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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Anny Mistarz

pt.: .Reprogramming the Tumor Microenvironment in Ovarian Cancer by Oncolytic Virotherapy Targeting
CXCL12 Chemokine/CXCR4 Receptor Signaling Pathway”
wykonanej
w Department of Immunology at Roswell Park Comprehensive Cancer Center , Buffalo, United States
pod opieka promotoréw dr hab. Danuty Kezbor oraz prof. dr hab. Hanny Rokity

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska mgr Anny Mistarz zatytulowana jak wyzej, zostala
wykonana pod opiekg naukows Pani dr hab. Danuty Kozbor oraz Pani prof. dr hab. Hanny Rokity.
Rozprawa dotyczy istotnego problemu globalnego jakim jest rak jajnika (OC) i poszukiwania nowych
strategii terapeutycznych z wykorzystaniem wirusow onkolitycznych.

Niekorzystne statystyki pigcioletnich przezy¢ z powodu OC s3 wynikiem niepoznanej do konca
patogenezy tego nowotworu oraz niskiej skutecznosci dostgpnego leczenia. Stad tez podjeta przez
Doktorantke tematyka badawcza doskonale wpisuje si¢ w aktualny i niezwykle istotny nurt badan
poswieconych opracowywaniu nowych, ukierunkowanych terapii przeciwnowotworowych. Na uwage
zastuguje wybor éciezki sygnalowej CXCL12/CXCR4 do badan w modelu raka jajnika, ktéry
rozprzestrzenia si¢ w obrebie jamy otrzewnej, przez co stanowi dogodny model dla dootrzewnowego
podania wiruséw onkolitycznych, Szlak CXCL12/CXCR4 pehi istotng rolg w biologii i patogenezie raka
jajnika. Uczestniczy w procesach jego waskulogenezy, angiogenezy oraz immunosupresji, przyczyniajac sig
do progresji choroby i powstawania przerzutéw. Dlatego tez $ciezka sygnatowa CXCL12/CXCR4 stanowi
obiecujacy cel terapeutyczny.

Ocena poprawnosci struktury rezprawy

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska ma form¢ monografii liczacej 93 strony maszynopisu i ma
w wickszosci uklad typowy dla prac eksperymentalnych. Rozprawa rozpoczyna si¢ Wykazem Skrétow, po
ktorym nastepujg Spis Rycin i Tabel, Streszczenia w jezyku angielskim i polskim, syntetyczny Wstep, ktory
wprowadza czytelnika w zakres problematyki raka jajnika, heterogennego mikrosrodowiska tego nowotworu
oraz roli szlaku CXCR4/CXCL12 w nowotworzeniu. Po Wstegpie Autorka zamieScila opis Materiatow
i Metod, Wyniki, Dyskusje, oraz Bibliografie. Niestety, w pracy nie znalazlam wyodrgbnionego Celu oraz
Wnioskow, ktére w mojej opinii sg bardzo istotnym elementem tego typu dysertacji i powinny byé wyraznie
wyeksponowane i podkre§lone w strukturze monografii. Zwlaszcza, ze Doktorantka zaprojektowata i
przeprowadzita cickawe eksperymenty i wykorzystala do badan wiele nowoczesnych technik. Poza tym w
pracy zachowano proporcje pomig¢dzy poszczegolnymi jej rozdziatami.
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Ocena merytoryczna rozprawy

W liczacym 16 stron maszynopisu Wstepie Autorka rozprawy opisala aktualne dane statystyczne
dotyczace zachorowalno$ci i $miertelno$ci z powodu OC na Swiecie. W kolejnych czeSciach Wstepu
wspomniala ogdlnikowo o aktualnych mozliwosciach leczenia OC wskazujac na potrzebg poszukiwania
innych alternatywnych terapii celem poprawy skutecznosci leczenia. Nastepnie Autorka opisala cechy
wirusa krowianki oraz przedstawila zalety onkolitycznej wirusoterapii z wykorzystaniem rekombinowanego
wirusa krowianki wykazujacego ekspresje antagonisty receptora CXCR4 w modulacji wrodzonej i nabytej
odpowiedzi uktadu immunologicznego. W kolejnej czesci Wstgpu Autorka dokonala przegladu literatury na
temat roli szlaku CXCR4/CXCLI12 w patogenezie nowotworéw. W dalszej kolejnosci opisata ogdélnikowo
wybrane populacje komorek uktadu immunologicznego w mikrosrodowisku raka jajnika, ze szczeg6lnym
uwzglednieniem komorek o potencjale immunosupresyjnym tj. makrofagi zwigzane z nowotworem,
limfocyty T regulatorowe, oraz fibroblasty. Zagadnienia te zostaly omoéwione krotko i stanowia
wyselekgjonowany zbidr podstawowych informacji.

Niewatpliwie atutem Wsigpu bytoby opisanie roli szlaku CXCR4/CXCL12 w patogenezie i progresji
raka jajnika, ktory zostal wybrany jako model eksperymentalny do badan.

Wedlug mojej opinii zabraklo informacji na temat najnowszych terapii stosowanych w klinice /lub
badaniach klinicznych tj. terapie antyangiogenne, inhibitory polimerazy poli-ADP rybozy, a takze inhibitory
immunologicznych punktow kontrolnych i wykazania dlaczego nie sa one skuteczne w terapii OC?

Za niewlaciwe uwazam umieszczenie rozdziahu L6. ,,Single-cell RNA sequencing” w strukturze
Wstepu. Informacje w nim zawarte dotycza opisu jednej z zastosowanych w pracy technik badawczych.
Korzystnigjsze byloby ich zamieszczone w Materialach i Metodach lub ewentualnie w Dyskusji, celem
podkreglenia nowatorskiego aspektu przeprowadzonych przez Doktorantke badan.

We Wstgpie zabraklo natomiast wyczerpujacego uzasadnienia wyboru problematyki dysertacji i toku
rozumowania jaki przeprowadzila Kandydatka przystgpujac do badan. Nasuwa si¢ pytanic: Co stanowito
przeslanke do podjecia badan? Wedlug mojej opinii takim uzasadnieniem moglyby by¢ badania wlasne
Doktoranki, do ktérych odnosi si¢ w dyskusji (pozycja pismiennictwa 151), ktére jak sama podkresla
stanowily inspiracj¢ do przeprowadzonych badan.

Osobiscie zmienitabym kolejnos¢ podrozdzialow w strukturze Wstepu tj. po podrozdziale I.1.
., Ovarian cancer” bardziej sensowne wydaje si¢ umieszczenie charakterystyki i specyfiki mikrosrodowiska
raka jajnika, w tym wybranych populacji komorek ukiadu immunologicznego, nastgpnie roli chemokin ze
szczegOlnym uwzglednieniem szlaku CXCR4/CXCL12 w patogenezie innych nowotwordéw 1 raka jajnika,
opisu obecnie stosowanych terapii w leczeniu pacjentek z OC, ograniczen tych terapii jako luki do
uzupelnienia, a nastepnie wyeksponowalabym zalety onkolitycznej wirusoterapii z wykorzystaniem
rekombinowanegoe wirusa krowianki. Taka kolejno$é stanowitaby plynne i uzasadnione przejscie do celu
badan.

Na stronie 24 Wstegpu uwage zwraca nieprecyzyjne sformulowanie “benign OC” ,, Compared with
patients with benign OC, the proportion of M2 macrophage infiltration is significantly increased in
peritoneal metastases . Proszg o komentarz w tej kwestii.

Nalezy tez pamigta¢ o wyjasnianiu uzywanych skrétéw w momencie ich pierwszego pojawienia si¢
w tekscie pracy (dla przyktadu skrot VEGF-A pojawia si¢ w pracy na str. 16, a jego wyjasnienie Autorka
umieszcza na stronie kolejnej). Jest to istotne w przypadku tak olbrzymiej liczby skrotow wystgpujacych w
tekscie rozprawy.

Autorka rozprawy dolozyta staran, zeby wzbogaci¢ tekst Wstgpn rycinami, pomocnymi
W zrozumieniu tresci.
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W pracy brakuje okre$lenia Celu pracy, ktory stanowi bardzo waing czes¢ w strukturze dysertacji.
Tym samym brakuje jasnego uzasadnienia wyboru tematyki prowadzonych badan. Cel jest formutowany dla
podkreslenia istoty problemow, ktére naukowiec pragnie rozwiaza¢ w prowadzonych badaniach. Dlatego tez
powinien by¢ wyraznie wyeksponowany. Poprosz¢ o jasne sprecyzowanie celu pracy podczas obrony.

Rozdzial Material i Metody jest opisany dokladnie. Metodyka badan zostata prawidtowo dobrana do rodzaju
przeprowadzonych eksperymentéw. W rozprawie podano informacj¢ o zgodzie Komisji Bioetycznej
uzyskanej na przeprowadzenie badaf. Rozdzial ten zawiera szczegblowe informacje dotyczace
charakterystyki modeli badawczych oraz zastosowanych metod badawczych. W tym miejscu pragne
podkresli¢ wykorzystanie przez Doktorantkg dwoch mysich modeli badawczych: antygenowo-dziewiczych
myszy dzikiego typu oraz myszy transgenicznych (TgMISIIR-TAg-Low) dla ktorych antygen T SV40 pelnit
funkcje neoantygenu. Uzyte modele zwierzece zostaly pozyskane dzigki wspolpracy ze znanymi na $wiecie
o$rodkami naukowymi. Autorka pracy zamiescila odpowiednig adnotacj¢ odnosnie ich pochodzenia.

Na uwage zashuguje ponadto réznorodnos¢ wykorzystanych, nowoczesnych technik badawczych,
ktore Doktorantka wykonywata samodzielnie takich jak: techniki molekulame, w tym sekwencjonowanie
nowej generacji (NGS), analizy na poziomie pojedynczej komorki, sortowanie komérek, cytometria
przeplywowa, ztozone badania in vivo na wspomnianych wczesniej modelach mysich, co jest niewatpliwie
olbrzymia zaletg pracy.

Celem molekularnym wybranym przez Doktorantke byla sciezka sygnatowa CXCR4/CXCL12, ktéra
odgrywa istotng rolg w patogenezie wielu nowotworéw. Receptor CXCR4 ulega m.in. ekspresji w
komérkach raka jajnika, ktore ponadto wykazujg zdolnoé¢ do produkeji chemokiny CXCLI12. Szlak ten
uczestniczy zaréwno w autokrynnych jak i parakrynnych oddzialywaniach pomigdzy réznymi populacjami
komoérek w mikrosrodowisku nowotworowym. Bierze udzial w waskulogenezie (rekrutacia prekursorow
komdrek srodblonkowych EPC), angiogenezie (popudzanie wydzielania VEGF przez komorki
nowotworowe), ponadto wykazuje dziatanie immunosupresyjne (rekrutacia MDSCs, plazmocytoidalnych
DCs, Tregs). Dzicki tym mechanizmom pobudza wzrost, migracj¢ i inwazyjno$¢ komérek nowotworowych,
stymulujac progresj¢ 1 tworzenie przerzutow OC.

Doktorantka uzyla w eksperymentach rekombinowanego wirusa krowianki, z wklonowanym genem
antagonisty receptora CXCR4 (OV-CXCR4-A). Wykorzystata szczepy pozbawione genéw dla czynnika
wzrostu wirusa krowianki (VGF) oraz kinazy tymidynowej (TK), ktdre posiadaja obnizong zdolnosc
namnazania si¢ w komorkach prawidlowych. Jako swoiste kontrole poshizyty wirusy z wbudowanym
fragmentem Fc (OV-Fc) lub z biatkiem EGFP (OV-EGFP). Nastepnie Doktorantka oceniata skutecznos¢
dziatania tak zmodyfikowanego wirusa krowianki w zwierzgcych modelach mysich rakow jajnika
(antygenowo-dziewiczych myszy dzikiego typu oraz transgenicznych myszy TgMISIIR-TAg-Low).
Ponadto Doktorantka oceniata zmiany w mikrosrodowisku guza indukowane przez zmodyfikowane wirusy.
Ten aspekt przeprowadzonych badan oceniam wysoko, ze wzgledu na zastosowanie nowatorskich i
pracochtonnych technik badawczych umozliwiajacych modulacje aktywnosci komérek ukladu
immunologicznego, oraz potencjal aplikacyjny przeprowadzonych eksperymentow.

Uklad tego rozdzialu jest przejrzysty. Autorka rozprawy wzbogacila rozdzial rycinami oraz
zestawieniami tabelarycznymi, co zwigksza jego klarownosé. Wykonanie ambitnych, pracochlonnych i
czasochtonnych eksperymentéw, nie budzi zastrzezen. Autorka szczegélowo opisuje wykonanie
poszczegolnych etapdw oznaczen, co dowodzi rzetelnosci wykonanych badan, a takze umozliwia ich
powtorzenie.

Wyniki opisane sa na 29 stronach i przedstawione na 25 wykresach. Przedstawione sg opisowo oraz
przy pomocy precyzyjnie opracowanych rycin i wykreséw odzwierciedlajacych obliczenia statystyczne.
Przeprowadzenie tak obszernych analiz i zestawien wymagato duzej skrupulatnosci i nakladu pracy.

W przeprowadzonych badaniach in vivo Doktorantka ocenita wplyw zaprojektowanej terapii wirusowe;j
na wzrost guza (raka jajnika) oraz dhugoéé przezycia zwierzat doswiadezalnych. Ponadto skoncentrowata sig
na ocenie wybranych parametréw ukladu immunologicznego w mikrosrodowisku wyindukowanego guza
jajnika i poréwnala uzyskane wyniki w dwoch wezesniej wspomnianych mysich modelach
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eksperymentalnych. Wyniki tych badan pokazujg, ze zastosowany konstrukt OV-CXCR4-A w badaniach in
vivo hamowal wzrost guza NOWotworowego. Obserwowane przezycia Zardwno
w przypadku modelu myszy typu dzikiego jak i transgenicznych byly dhuzsze (odpowiednio o 10 1 4 dni)
w porownaniu do modeli nieleczonych, jednakze obserwowana roznica nie osiagneta istotnosci statystycznej.

Co interesujace, w badaniach in vivo Autorka pracy wykazala réznice w profilu ekspresji genéw oraz
stopniu aktywacji ocenionych populacji komorek ukladu immunologicznego w zaleznosci od
wykorzystanego modelu eksperymentalnego. W  mikrosrodowisku plynu otrzewnowego myszy
transgenicznych (TgMISIIR-TAg-Low) dla ktérych antygen T SV40 pelnit funkcje neoantygenu wykazano
dominacje makrofagéw zwigzanych z nowotworem o fenotypie M2 oraz fibroblastow o potencjale
immunosupresyjnym. Natomiast u myszy typu dzikiego, nie poddanych terapii wykazano obecnosé
limfocytéw cytotoksycznych skierowanych przeciwko antygenowi T SV40, poréwnywalny odsetek
makrofagbw M1 1 M2 oraz obecno§¢ fibroblastbw o potencjale immunostymulujgcym.

Ponadto, Doktorantka wykazala réznice w nasileniu odpowiedzi immunologicznej indukowanej
w wyniku podania rekombinowanego wirusa krowianki wykazujacego ekspresje antagonisty receptora
CXCR4 (terapia OV-CXCR4-A). U myszy typu dzikiego poddanych terapii, limfocyty TCD8" cechowaly sig
podwyzszona ekspresjag genow warunkujacych ich réznicowanie i przezycie, aktywacje i funkcje
cytotoksyczne, podczas gdy u myszy transgenicznych komérki te posiadaly fenotyp komorek
»wyczerpanych”. Charakteryzowaly sie one zwiekszong ekspresja gendéw zwigzanych z ,,wyczerpaniem™
oraz slabszym wigzaniem tetrameru TCRtag-l w poréwnaniu do myszy typu dzikiego. W testach
cytotoksycznoéci limfocyty TCD&" u myszy transgenicznych (TgMISIIR-TAg-Low) wykazywaly nizszg
aktywno$¢ cytotoksyczng po terapii OV-CXCR4-A w poréwnaniu do ich odpowiednikéw u myszy typu
dzikiego. Usunigcie limfocytow TCD8™ dowiodlo, ze byly one komorkami odpowiedzialnymi za
terapeutyczny wplyw =zastosowanej terapii wirusowej OV-CXCR4-A. Co interesujgce, Doktorantka
zaobserwowala, ze rozprzestrzenianie sie antygenéw powodowane wirusoterpia OV-CXCR4-A oraz
aktywacja antygenu T SV40 moga przeprogramowaé niewrazliwe limfocyty T CD8" skierowane przeciwko
komorkom nowotworowym u myszy TgMISIIR-TAg-Low prowadzac do eliminacji fibroblastow oraz
polaryzacji makrofagow w kierunku typu M1.

Uzyskane wyniki sg ciekawe w kontekscie ich zastosowania w praktyce klinicznej i wskazuja na
mozliwo$¢ modulacji niewrazliwych komorek ukladu immunologicznego dla zwigkszenia skutecznosci
terapii przeciwnowotworowej. Przeprowadzone badania wskazuja na potencjal mysiego modelu TgAMISIIR-
TAg-Low w przedklinicznej ocenie terapeutykdw i z pewnoscia powinny by¢ kontynuowane.

Uwagi/Pytania do tej cze¢sei pracy:

1. Gdzie byly podawane rekombinowane wirusy z wbudowanym fragmentem Fc (OV-CXCR4-A) albo
z biatkiem EGFP (OV-EGFP)? doguzowo (jak podaje Autorka w rozdziale 3. Results (3.1) czy
dootrzewnowo (jak podaje w Metodyce w rozdziale in vivo Studies, 2.37)

2. W rozdziale Wyniki Doktorantka, poza opisem wynikéw umieszcza odniesienia do rezultatdow
innych autoréw. Konfrontacje te powinny znalez¢ si¢ w Dyskusji.

3. Doktorantka w Wynikach redaguje stwierdzenia, ktére moglyby mie¢ charakter wnioskoéw
(Results str.43-44). Szkoda, ze nie zostaly one wyeksponowane jako odrgbny rozdziat pracy
tj. Wnioski, o czym wspomniatam juz wczesniej przy ocenie struktury pracy.

Chcialabym ponadto zaznaczyé, ze niektore wyniki badan przedstawione w rozprawie zostaly juz
wczesniej opublikowane przez Autorkg w Mol. Ther. Oncolytics 28, 230-248 (2023), w pracy zatytulowanej
“Reprogramming the tumor microenvironment leverages CD8+ T cell responses to a shared tumor/self
antigen in ovarian cancer” autorstwa Mistarz, A., Winkler, M., Battaglia, S., Liu, S., Hutson, A., Rokita,
H., Gambotto, A., Odunsi, K.O, Singh, PK., McGray, AJR., Wang, J, Kozbor, D.
Nalezaloby podkresli¢, ktore elementy (ryciny, wykresy) i w jakim zakresie zostaly zaczerpnigte z tej
publikacji. Prosze o wyjaénienie podczas obrony na czym polega odmienno$¢ i oryginalno$¢ badai
uwzglednionych w rozprawie Doktorantki w stosunku do wynikéw wczesniej opublikowanych.
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Dyskusja ujeta na 6 stronach rozpoczyna si¢ omoéwieniem uzyskanych wynikow. Doktorantka
odnosi si¢ do rezultatéw opisanych w rozdziale Wyniki a takze do dwoch opublikowanych juz wezesniej prac
wlasnego autorstwa/wspolautorstwa zespolu z ktérym wspoélpracuje. Czasami tez odwoluje si¢ do efektow
badan innych autoréw. Brakuje w tym rozdziale szerszej konfrontacji uzyskanych wynikéw wiasnych
Doktorantki z rezultatami przedstawionymi w literaturze naukowe;j.

W pracy brakuje wyeksponowania Whioskéw wynikajacych z przeprowadzonych badan
i podsumowujacych rozprawg doktorska. Wnioski sg bardzo istotnym elementem dysertacji i powinny by¢
wyraznie wyeksponowane i podkreslone w strukturze monografii. Prosze o zredagowanie Wnioskow
wynikajacych z przeprowadzonych przez Autorke badan i przedstawienie ich w trakcie obrony.

Bibliografia obejmujel52 pozycje prac anglojezycznych, uporzadkowanych w kolejnosci cytowania.
Nie mam wickszych zastrzezeh odno$nie sposobu wykorzystania przedstawionych prac. Aczkolwiek w
niektorych miegjscach Autorka nie podaje zrddta informacii (przykladowo ostatnie trzy zdania - podrozdziat
1.4. Tumor microenvironment, czy do fragmentu na str.75-76, gdzie pisze ,, The current literature suggests”

W Streszezeniu w jezyku polskim i angielskim brakuje wyodrgbnionego celu i wnioskow.

Ocena strony edytorskiej rezprawy

Rozprawa napisana jest w jezyku angielskim. Uwage zwraca szczegdlowo dopracowana szata
graficzna i sposob prezentacji wynikéw badan Doktorantki. Doktorantka dolozyla staran, Zeby wzbogacié
tekst zestawieniami tabelarycznymi, wykresami i rycinami, pomocnymi w zrozumieniu tresci. Niewatpliwie
ulatwiajg one analize wynikdéw zlozonych eksperymentéw. Podzial na rozdzialy i podrozdzialy jest jasny
i czytelny.

W pracy wystepujg pewne nieprecyzyjne sformutowania. Poprosz¢ o ich wyjaénienie:
- tumorogenno$§¢ komorek raka jajnika” (Streszczenie, str.12)
- .antygenowo-naiwne myszy” (Streszczenie, str.12)

Podsumowanie recenzji

Podsumowujac pragng podkre§li¢, ze przedstawiona do recenzji praca mgr Anny Mistarz
pt. Reprogramming the Tumor Microenvironment in Ovarian Cancer by Oncolytic Virotherapy Targeting
CXCLI2 Chemokine/CXCR4 Receptor Signaling Pathway” jest opracowaniem interesujagcego problemu
naukowego. Doktorantka wykazala duze umiejetnoéci prowadzenia eksperymentalnych badan naukowych,
zdolnoé¢ wnikliwej analizy i interpretacji wynikéw. W swojej pracy zaprezentowala zréznicowany warsztat
metodyczny. Recenzowana dysertacja posiada oryginalny aspekt poznawczy obejmujgcy weryfikacje
aktywnoéci onkolitycznej zmodyfikowanego wirusa krowianki w modelach mysich in vivo. Przeprowadzone
badania stanowia podloze dla dalszych prac, ktére mogg okazaé sie pomocne w opracowaniu skutecznej
terapii przeciwnowotworowej. Otrzymane wyniki otwierajg dalsze perspektywy badawcze.

W zwigzku z powyzszym stwierdzam, ze praca pt. ,,Reprogramming the Tumor Microenvironment
in Ovarian Cancer by Oncolytic Virotherapy Targeting CXCL12 Chemokine/CXCR4 Receptor Signaling
Pathway”, spelnia warunki okreslone w  artykule 187 Ustawy 7 dnia 20 lipca 2018 r., Prawo o
szkolnictwie wyisgym i nauce (Dz.U. 7 2018 r. poz.1668 7 poz. zm.).

Tym samym wnosze do Rady Dyscypliny Naukowej Kolegium Nauki biologiczne Uniwersytetu
Jagiellonskiego o dopuszczenie mgr Anny Mistarz do dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia
doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.
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