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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Juliana Swatlera: “Role of leukemic extracellular
vesicles in differentiation and suppressive activity of regulatory T cells”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska to praca doswiadczalna, ktorej
celem bylo okreslenie, jaka role w modulacji limfocytow T regulatorowych (Tregs)
odgrywaja biataczkowe pecherzyki zewnatrzkomorkowe (EVs). Autor wychodzi z zatozenia,
ze rozwo0j biataczki jest promowany w sposob posredni poprzez te pgcherzyki. Miatyby on
dziata¢ poprzez aktywacje supresyjnych limfocytéw Tregs. Weryfikacja tej hipotezy zostata
przeprowadzona w modelu zwierzecym (in vitro 1 in vivo) oraz materiale ludzkim in vitro.
Autor zaobserwowal, ze w hodowlach ex vivo mysich i ludzkich Tregs z bialaczkowymi
pecherzykami zewnatrzkomorkowych, bialaczkowe EVs zwigkszaja aktywnos$¢ supresyjng
Tregs oraz poziom czynnika Foxp3. Ponadto EVs prowadzity do wzrostu fosforylacji
czynnika transkrypcyjnego STATS oraz zahamowania szlaku mTOR-S6 w limfocytach T
promujac w ten sposob aktywnos$¢ limfocytow Tregs. W obecnosci EVs wykazano tez
podwyzszong ekspresje genéw specyficznych dla Tregs. Zidentyfikowano dwie subpopulacje
ludzkich efektorowych Tregs (eTreg), ktore ulegaly ekspansji pod wptywem biataczkowych
EVs - CD30+CCR8hiTNFR2hi eTregl oraz CD39+TIGIThi eTreg2. Za pomocg
spektrometrii  masowej przeanalizowano sktad biatkowy bialaczkowych EVs i1
zidentyfikowano w nich biatko 4-1BBL, ktére odpowiadalo za wzrost ilosci czasteczek
efektorowych CD30, TNFR2 i LAG-3 na powierzchni limfocytow Tregs. Na uwage zastuguje
tez weryfikacja wptywu EVs na limfocyty Tregs w mysim modelu przewleklej biataczki
szpikowej. Autor poréwnal rozwdj biataczki wywolanej przez komorki typu dzikiego oraz
przez komoérki pozbawione biatka Rab27a, ktére wydzielaly mniejsza ilos¢ biataczkowych
EVs. Brak ekspresji Rab27a przez komorki biataczkowe doprowadzit do mniejszych
naciekéw komorek biataczkowych u myszy, a regulatorowe limfocyty T wyizolowane z tych

zwierzat wykazywaly mniejszg aktywno$¢ supresyjng w pordéwnaniu do biataczki


mailto:ptrzon@gumed.edu.pl

indukowanej linig dzikg. Gtownym wnioskiem pracy jest potwierdzenie indukcyjnej funkc;ji

EVs wydzielanych przez komorki biataczkowe na funkcje limfocytow Tregs.

Praca ma uktad klasyczny. Rozpoczyna ja Wstep, w ktorym Doktorant w sposob
szczegotowy omawia pochodzenie i biologie limfocytow Tregs oraz ich znaczenie w
nowotworzeniu. Nastepnie omoéwione zostato pochodzenie 1 funkcja biataczkowych
pecherzykéw zewnatrzkomorkowych, w szczegodlnosci ich rola w regulacji dziatania
limfocytow Tregs i w patogenezie nowotworéw. Uwazam, ze rozdzial jest napisany
przystepnym jezykiem z wykorzystaniem najnowszej literatury. Sposdb prezentacji pozwala
w pelni zrozumie¢ mozliwe interakcje miedzy limfocytami Tregs i EVs. Kolejnym
rozdzialem sg Materiaty i Metody, w ktorym Doktorant przedstawit szczegétowo stosowang
metodologi¢. Dobor metod uwazam za wtasciwy do zaproponowanych celow pracy. Uzyte
techniki sa nowoczesne 1 pozwolity odpowiedzie¢ na zadawane w pracy pytania badawcze.
Na uwage zasluguje szeroki wachlarz stosowanych metod, nowoczesne wieloparametryczne
metody interpretacji wynikow oraz weryfikacja hipotez badawczych w modelu in vitro.
Kolejng czgscig pracy sa Wyniki. Pomimo duzej ilosci rezultatow Autor przedstawil je w
sposob czytelny rozpoczynajac od analizy wplywu pecherzykow na aktywnos$¢ limfocytéw
Tregs, nastepnie opisal ,,morfologi¢” 1 sposoby dzialania pecherzykoéw na aktywnos¢
limfocytow 1 na koncu przedstawit weryfikacje hipotez in vitro w modelu mysim. Kolejnymi
rozdziatami sg Dyskusja 1 Wnioski, w ktorych Autor w sposéb przekonywujacy
zinterpretowat uzyskane wyniki. Uzyta literatura podobnie jak we Wstepie jest adekwatna i w

peini popiera wnioski wysnute przez Doktoranta.

Czytalem prac¢ z bardzo duza przyjemnoscia i wzbudzita we mnie naukowa

ciekawos¢, dlatego pozwolilem sobie na kilka pytan:

1. Fundamentalnym pytaniem dotyczagcym wynikow pracy jest to dotyczace opinii
Doktoranta na temat istniejgcych badan, w ktorych autorzy wskazuja na regulacyjng role
limfocytow Tregs w nowotworach hematologicznych, np. praca zespotu Carreras J.
(Blood. 2006;108:2957-2964). Wprawdzie sa to wyniki dotyczace konkretnego typu
chloniaka, ale wskazuja one, ze Tregs majg potencjat do ograniczania progresji
nowotworu, a nie jego promocji. Rozumiejac réznice miedzy komoérkami chtoniaka 1
komorkami biataczek (zaréwno typow limfoidalnych, jaki 1 mieloidalnych), chcialbym
zapyta¢ czy jest mozliwos¢, ze pecherzyki EV bylyby w stanie modulowaé limfocyty

Tregs, aby komorki te hamowaty rozw6j nowotworu? Jaki jest poglad Autora?
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2. Autor analizuje transkryptom limfocytow Tregs traktowanych EVs, ale takze cargo
niesione w samych pecherzykach (Tabela 4.1). Czy mozna przyjaé, ze przynajmniej
cze$¢ pokazywanych zmian transkryptomu limfocytow Tregs wynika nie ze zmian
transkrypcji w samych Tregs, ale raczej z obecno$ci w analizie materialu RNA
przeniesionego przez pecherzyki EV? Taka informacja miataby potencjalnie duze

znaczenie dla przysztych terapeutycznych zastosowan cargo niesionego przez EVs.

3. Zastosowane w modelu zwierzecym linie komorkowe rdéznig si¢ iloscig wydzielanych
EV, co wptywa na przebieg choroby poprzez modulacj¢ limfocytow Tregs. Czy podobny
efekt réznicy dynamiki rozwoju biataczki bytby notowany w przypadku uzycia jako
modelu zwierzat pozbawionych limfocytow Tregs (np. zwierzat NIHIII lub SCID lub
knockoutéw rag-negative common-gamma-chain-negative, tj. pozbawionych ukladu
odpornosciowego)? Taka kontrola odpowiedzialaby definitywnie na pytanie czy in vivo
limfocyty Tregs sg jedynym modulatorem wzrostu komoérek biataczkowych poprzez EV.

Czy w literaturze sg prace z takimi kontrolami eksperymentu?

4. Uzycie EV z linii biataczkowych jest pasjonujace dla przysztych terapii, ale niewatpliwie
istotna jest odpowiedz na pytanie czy i w jakim stopniu podobna regulacja istnieje w
warunkach fizjologicznych? Czy u zdrowego czlowieka/zwierzgcia indukcja tolerancji
immunologicznej roéwniez moze si¢ odbywac poprzez aktywacje limfocytow Tregs
pecherzykami EV? Wprawdzie Autor podaje kilka pozycji literatury opisujacej elementy
tego zjawiska, ale bylbym niezwykle ciekawy jak jest to opisywane w szerokiej

literaturze.

Konkludujac, uwazam prace za bardzo pozyteczng i niosaca duzy wklad do naszego
rozumienia funkcjonowania uktadu odpornosciowego w chorobach nowotworowych.
Zastosowane metody 1 uzyskane wyniki pozwalajg na dalszy rozwoj tego pomystu do badan
klinicznych wiacznie. Na uwage zastuguje takze szeroki wachlarz przeprowadzonych badan i

zapewne bardzo duzy wktad pracy Autora w przeprowadzenie tych eksperymentow.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z
dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz.U. 2021 poz. 478, 619,
1630) i wnioskuje o dopuszczenie mgr. Juliana Swatlera do dalszych czeéci przewodu

doktorskiego.



Jednoczesnie zwracam sie do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego o wyrdznienie pracy ze wzgledu na jej wartosci
merytoryczne i warsztatowe. Na szczegdlng uwage w pracy zasluguje rzeczowy sposéb
udowodnienia  stawianych hipotez poprzez bardzo adekwatnie dobrane prace
eksperymentalne. Dzigki rozbudowanemu warsztatowi laboratoryjnemu Doktorant udowodnil
in vitro 1 in vivo, 1z istnieje istotny wplyw pecherzykow EV na aktywnos¢ limfocytow Tregs.
Na uwage zastuguje publikacja wynikow pracy w prestizowym pismach z Listy
Filadelfijskiej.
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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Juliana Swatlera
pt. ,,Role of leukemic extracellular vesicles in differentiation and suppressive

activity of regulatory T cells”

Przestawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Juliana Swatlera wykonana zostata pod
kierunkiem promotora gtéwnego - Pani dr hab. Katarzyny Piwockiej, prof. Instytutu Nenckiego,
oraz promotora pomocniczego - dr Ewy Koztowskiej, z wydziatu Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego. Projekt doktorski realizowany byt przy wsparciu finansowym pochodzgcym z
kilku grantéw finansowanych przez Fundacje na Rzecz Nauki Polskiej oraz Narodowe
Centrum Nauki, w tym przez grant PRELUDIUM, ktérego kierownikiem byt Doktorant. W
wyniku realizacji projektu powstaty trzy oryginalne publikacje naukowe w recenzowanych
czasopismach takich jak European Journal of Immunology, Current Protocols in Immunology,
Blood Advances oraz jedna praca przeglgdowa w czasopismie Cancers.

Temat pracy doktorskiej dotyczy zagadnien zwigzanych z patomechanizmem rozrostow
hematologicznych wywodzgcych sie z komérek linii mieloidalnej, takich jak przewlekta i ostra
biataczka szpikowa. Jednym z istotnych elementow sprzyjajacych rozwojowi biataczek
szpikowych jest immunosupresja, ktdra zwigzana jest ze zwiekszong iloscig i aktywnoscig
regulatorowych limfocytow T. Celem niniejszej pracy byto zbadanie roli pecherzykéow
zewnatrzkomorkowych — produkowanych  przez  komérki  biataczkowe w  modulaciji
regulatorowych limfocytow T. Doktorant zastosowat w swojej pracy kilka modeli ex vivo, w
ktorych zbadat wptyw pecherzykéw zewngtrzkomoérkowych na limfocyty regulatorowe, w
dwodch ukfadach: mysim i ludzkim. Zbadane zostaty zarowno pecherzyki zewngtrzkomorkowe
produkowane przez linie komérkowe przewlektej i ostrej biataczki szpikowej, jak i pecherzyki
izolowane z surowicy chorych na biataczki szpikowe. Doktorant wykonat rowniez badania w
modelu mysim. Hipoteza badawcza jest jasno sformutowana. Postawiony cel naukowy,
zastosowane w pracy metody i modele badawcze pozwalajg na lepsze zrozumienie
patomechanizmu biataczek szpikowych, a wiec spetniajg wymog stawiany pracy doktorskiej.
Rozprawa napisana zostata w jezyku angielskim. Prace czyta sie dobrze, znalaztam jedynie
drobne i nieliczne literowki bgdz pominiecia stow, ktore nie wptynety na ogolny, bardzo dobry
odbior pracy. Praca obejmuje 176 stron i zawiera typowe dla rozprawy doktorskiej rozdziaty
takie jak wstep, zatozenia i cel pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusja, podsumowanie,

whnioski, spis literatury. Ponizej odniose sie do poszczegodinych rozdziatow.
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Wstep do pracy w sposob spdjny i logiczny wprowadza czytelnika w zagadnienia poruszane
w rozprawie doktorskiej. W oparciu o bardzo aktualng literature doktorant opisat aktualny stan
wiedzy dotyczgcy zagadnien zwigzanych z tematem pracy, takich jak: patomechanizm i
leczenie biataczek szpikowych, mechanizmy ucieczki spod nadzoru immunologicznego w
biataczkach szpikowych, limfocyty regulatorowe i ich rola w nowotworach litych i biataczkach
szpikowych, pecherzyki zewnagtrzkomorkowe (charakterystyka, metody izolacji i rola w
nowotworach). Role limfocytow regulatorowych w biataczkach szpikowych Doktorant opisuje
na stronach 28-30. Na podstawie przytoczonych publikacji, Doktorant opisuje, ze deplecja
limfocytéw regulatorowych wydtuza przezycie myszy, zarbwno w modelach ostrej jak i
przewlektej biataczki szpikowej. Brakuje jednak informacji, na jakim etapie rozwoju biataczki
usuwane sg limfocyty regulatorowe? Czy usuniecie limfocytéw regulatorowych u myszy z
rozwinietg biataczkg powoduje regresje choroby? Ma to istotne znaczenie z punktu widzenia
celowania w limfocyty regulatorowe w terapii biataczek.

Materiaty i Metody

W rozdziale Materiaty i metody doktorant szczegdtowo opisuje linie komdorkowe, modele in
vitro oraz in vivo, uktady eksperymentalne, materiat kliniczny i techniki, jakich uzywat w pracy.
Na podkres$lenie zastuguje réznorodnos$¢ technik badawczych uzytych w pracy. W tym
rozdziale zabrakfo kilku informaciji.

W czesci opisujgcej modyfikacje genetyczne CRISPR-Cas9 linii K562 oraz 32D Doktorant nie
podaje informaciji jaki plazmid uzyty zostat do nukleofekcji. Warunki nukleofekcji tez nie zostaty
szczegbtowo opisane.

W celu izolacji pecherzykow zewnatrzkomérkowych z medium kondycjonowanego znad
komérek mysich i ludzkich Doktorant zastosowat réozne warunki wirowania (str. 45 i tabelka
3.1). Z czego wynikaty te roznice?

Do testébw supresji uzywane byly bardzo mate ilosci limfocytéw regulatorowych i
konwencjonalnych. Jaka ilo§¢ konwencjonalnych limfocytoéw T analizowana byta w celu oceny
frakcji komorek proliferujgcych?

Wyniki

Rozdziat ten w logiczny i usystematyzowany sposob prezentuje uzyskane w pracy wyniki,
ktéore pozwalajg na zweryfikowanie stawianych hipotez i stanowig znaczacy wktad i
uzupetnienie istniejgcej wiedzy naukowej. Doktorant wykazat, Ze pecherzyki
zewnatrzkomérkowe produkowane przez komérki biataczkowe zwiekszajg poziom czynnika

Foxp3 i aktywnos¢ supresyjng regulatorowych limfocytow T. Za pomoca spektralnej cytometrii
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przeptywowej Doktorant zidentyfikowat i scharakteryzowat dwie subpopulacje ludzkich
efektorowych limfocytéw regulatorowych, ktore pojawiaty sie pod wptywem biataczkowych
pecherzykéow zewnagtrzkomérkowych. Ponadto, za pomocg spektrometrii mas, Doktorant
zidentyfikowat biatka obecne w biataczkowych pecherzykach zewnatrzkomorkowych, w tym
ligand receptora z rodziny TNF - biatko 4-1BBL. W ostatniej czesci Doktorant zaprezentowat
wyniki uzyskane w mysim modelu przewlekiej biataczki szpikowej, za pomocag ktérego
potwierdzit istotng role pecherzykow zewnatrzkomorkowych w modulacji  limfocytow

regulatorowych oraz w progresiji biataczki. Do tego rozdziatlu mam kilka pytan i komentarzy.

Na rycinie 4.3 zaprezentowanej na str. 83 pokazano, ze w szpiku i Sledzionach myszy z
przewlektg biataczka szpikowg jest wiekszy odsetek limfocytéw regulatorowych grasiczych
(Helios+ Tregs). Czy Doktorant ocenit catkowity odsetek limfocytéw regulatorowych w obrebie
limfocytéw CD4-dodatnich? Indukowane limfocyty regulatorowe tez zwiekszajg sie wraz z

progresja biataczek. Czy ten efekt byt obserwowany w badanym modelu?

Biatko 4-1BBL zidentyfikowane zostalo jako istotny czynnik obecny w pecherzykach
zewnagtrzkomorkowych wydzielanych przez ludzkie komérki biataczkowe i wptywajacy na
modulacje limfocytéw regulatorowych. Badania proteomiczne pecherzykéw wykazaty jednak
obecnos¢ bardzo wielu biatek (ponad 2000). Na jakiej podstawie do dalszych badan wybrane
zostato biatko 4-1BBL? Czy inne tez byly testowane? Czy biatko to zostato réwniez

zidentyfikowane w pecherzykach zewnatrzkomérkowych wydzielanych przez komorki mysie?

Bardzo warto$ciowe sg tez wyniki uzyskane w modelu in vivo, opisane w podrozdziale 4.3.
Zauwazytam jednak pewne niejasnosci. Na str. 135, w podsumowaniu podrozdziatu 4.3.4.,
Doktorant wnioskuje: “Altogether, in vivo experiments in a mouse model of CML-like disease
have confirmed crucial role of Treg cells in disease development”. To stwierdzenie nie jest
poparte wynikami zaprezentowanymi w pracy. Wptyw regulatorowych limfocytéw T na rozwdj
/progresje biataczki zbadany zostat pdzniej (Rycina. 4.44, str. 138) i tylko posrednio. Jesli ten
wniosek zostat sformutowany w oparciu o literature, powinna ona by¢ w tym miejscu

zacytowana.

Znalaztam tez drobne btedy. W opisach do rycin 4.21 i 4.24 jest informacja, ze ,-log10 adj
pvalue <0,05”, a raczej to wartos¢ p <0,05, a -log10 adj pvalue >1,3.

Mam rowniez dwa pytania do analiz statystycznych. Dlaczego w niektorych wypadkach do
poréwnania wiecej niz dwoch grup Doktorant uzywa testu t i podaje nieskorygowane wartosci

p (np. 4.5 A C (prawe panele), 4.10 B, 4.11 A, 4.33 B), a w innych jednoczynnikowej analizy
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wariancji z korektg wartosci p (np. 4.38 B, 4.39, 4.40B)? Drugie pytanie dotyczy analizy
przedstawionej na rycinie 4.7 B. Czy na pewno zastosowanie testu t pozwala wnioskowac, ze
wzrost ekspresji FoxP3 jest bardziej nasilony po dodaniu pecherzykow produkowanych przez

komorki biataczkowe?

Dyskusja i Wnioski:

Na podstawie przedstawionych wynikéw sformutowane zostaty gtéwne wnioski a w rozdziale
Dyskusja Doktorant wnikliwie i systematycznie odnidst sie do istniejacej literatury, wykazujgc
sie szerokg wiedzg w temacie. Wnioski, zakres i jakos¢ zaprezentowanych wynikow wskazuja,
ze Doktorant przedstawit oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i tym samym spetnit
ustawowy warunek stawiany pracom doktorskim. Zgadzam sie z wiekszoscig wnioskéw, ktore

Doktorant wyciggnat na podstawie wynikow uzyskanych w pracy.

Chciatabym jednak poruszy¢ dwie kwestie, wazne z punktu widzenia terapii biataczek
szpikowych i celowania w szlaki zwigzane z wydzielaniem pecherzykéw

zewngtrzkomorkowych badz w limfocyty regulatorowe.

Po pierwsze, czy na tym etapie badan Doktorant jest w stanie przypuszczaé, ktéra z tych
strategii jest bardziej prawdopodobna w biataczkach szpikowych? W modelu in vivo Doktorant
wykazat, ze pecherzyki zewnagtrzkomérkowe produkowane przez komoérki biataczkowe
sprzyjajg progresji biataczki i nasilajg supresyjny fenotyp limfocytow regulatorowych. Na
podstawie obecnych wynikéw nie mozna jednak w jednoznaczny sposob wnioskowac, czy
obserwowany efekt zalezy od limfocytoéw regulatorowych czy tez wptywu pecherzykéw na inne

elementy mikrosrodowiska, np. limfocyty T konwencjonalne.

Doktorant w swoich badaniach wyodrebnit i bardzo szczegdtowo scharakteryzowat dwie
gtdwne subpopulacje limfocytéw regulatorowych, jakie powstajg w wyniku inkubacji z
pecherzykami zewnatrzkomérkowymi pochodzgcymi z ludzkich komérek biataczkowych. Czy
taki fenotyp limfocytow regulatorowych zostat wczeéniej zidentyfikowany u chorych na
biataczki? Biorgc pod uwage dos¢ ograniczone dane literaturowe, warto by byto potwierdzi¢
opisany fenotyp w materiale pierwotnym. Ponadto, Doktorant ocenit réwniez fenotyp
limfocytéw regulatorowych w modelu mysim biataczki szpikowej (ryciny 4.40, 4.41). Niektore
markery, jak np. CCR4, CCRS, TIGIT, nie zostaly jednak pokazane w pracy. Czy Doktorant
sprawdzat obecno$¢ tych markerow? Czy w obecnym modelu mysim bytaby mozliwo$¢ uzycia

jakiegos markera do deplecji limfocytéw regulatorowych?
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Whiosek koncowy

Na koniec chciatabym podkresli¢, ze pomimo moich uwag i pytan, jakie zadatam w recenzji,
uwazam, ze wyniki uzyskane w niniejszej pracy doktorskiej sg bardzo ciekawe i majg duze
znaczenie w zrozumieniu interakcji pomiedzy komorkami biataczkowymi a regulatorowymi
limfocytami T. Postawiona hipoteza badawcza, jako$¢ przedstawionych wynikéw i wnikliwe
przedyskutowanie ich w odniesieniu do literatury swiadczg o duzej samodzielnosci naukowe;j
Doktoranta. Gratuluje Doktorantowi i paniom Promotor ciekawej koncepcji badan,
dociekliwosci i szerokiego podejscia do zbadania roli pecherzykéw zewngtrzkomorkowych w
modulowaniu regulatorowych limfocytéw T. Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w
art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021
r. poz. 478, 619,1630). Ze wzgledu na jakos¢ naukowg uzyskanych wynikow, ktére udato sie
opublikowa¢ w trzech pracach oryginalnych i jednej pracy przeglagdowej w renomowanych

czasopismach naukowych, wnioskuje o wyréznienie pracy.

dr hab. n med. Matgorzata Firczuk

Warszawa, 1/03/2022
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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Juliana Swatlera
pt. ,,Role of leukemic extracellular vesicles in differentiation and suppressive activity
of regulatory T cells™
wykonanej pod kierunkiem dr hab. Katarzyny Piwockiej
przy udziale promotora pomocniczego dr Ewy Koztowskiej
w Pracowni Cytometrii Instytutu Biologii Do$wiadczalnej im. Marcelego Nenckiego

Polskiej Akademii Nauk w Warszawie

Pecherzyki zewnatrzkomorkowe (z ang. extracellular vesicles; EVS) wydzielane przez

komorki, w tym zwierzece i1 ludzkie roznego pochodzenia tkankowego, stanowia w ostatnich latach
istotny przedmiot badan wielu zespolow na $wiecie, jako wazne mediatory komunikacji

miedzykomorkowej. Jednym z waznych obszaréw badan EVs oraz ich znaczenia w regulacji proceséw

biologicznych stanowia badania EVs pochodzacych z komorek nowotworowych oraz ich udzialu w
regulacji funkcji innych komoérek, w tym komoérek immunokompetentnych.

Praca doktorska Pana mgr Juliana Swatlera w petni wpisuje si¢ w ten wazny obszar badawczy,
koncentrujac si¢ na ocenie wptywu pecherzykow zewnatrzkomorkowych wydzielanych przez komorki
nowotworowe przewlekltej i ostrej biataczki szpikowej (w skrocie odpowiednio: CML oraz AML) na

fenotyp oraz potencjat funkcjonalny réznych populacji limfocytarnych, w tym w szczegolnosci

limfocytow T regulatorowych (tzw. komoérek Tregs), co Doktorant badal zarowno w modelu mysim,
jak i ludzkim w warunkach in vitro, jak rowniez w mysim modelu in vivo.

email: ewa.zuba-surma@uj.edu.pl
Tel.: 012-664-61-80
Fax: 012-664-69-02



Formalny opis rozprawy

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska zostata przygotowana w formie ksigzkowe;j,
w jezyku angielskim i liczy 175 stron. Rozprawa zachowuje uktad typowy dla rozpraw doktorskich.
Praca rozpoczyna si¢ 0d szczegdlowego spisu skrotow uzywanych w rozprawie (Abbrevations), po
ktorym nastepuja dwustronicowe streszczenie (Abstract) pracy w jezyku angielskim oraz Streszczenie
w jezyku polskim, a takze Spisu tresci. Nastgpnie W pracy umieszczono rozdziat Introduction, bedacy
merytorycznym wstepem do podejmowanych w rozprawie doktorskiej aspektow badawczych. Rozdziat
ten liczy 26 stron i zostal podzielony na 3 gtowne podrozdzialy, zaopatrzone w 6 rycin ilustrujagcych
prezentowane treSci wprowadzajace. W kolejnym, jednostronicowym rozdziale zatytutowanym Aims
Doktorant sformutowal najwazniejsze cele swojej rozprawy doktorskiej. Kolejny obszerny,
40-stronicowy rozdziat zatytutowany Materials and Methods obejmuje opis materiatu biologicznego
oraz procedur eksperymentalnych zastosowanych w pracy. Rozdziat zostat zaopatrzony w 20 rycin oraz
10 tabel odnoszacych si¢ do przeprowadzonych procedur doswiadczalnych oraz odczynnikow
wykorzystanych w badaniach. Rozdziat obejmujacy wyniki badan uzyskanych przez Doktoranta
(rozdziat Results) liczy 60 stron, na ktorych umieszczono opis wynikow zaopatrzony W 44 ztozone,
czesto wielopanelowe ryciny oraz 1 tabele. Kolejno w pracy umieszczono 16-0 stronicowy rozdziat
Discussion, obejmujacy dyskusje przedstawionych wczesniej wynikow na tle dotychczasowych
doniesien naukowych, po ktorej nastgpuje 2-stronicowy rozdziat podsumowujacy najwazniejszy wyniki
badan przeprowadzonych przez Doktoranta oraz prezentujacy konkluzje pracy (Summary and
Conclusions). Rozdziat ten zostal zaopatrzony w dodatkowa rycing. Na koncu rozprawy umieszczono
Spis pismiennictwa (rozdziat Literature) oraz spis publikacji, ktore powstaty dzigki realizacji niniejszej

rozprawy doktorskiej.

Przedstawiona do oceny praca doktorska spetnia w pelni wymogi formalne stawiane rozprawie

doktorskiej.

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Pod wzgledem edytorskim praca doktorska jest przygotowana bardzo starannie. Rozprawa
zostala przygotowana w estetycznej formie ksigzkowej. Jest napisana bardzo poprawnym, rzeczowym
jezykiem angielskim, a w czasie jej czytania zwracajg uwage jedynie nieliczne, drobne btedy literowe i
interpunkcyjne. Wspomniane drobne bitgdy edytorskie nie umniejszaja jednak w Zaden sposob
wysokiej jakosci rozprawy. Na podkreslenie zastuguje takze graficzna strona pracy, przedstawiajgca
niezwykle doktadnie i starannie (wrgcz pieczotowicie) wykonane wielopanelowe ryciny. Dzigki w/w
prace czyta si¢ z duzg przyjemnoscia, jasno podazajac za tokiem prezentacji danych przez Doktoranta.

Strong edytorska pracy oceniam bardzo wysoko.
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Ocena merytoryczna

Umieszczone na poczatku rozprawy Streszczenie pracy, przygotowane zarowno w jezyku

angielskim, jak i polskim, zostato przygotowane bardzo informatywnie i w sposdb wyczerpujacy

przedstawia zakres rozprawy doktorskie;j.

W rozdziale Introduction stanowigcym wstep teoretyczny do rozprawy, Doktorant przedstawit

dobrze dobrany zestaw informacji, dobrze wprowadzajacy czytelnika w badania przeprowadzone w
pracy, w tym umozliwia zrozumienie celow oraz znaczenia badan podejmowanych w rozprawie

doktorskiej.

We wstepie do pracy, podzielonym na trzy zasadnicze podrozdziaty, Doktorant w sposob wyczerpujacy
omoéwit: (1) zagadnienia dotyczace patogenezy przewlektej i ostrej biataczki szpikowej (CML/ AML)
oraz funkcjonowania komoérek uktadu immunologicznego w tych chorobach, (2) aspekty zwigzane z
pochodzeniem oraz wilasciwosciami biologicznymi komorek Tregs, w tym ich roli w przebiegu
AML/AML, oraz (3) zagadnienia zawigzane z charakterystyka oOraz znaczeniem pecherzykow

zewnatrzkomoérkowych (EVS), w tym jako modulatorow funkcji komoérek T oraz w przebiegu biataczek.

W pierwszej czesci rozdziatu Introduction Doktorant w sposob wnikliwy i dobrze zilustrowany
przedstawil etiologi¢ rozwoju ostrej i przewleklej biataczki szpikowej oraz udziat w tych procesach
poszczegolnych elementow uktadu immunologicznego, w tym populacji limfocytarnych, ktorych

efektywnos¢ immunologiczna zmienia si¢ W przebiegu choroby nowotworowe;j.

W kolejnej czesci Doktorant omawia obszernie wasciwosci komorek Tregs oraz ich udzial w regulacji
odpowiedzi immunologicznej. W sposob bardzo informatywny omawia takze aspekty zwigzane z ich
pochodzeniem oraz charakterystyka fenotypowa, W sposob przejrzysty przedstawiajac réznorodnosc
populacyjng oraz funkcjonalng tych komorek. W tym kontekscie wskazuje takze na szereg markerow
identyfikujacych rozne subpopulacje komorek Tregs, w tym kluczowe markery identyfikacyjne, ktore
beda nastgpnie wykorzystywane w pracy badawczej Doktoranta, w tym m.in. na ekspresje czynnika
transkrypcyjnego Foxp3 oraz antygenu CD25 stanowigcego sktadowa waznego funkcjonalnie receptora
dla IL-2. Wszystkie te informacje w sposob przejrzysty i uporzadkowany rzucajg S$wiatlo na
zroznicowany Uktad populacji limfocytarnych, w tym heterogenno$¢ subpopulacji komoérek Tregs, co
ma bardzo istotne znaczenie dla dalszej interpretacji wynikow przedstawionych przez Doktoranta. W tej
czes$ci Doktorant przedstawia takze stan wiedzy odno$nie immunosupresyjnej roli limfocytow Tregs w
chorobach nowotworowych, w tym takze w przebiegu CML/AML. Uwazam, ze ta cz¢$¢ Wstepu W
szczegblnosci zashuguje na podkreslenie i mogtaby sta¢ si¢ podstawa waznej, kompleksowej pracy

przegladowej w tej tematyce.
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Ostatnig czgs¢ wstepu Doktorant poswiecit omoéwieniu zagadnien zwigzanych z charakterystyka oraz
aktywnoscig biologiczna pgcherzykow zewnatrzkomorkowych (EVS). Obok standardowych informacji
dotyczacych charakterystyki EVs, metod ich pozyskiwania i oceny fenotypowej, Doktorant przedstawit
takze istotne aspekty roli EVs pochodzacych z roznych komoérek, w tym komorek nowotworowych,
w regulacji anty-nowotworowej odpowiedzi immunologicznej, w tym ich wptywu na funkcje komoérek
Tregs, ktore sg zasadniczym obiektem badan niniejszej rozprawy Doktorskiej. Doktorant dokonat takze
whnikliwej analizy dotychczasowego stanu wiedzy odno$nie immunomodulacyjnego dziatania EVs w
przebiegu chorob nowotworowych, w tym takze w CML/ AML, co jest istotne w kontekscie dalszych
jego badan. Uwazam te czeS¢ wstepu rowniez za bardzo dobrze opracowang, dobrze wprowadzajaca

czytelnika w aspekty eksperymentalne pracy.

Podsumowujac, rozdziat Introduction oceniam bardzo wysoko, jako przemys$lang i bardzo dobrze
skompilowanag oraz zilustrowang cze$¢ informacji, dobrze wprowadzajagcych do prac
eksperymentalnych podejmowanych przez Doktoranta. Na podkreslenie zastuguje takze informatywny i

staranny materiat graficzny w postaci szesciu (6) rycin obrazujacych poruszane zagadnienia.

Do tej cze$ci mam jedynie kilka de facto drobnych uwag i pytan podanych ponize;j:

1. Na ryc. 1.6 na schemacie przedstawiajacym pecherzyk, wsérod markerow obecnych na EVs
przedstawiono m.in. obecno$¢ antygenow MHC klasy II, typowych dla komorek APC, co moze
sugerowaé, ze jest to uniwersalnych marker obecny na EVs pochodzacych ze wszystkich typow

komorek zwierzecych/ ludzkich.

2. W czesci dotyczacej roli EVs brakuje mi nieco krotkiej informacji dotyczacej wpltywu EVs
pochodzacych z komorek prawidtowych (np. z niszowych komorek stromalnych i innych) na
komorki rezydujace w prawidlowej nisz szpikowej, W tym komorki immunokompetentne i ich
progenitory. Byloby to istotnym punktem odniesienia w jaki sposob zmienia si¢ rola

komunikacji za pomocg EVs w niszy szpikowej w trakcie rozwoju biataczki.

3. Na poczatku rozdziatu 1.3.2. Doktorant przywotuje - jako pierwsze doniesienie odnosnie EVs,
badania na retykulocytami z lat 80-tych XX wieku. Tymczasem za pierwsze doniesienie
wskazujace na istnienie EVs, uznaje si¢ co ciekawe jeszcze wczesniejsza prace (z 1967r.) Petera
Wolfa opublikowang w British Journal of Haematology, opisujaca mikropecherzyki plytkowe
(z ang. microparticles, MPs), powstajace na skutek aktywacji ptytek krwi, ktore zostaly

okreslone w tej pracy, jako ,,platelet dust” i zostaty wyizolowane na drodze ultrawirowania.

WYDZIAL BIOCHEMII, BIOFIZYKI | BIOTECHNOLOGII U]
4



Cele Pracy (Aims) zostaty sformutowane jasno oraz sg przedstawione i dobrze uzasadnione w

kontekscie wiedzy omoéwionej we wprowadzeniu.

W rozdziale Materials and Methods umieszczono opis bogatego materiatu biologicznego

stosowanego w badaniach oraz opis procedur eksperymentalnych.

Materiat badawczy stanowity m.in. mysie oraz ludzkie komorki biataczkowe, w tym komercyjne linie
ludzkie reprezentujace modele CML (linia K562) oraz AML (linia MOLM-14). Doktorant stosowat
takze roznie modyfikowane genetycznie mysie komorki progenitorowe mieloidalne, pochodzace z linii
komorek 32D. Nalezy podkresli¢, ze niektore z tych linii, w tym z ekspresja znacznika GFP oraz
dodatkowym wylaczeniem (KO) genu Rab27, zostaly przygotowane w trakcie prowadzenia
niniejszych badan Doktoranta, w tym z zastosowaniem techniki CRISP/Cas9. Co warte podkreslenia
Doktorant przytoczyt takze krotko istotng charakterystyke wykorzystywanych linii, w tym odno$nie
typéw mutacji oraz modyfikacji genetycznych istotnych dla powstania fenotypu biataczkowego.
Ta czg$¢ jest napisana jasno i informatywnie. Na podkreslenie zastuguje bogaty material badawczy/
modelowy, zastosowany w pracy.

W czgsci opisujacej metody eksperymentalne, Doktorant w sposob doktadny i wyczerpujacy opisat
procedury zastosowane W jego pracy doswiadczalnej, w tym dotyczace badan na materiale
komorkowym oraz z wykorzystaniem EVs w warunkach in vitro oraz badania w warunkach in vivo w
mysim modelu zwierzecym. WSszystkie procedury sa opisane doktadnie oraz zostaly uzupetnione
schematami i tabelami, ktore utatwiaja czytelnikowi przesledzenie krokéw proceduralnych, a takze
pozawalaja na odtworzenie przeprowadzonych eksperymentow.

Na podkreslanie zastuguje fakt, ze Doktorant zastosowat w swoich badaniach liczne unikatowe
metody i techniki, w tym dedykowane analizie nanoczastek biologicznych oraz fenotypu oraz funkcji
komorek immunokompetentnych w warunkach in vitro oraz in vivo, w tym zaawansowane techniki

wieloparametrycznej akwizycji i analizy w cytometrii przeptywowe;j.

Do moich uwad i pytan do tej czesci pracy naleza ponizsze:

1. Z metodyki wynika, ze do hodowli komoérek 32D uzywano medium kondycjonowanego z nad
komorek linii WEHI produkujacych IL-3. Tu mam pytanie, czy do hodowli komorek 32D nie
mozna byto zastosowaé pozywek zdefiniowanych, w tym suplementowanych IL-3? Bytby to
uktad bardziej zdefiniowany. Jak przygotowywano w/w pozywki kondycjonowane do hodowli
komorek 32D, aby mie¢ pewno$é, ze nie zawierajg one EVS z komérek WEHI (zwlaszcza, ze
jest to linia chtoniaka B-komorkowego)? Czy oprocz filtrowania przez filtr 0.22um stosowano

jeszcze jakas metode deplecji EVs, w tym frakcji egzosomalnej?
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. W przypadku oceny ilosci/ stezenia EVs w preparatach mysich Doktorant stosowal metode
Bradforda oceniajaca stezenie biatka, a w przypadku oceny stezenia EVs w probkach ludzkich
stosowat technik¢ NTA wskazujacg na liczbe czastek w danej objetosci, co jest preferowanag
dzi$ metoda oceny stezenia EVS. Z czego wynikata ta roznica w doborze w/w metod pomiaru
w probkach pochodzenia ludzkiego i mysiego?

Moja watpliwos$¢ budzi metoda znakowania fakcji EVs zawierajacej zardbwno ektosomy, jak i
egzosomy, z zastosowaniem barwnika CFSE, ktory to znacznik bazuje na obecnosci i
aktywnos$ci cytoplazmatycznych esteraz w barwionym obiekcie. W mojej ocenie, ze wzgledu
na biogeneze egzosoméw, nie mozemy wykluczy¢, ze ta frakcja EVs bedzie stabiej
wybarwiona lub nawet pozbawiona sygnatu fluorescencyjnego. Prosz¢ Doktoranta o komentarz
w jaki sposob dobierat barwniki do znakowania frakcji EVs.

. Narycinie 3.4 odnoszacej si¢ do analizy wigzania/ pochtaniania EVS przez frakcj¢ izolowanych
tymocytow, na jednym z dot-plotow (plot SSC vs CD3, panel goérny) przedstawiona jest
prominentna populacja komérek CD3- (ok. 30%). Moja ciekawos¢ budzi to, jakie komorki
moze reprezentowaé ta fakcja (np. biorgc pod uwage procedury izolacyjne)? Dalsza analiza
byta juz bowiem prowadzona na komoérkach CD3+ i subpopulacjach tej frakcji, odnoszacych
si¢ do limfocytow T.

. W rozdziale 3.4.2.1 Doktorant wskazuje jako zroédto pochodzenia ludzkich komorek
pierwotnych tzw. ,buffy coats” pozyskiwane z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa w
Warszawie. Prositabym Doktoranta o doprecyzowanie, czy ludzkie komorki PBMCs izolowane
byty rzeczywiscie z ,,frakcji/ podfrakcji poizolacyjnych” krwi (na co wskazuje to okreslenie
,buffy coats”), czy tez z pelnej krwi obwodowe] dawcow pozyskanej z RCK, z ktorej
Doktorant sam izolowat dalej PBMCs i kolejno sortowat juz frakcje komorek T.

. W przypadku eksperymentéw opisanych w rozdziale 3.6, bytoby wskazane umieszczenie spisu/
tabeli obejmujacej kontrole, ktore byly wykorzystane w poszczegdlnych testach. Pomimo
schematow i opisu w tekscie, nie zawsze jest to jasne jaka kontrola/e byta zastosowana (np. czy
byty uwzgledniane komorki Tregs nietraktowane EVs w tescie 3.6.17)

. W rozdziale 3.6. opisano takze dawkowanie réznych frakcji EVs w celu oceny ich wptywu na
komorki T. Z czego wynikato zastosowanie réznych dawek EVS pochodzacych z réznych
komorek. W jaki sposob Doktorant dobieral podane dawki? Czy jakas optymalizacja dawek

byta wczesniej przeprowadzona?
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Wyniki badan uzyskane przez Doktoranta zostaly zaprezentowane w rozdziale Results,
podzielonym na 3 obszerne podrozdziaty. Doktorant w sposob logiczny i uporzadkowany przedstawit
glowne osiggnigcia swoich badan, ktére zostaly odpowiednio zilustrowane dobrze opisanymi,
wielopanelowymi rycinami i tabelami.

W pierwszej czgsci (podrozdziat 4.1) Doktorant przedstawit — stosujac komorki pochodzenia

mysiego w warunkach in vitro - wyniki dotyczace wptywu EVs wydzielanych przez mysie komorki
biataczkowe (CML) 32D z mutacja BCR-ABL+ na rozne populacje limfocytow mysich, w tym
komorek Treg oraz efektorowych komoérek T (CD4+ i CD8+). W tej czeSci badan Doktorant
scharakteryzowal pecherzyki zewnatrzkomoérkowe wydzielane przez mysie linie komoérek 32D,
stosujgc  kryteria rekomendowane przez $wiatowe Towarzystwo Badan Pecherzykow
Zewnatrzkomorkowych (ISEV), stosujac metody przyjete obecnie w badaniach tych nanoczastek.
Potwierdzit ich tozsamos¢ co jest istotne dla dalszych wynikow jego badan.
W dalszej czesci wykazat takze, ze EVs pochodzace z mysich komérek CML (CML-EVS) sg wigzane
na powierzchni komoérek T, co wskazuje na mozliwe potencjalne oddziatywanie CML-EVs na te
komorki, a co zostatlo takze potwierdzone w dalszej czesci pracy. W kolejnych podrozdziatach
Doktorant wykazat bowiem, ze CML-EVS zwigkszaja aktywno$¢ immunosupresyjng mysich komorek
Treg jak rowniez zwigkszaja ekspresje czynnika Foxp3 - odpowiedzialnego za aktywacje funkcji
suspensyjnych Tregs, jak rowniez hamujg proliferacje efektorowych limfocytow T CD4+ oraz CD8+.
Wszystkie te efekty mediowane przez CML-EVs mogg wplywaé na obnizenie antynowotworowej
odpowiedzi immunologicznej w rozwoju biataczKki.

W Kkolejnej czgéci pracy (podrozdziat 4.2), wptyw EVs wydzielanych przez komorki
biataczkowe na komorki T zostat takze w sposob przekonujacy potwierdzony przez Doktoranta w
badaniach na komorkach pochodzenia ludzkiego, z zastosowaniem wielokierunkowych analiz
fenotypowych i funkcjonalnych w warunkach in vitro. W tej czesci Doktorant wykazat m.in., ze CML-
EVs zwigkszaja ekspresje ludzkiego czynnika Foxp3 takze w ludzkich komorkach T i aktywuja je w
kierunku fenotypu regulatorowego (w tzw. komorki iTregs), jak rowniez zwigkszajg aktywnos$¢
immunosupresyjng samych komoérek Tregs oraz obnizajg aktywno$¢ zapalng efektorowych,
nieregulatorowych limfocytow T. Poszukujac mechanizmoéw dziatania CML-EVs na ludzkie komorki
T, Doktorant ocenit sktad biatkowy tych EVs oraz wykazal, ze moduluja one m.in. aktywnos$¢ szlaku
MTOR prowadzgc do ekspresji czynnika Foxp3. Dodatkowo Doktorant wykazal, ze wplywaja one
globalnie na transkryptom komoérek Tregs, w tym na ekspresje takich genow jak TFRC, IKZF2, czy
tez CCR4, co moze sugerowa¢ dziatanie czynnikow regulujacych ekspresje genow przenoszonych
przez CML-EVs do ludzkich komoérek T. Co ciekawe Doktorant wykazat takze, ze EVs z komoérek
biataczkowych wptywaja W szczegolnosci na aktywacje dwoch subpopulacji efektowych komorek

Tregs, tj. tzw. frakcji eTregl oraz eTreg2, rdznigcych si¢ fenotypem antygenowym, co Doktorant
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wykazal w zaawansowanych i1 $wietnie wykonanych oraz przeanalizowanych eksperymentach z
zastosowaniem wielokolorowej (23-kolorowej) cytometrii przeptywowe;j.

W ostatniej czesci (podrozdziat 4.3) Doktorant potwierdzit takze immunosupresyjne dziatanie
biataczkowych EVs w modelu mysim w warunkach in vivo, wykorzystujac jako zroédto komorek
bialaczkowych linie komoérek 32D, w tym modyfikowang genetycznie z zastosowaniem
zaawansowanej techniki edycji genéw CRISPR.Cas9. Wykazat m.in., ze mysie komorki biataczkowe
linii 32D (BCR-ABL+) z wylaczonym genem Rab27a, co uposledza wydzielanie przez te komorki
EVs przy zachowanej zdolnosci tych komoérek do namnazania i klonogennosci in vivo, wptywaja m.in.
na sktad populacyjny komorek T CD3+, jak rowniez komorek Tregs, przekierowujac je - ale w sposob
znacznie mniej istotny w poréwnaniu do komorek biataczkowych, ktore wydzielajg EVs (tj. komoérek z
zachowana ekspresjg Rab27a) - w kierunku fenotypoéw immunosupresyjnych. Obserwacje te wskazuja
na role biataczkowych EVs w promowaniu aktywnosci immunosupresyjnej limfocytow T w czasie
rozwoju tego nowotworu w warunkach in vivo.

Podsumowujac, wyniki przedstawione przez Doktoranta oceniam bardzo wysoko. Wyniki sa
spojne, co do badanych efektow biataczkowych EVs na potencjat komorek T. Zostaly one uzyskane w
kilku modelach, z zastosowaniem najnowszych technik biologii komorkowej oraz molekularnej i w
Sposob przekonujacy przedstawiaja wplyw EVs wydzielanych przez komorki biataczkowe w
modulowaniu odpowiedzi immunologicznej skierowanej przeciw temu nowotworowi, poprzez m.in.
zwigkszenie aktywnosci immunosupresyjnej komorek Tregs, jak rowniez promowanie powstawania
fenotypow/ subpopulacji komoérek T o zwickszonej aktywnosci immunosupresyjnej. Zastosowane
techniki oraz prezentacja wynikow nie budzg watpliwosci. Na podkreslenie zastuguja bardzo

informowane, dobrze opisane ryciny przedstawiajgce uzyskane dane.

Do tej czesci mam jedyne Kilka uwag 1 pytan:

1. Czy obok badan proteomicznych ludzkich CML-EVs, Doktorant prowadzil jeszcze inne
analizy sktadu molekularnego EVs wydzielanych przez mysie lub ludzkie komorki
biataczkowe (w tym AML), w tym np. sktadu miRNAs lub mRNA, w celu identyfikacji
mechanizmoéw potencjalnie zaangazowanych w ich dziatania na komorki T?

2. Czy Doktorant wykonal obok testow z zastosowaniem cytometrii przeptywowej, jakie$
dodatkowe badania potwierdzajace internalizacje EVs przez komoérki T? Np. czy zbadano
obecno$¢ wybranych czasteczek przenoszonych przez biataczkowe EVS wewnagtrz komorek T
(np. mIRNA, mRNA lub biatek)? W tej chwili nie wiemy, czy efekty mediowane przez
biatlczkowe EVs wynikaja raczej z ich oddzialywana powierzchniowego (np. wigzania si¢ do

pewnych receptorow i aktywacji ich szlakow), czy poprzez ich internalizacje i dzialanie
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czasteczek uwolnionych z EVs do cytoplazmy komorek T. Czy Doktorant moglby to
skomentowac?

3. W podrozdziale 4.2.1 Doktorant wspomina (i pokazuje réwniez na Ryc. 4.8, panel C), ze
ludzkie komorki linii AML wydzielaja ok. 50% wiecej EVS w poréwnaniu z liniag CML. Moja
cickawo$¢ budzi to, czy jest to wedlug Doktoranta fenomen przypadkowy, czy moze
potencjalnie wynikac¢ z r6znych wlasciwosci tych dwoch typow biataczek.

4. Kontynuujac, co ciekawe na Ryc. 4.10 przedstawiono, ze EVs z AML indukuja wyzszy odsetek
tzw. komorek iTreg (CD25hi/Foxp3+) z nieregulatorowych komorek T (CD4+/CD25-), w
porownaniu do CML-EVs (odpowiednio, ok. 20% vs. 30%). Jestem ciekawa opinii Doktoranta,
Z czego moze wynika¢ taka wyzsza aktywno$¢ immunosupresyjna AML-EVs i czy ona moze
mie¢ ew. znaczenie w regulacji aktywnosci innych populacji komorek T, w tym komorek
eTregs, co bylo badane dalej?

5. W w/w kontekscie, w podrozdziale 4.2.4, brakuje mi nieco danych odnosnie wptywu AML-
EVs na komorki Tregs, gdzie bardzo przekonujgco przedstawiono wptyw jedynie CML-EVSs na
te komorki.

6. Na rycinie 4.3, panel B: Jaka populacja komoérek jest przedstawiona na obu ztozonych
histogramach jako kontrola FMO dla komorek barwionych pochodzacych z 3 réznych tkanek
mysich?

7. Narycinie 4.5, panel A i C: Jak wyliczany byt tzw. ,,Expansion index?

W _rozdziale Discussion autor krytycznie ocenia wilasne wyniki na tle innych danych

literaturowych oraz wskazuje na potencjalne obszary, gdzie wyniki uzyskane w pracy doktorskiej
mogtyby by¢ wykorzystane w przysziosci. Dyskusja jest napisana bardzo starannie i wskazuje na
znajomo$¢ tematu. Zostata podzielona rowniez na podrozdziaty, co utatwia czytelnikowi odniesienie

jej fragmentow do odpowiednich, wezesniejszych podrozdziatow opisujacych uzyskane wyniki.

Rozprawe konczy krotki rozdzial Summary and Conclusions, w ktorym Doktorant podsumowat

w punktach swoje gtéwne osiagniecia badawcze oraz konkluzje ptynace z przeprowadzonych przez
niego badan, ktore moga mie¢ istotne znaczenia dla opracowania przysztych terapii biataczki
szpikowej, nacelowanych na oddzialywania pomiedzy pecherzykami zewnatrzkomorkowymi

wydzielanymi przez komorki biataczkowe, a komorkami T organizmu gospodarza.

Na zakonczenie Doktorant przedstawit takze swodj dorobek publikacyjny bedacy efektem

niniejszych badan, ktore przedstawit w swojej rozprawie. Nalezy podkreslic, ze wynikiem
przeprowadzonych badan sg trzy (3) publikacje oryginale w rozpoznawalnych czasopismach

mie¢dzynarodowych (w tym jedna w recenzji) oraz jedna (1) praca przegladowa.
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Podsumowujac, w przedstawionej mi do recenzji pracy doktorskiej Pana mgr Juliana Swatlera,
autor podjat istotny badawczo oraz Klinicznie nowy temat badawczy, dotyczacy oceny Wpltywu
pecherzykow zewnatrzkomorkowych (EVs) wydzielanych przez komoérki biataczkowe (w tym CML
oraz AML) na wilasciwosci komorek immunokompetentnych, w tym w szczegdlnosci komoérek T
regulatorowych. Uzyskane wyniki w sposob dobrze udokumentowany wskazuja na
immunoregulacyjny udziat biataczkowych EVs w promowaniu immunosupresyjnej aktywnosci m.in.
komorek Tregs, co rzuca nowe $wiatto na role pecherzykow wydzielanych przez komorki
nowotworowe w regulacji odpowiedzi immunologicznej gospodarza, sprzyjajacej przezywalnosci oraz
dalszemu rozwojowi nowotworu. Badania Doktoranta wpisuja si¢ w najnowsze trendy polegajace na
coraz lepszym rozumieniu interakcji pomigdzy komoérkami nowotworowymi (tu: biataczkowymi), a
komoérkami  immunokompetentnymi  gospodarza oraz na poszukiwaniu nowym podejs¢
terapeutycznych w leczeniu nowotworow.

Uzyskane wyniki przedstawione w pracy stanowia bardzo istotny, nowatorski wktad Doktoranta w

Swiatowe badania w tym zakresie | moga mieé w przysztosci istotne znaczenie aplikacyjne.

Rozprawe doktorska Pana mgr Juliana Swatlera oceniam bardzo wysoko zaréwno pod wzgledem

merytorycznym, jak i formalnym i edytorskim. Przedstawione w recenzji uwagi oraz pytania w

zadnym stopniu nie wplywaja na moja jak najbardziej pozytywna oceng rozprawy.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca spelnia wszystkie wymogi stawiane
rozprawom doktorskim i wnosz¢ do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im.
M. Nenckiego Polskiej Akademii Nauk w Warszawie o dopuszczenie Pana mgr Juliana Swatlera
do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczes$nie, z uwagi na dotychczasowy dorobek Doktoranta, zakres przeprowadzonych prac
oraz jakos$¢ zaprezentowanych wynikow, a takze nowatorskie aspekty i wysoka wartos¢ naukowa

rozprawy, wnioskuje o jej wyrdznienie stosowng nagroda.
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