedzi przeciwnowotworowej wykonano
cksperyment z eliminacja limfocytéw (T-cell depletion study). W te sposob wykazano
kluczows rol¢ komérek CD8+ w odpowiedzi przeciwko guzom MOVCAR 5009.

Wrykonano takze adopcyjny transfer komorek (adoptive cell transfer) TAM 1 CAF z ascytu
myszy Tg obarczonych nowotworem, do myszy dzikich z guzami z komorek MOVCAR 5009.
Wplyw TAM i CAF na wzrost guzow monitorowano za pomoca bioluminescencji, wykazujgc
ich immunosupresyjne dziatanie (manifestujace si¢ jako szybszy wzrost guza) w poréwnaniu
do TAM i CAF pochodzacych z myszy dzikich.

Cytotoksycznos¢ komorek CD8+ pochodzacych od kontrolnych i leczonych OV-CXCR4-A
myszy, zarowno dzikich jak i Tg, oceniano in vitro wzgledem komérek MOVCARS5009.

Bardzo cickawa czescig pracy jest analiza transkryptomu komoérek ascytu od myszy dzikich
i Tg, obarczonych guzami MOVCARS5009, kontrolnymi i leczonymi OV-CXCR4-A za
pomoca wyrafinowanej techniki (scRNA-seq). Dane analizowano nienadzorowana metoda
klasteryzacji; analiza ekspresji gtdéwnych genéw definiujacych klastry pozwolila
scharakteryzowa¢ je pod katem populacji komdrkowych, ktére poszczegolne klastry
reprezentuja. Obrazy klasteryzacji (Ryc. 21 i 24) bardzo czytelnie ilustruja zmiany populacji
komorek mikrosrodowiska pod wptywem terapii onkolitycznej u obydwu typach gospodarza
(immunokompetentnego i tolerogennego), zas analiza profilu ekspresji genow i analiza
szlakéw sygnatowych pokazuje kluczowe geny i mechanizmy sygnalizacyjne zaangazowane
w proces immunosupresji vs. odpowiedzi przecinowotworowe;j.

Odnosénie tego elementu pracy (Ryc. 21 A 1 B), interesuje mnie czy w ascycie nie wykrywano
w ogoéle sygnatury typowej dla komoérek mezotelialnych/migdzyblonkéw? One powinny by¢
obecne w ascycie. Czy byl problem z detekcja takiej sygnatury, czy nie zwr6cono na nig
uwagi? Drugie moje pytanie do tej czgsci pracy dotyczy problemu ograniczonej skutecznosci
terapii rakow jajnika za pomoca inhibitoréw immunologicznych punktéw kontrolnych. Czy
w analizie uzyskanych danych transkryptomicznych mozna prébowa¢ analizowac¢ (raczej nie
wprost, bo struktura eksperymentu nie jest nakierowana na taki cel) to zagadnienie?

Odnosénie terapii onkolitycznej, brakuje mi troch¢ poglebionej analizy dla poréwnania
odpowiedzi na terapie OV-EGFP vs. OV-CXCR4-A, w szczegdlnosci odpowiedzi na pytanie,
czy rzeczywiscie w profilu ekspresji genoéw wida¢ efekt zablokowania sygnalizacji na osi
CXCL12/CXCR4? Czy korzystne efekty terapii konstruktem OV-CXCR4-A rzeczywiscie
wynikaja z blokowania tej osi sygnatowe;j?

Ocena pracy doktorskiej

Praca doktorska mgr Mistarz obejmuje obszerny cykl doswiadczen z wykorzystaniem bardzo
eleganckiego i ztozonego modelu badawczego oraz szerokiego wachlarza zaawansowanych
technik eksperymentalnych. Szczegdlnie atrakcyjna jest analiza metodg sekwencjonowania



transkryptomu pojedynczych komérek. Projekt pozwolil na systematyczng i uporzadkowang
analize szeregu zagadnien zwigzanych z odpowiedzig przeciwnowotworows u myszy
immunokompetentnych i tolerogennych.

Glowne wnioski:

U myszy dzikich (immunokompetentnych), w odpowiedzi na rozwoj guza z komoérek
MOVCAR 5009 obserwowano obecno$é komorek T CD8+ skierowanych przeciwko
neoantygenowi Tag SV40, obecnos¢ fibroblastow o wiasciwosciach immunostymulujacych
i zréwnowazong populacj¢ makrofagow M1/M2.

U myszy transgenicznych (tolerogennych) komérki MOVCAR 5009 byly bardziej
tumorogenne, a mikrosodowisko guza miato cechy immunosupresyjne (obecnos¢ komérek
CAF, przewaga makrofagéw M2, niski poziom komoérek T CD8+ przeciwko TAg SV40)

Terapia onkolityczna powoduje specyficzng dla TAg SV40 odpowiedz komérek T; odpowiedz
ta jest silniej wyrazona u myszy immunokompetentnych w poréwnaniu do tolerogennych,
a takze w przypadku terapii wirusem OV-CXCR4-A, w poréwnaniu z dzikim (OV-EGFP).

Odpowiedz przeciwnowotworowa jest zalezna glownie od limfocytow T CD8+, ktore u myszy
dzikich sa w pelni funkcjonalne, za$ u myszy Tg maja cechy dysfunkeji (exhausted
phenotype). Jest to widoczne zaréwno w testach funkcjonalnych in vitro (obnizona
cytotoksycznosé) jak i w profilu ekspresji genéw (scRNA-seq).

Terapia OV-CXCR4-A czgéciowo przezwycigza stan immunosupresji u myszy Tg — znaczaco
zmniejsza si¢ liczba komorek CAF oraz nastepuje cze¢$ciowa polaryzacja makrofagow M2 do
fenotypu M1.

Podsumowujac, Doktorantka wykazala, ze terapia wirusem onkolitycznym uzbrojonym

w antagoniste receptora CXCR4 wydajnie zwicksza odpowiedZ przeciwnowotworowa, nawet
w przypadku tolerogennego gospodarza, a takze szczeg6lowo scharakteryzowala mechanizm
tego zjawiska. Jest to bardzo elegancki i kompletny zestaw badan o duzym potencjale
przedklinicznym.

W mojej opinii, praca spetnia warunki okreslone w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo

o szkolnictwie wyzszym i nauce, z pdzniejszymi zmianami (Dz. U. z 2023 r. poz. 742, 1088
i 1234; ogloszone dnia 30 kwietnia 2023 r.), dlatego wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny Nauki
Biologiczne Uniwersytetu Jagiellofiskiego o dopuszezenie mgr Anny Mistarz do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na wysokg jako$¢ badan wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej oraz fakt
opublikowania wynikéw w artykutach, w ktorych Doktorantka jest pierwszym autorem —
whnioskuj¢ rownieZ o wyrdéznienie rozprawy doktorskiej.
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