Krakow, 20 lipca 2026

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Laury Turos-Korgul
pt. Intercellular transfer of CD44 from bone marrow stroma to chronic myeloid
leukemia cells as a driver of niche-mediated imatinib resistance
wykonanej w Pracowni Cytometrii Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M.
Nenckiego PAN w Warszawie pod kierunkiem prof. dr hab. Katarzyny Piwockiej

Postep wiedzy na temat biologii nowotwordw, ktory nastapit w ciggu ostatnich dekad,
doprowadzit do zasadniczej zmiany sposobu postrzegania procesu rozwoju
nowotworow. Wspoélczesne badania coraz bardziej jednoznacznie pokazuja, ze proces
ten jest wynikiem nie tylko kumulacji zmian genetycznych zachodzacych w
komoérkach guza, ale tez zlozonych oddziatywan pomiedzy komodrkami
nowotworowymi a otaczajagcym je mikrosrodowiskiem. Mikrosrodowisko nowotworu
nie stanowi biernego tta dla komorek nowotworowych, lecz uczestniczy w regulacji ich
proliferacji, plastycznosci fenotypowej oraz lekoopornosci. Szczegdlne znaczenie
przypisuje si¢ wigc mediatorom miedzykomorkowej wymiany informacji, ktore
ulatwiajag adaptacj¢ komorek do zmiennych warunkéw mikrosrodowiskowych
sprzyjajacych  progresji nowotworu. W  przypadku nowotworow  ukladu
krwiotworczego, zwlaszcza przewleklej biataczki szpikowej (CML), rola
mikrosrodowiska szpiku kostnego nabiera wyjatkowego znaczenia. Nisza szpikowa
stanowi bowiem miejsce, w ktérym komorki biataczkowe znajduja warunki sprzyjajace
ewolucji klonalnej komodrek macierzystych oraz rozwojowi opornosci na
chemioterapi¢. Dzieje si¢ tak dzigki skoordynowanej wymianie informacji miedzy
komoérkami nowotworowymi a ich podscieliskiem za posrednictwem oddziatywan
krynnych i fizycznych, a takze dzigki bezposredniej migdzykomoérkowej wymianie
mikroczasteczek, makroczasteczek i organelli.

Pomimo ogromnego postepu w leczeniu CML, jaki dokonat si¢ po wprowadzeniu
do powszechnej praktyki inhibitorow kinaz tyrozynowych i terapii celowanych,
mechanizmy odpowiedzialne za nawroty biataczek po chemioterapii nadal pozostaja
jednym z najwazniejszych wyzwan wspotczesnej hematoonkologii. Coraz wigcej
danych wskazuje, ze istotnym elementem zlozonej sieci oddziatywan miedzy
komoérkami a ich niszami w biataczkach, sa bezposrednie potaczenia
migdzykomorkowe okreslane jako nanotunele (nanotuby tunelujace; tunneling
nanotubes, TNTs). Struktury te umozliwiaja transfer nie tylko matych czasteczek, lecz
rowniez biatek i catych organelli, wptywajac na wiasciwosci biologiczne komorek-
biorcow. Jednoczesnie ich ultrastruktura, mechanizmy powstawania oraz znaczenie
biologiczne pozostajg przedmiotem intensywnych badan i licznych kontrowers;ji.
Tematyka rozprawy Pani mgr Laury Turos-Korgul wpisuje si¢ w ten nurt badan,
podejmujac probe wyjasnienia ultrastrukturalnych aspektéw funkcjonowania TNTs,
jak znaczenia tych struktur w komunikacji pomigdzy komorkami podscieliska (zrgbu
szpiku kostnego) a komoérkami CML. U jej podstaw lezy hipoteza zakltadajaca, ze
mi¢dzykomorkowy transfer biatka CD44 za posrednictwem tych struktur lezy u
podstaw przebudowy fenotypu komodrek biataczkowych, w tym rozwoju ich
lekooporno$ci. Wyboér tej tematyki nalezy uznaé za zasadny, gdyz podejmuje ona
problem o wysokiej warto$ci poznawczej, wpisujacy si¢ w jeden z najbardziej
perspektywicznych kierunkow wspotczesnej biologii nowotworow.

Uktad rozprawy jest przejrzysty i odpowiada klasycznemu schematowi
eksperymentalnej pracy doktorskiej. Oprocz Streszczen w jezyku polskim i angielskim
(stanowigcych syntetyczne podsumowania tla, celow pracy i uzyskanych wynikow
spuentowanych zestawieniem wnioskow plynacych z pracy) skladaja si¢ na nig Wstep,
opis Celow pracy, Metod, Wynikow, Dyskusja oraz Wnioski i Bibliografia,
zawierajaca pozycje, ktore uzna¢ mozna za klasyczne, jak i nowsze prace dotyczace
tematyki rozprawy. Objetosciowo rozprawa jest do§¢ obszerna, gdyz liczy 195 stron,
zawiera 54 w wigkszosci zlozone ryciny oraz kilka rozbudowanych tabel. Taka
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objetos¢ uzasadniona jest jednak iloscig uzyskanych danych. Napisana jest przyjemng
w percepcji angielszczyzna a jej strona redakcyjna nie wzbudza wigkszych zastrzezen.
Praca przygotowana jest starannie, ryciny s3 czytelne i wyrazne, a kilka drobnych
btedow redakcyjnych, ktére zauwazylem, nie wptyngto na jednoznacznie pozytywny
jego odbidr.

Wstep rozprawy obejmuje trzy komplementarne sekcje poswigcone (i) biologii
przewlektej biataczki szpikowej, (ii) charakterystyce TNTs oraz (iii) biologii biatka
CD44. W pierwszej z nich Autorka przedstawita aktualny stan wiedzy dotyczacy
patogenezy CML, mechanizméw rozwoju opornosci na leczenie, znaczenia niszy
szpiku kostnego dla dobrostanu biataczkowych komoérek macierzystych oraz roli
bezposrednich kontaktow miedzykomoérkowych. Nastepnie omawia ona budowe,
mechanizmy powstawania i funkcje TNTs, wskazujac jednocze$nie na pewne
kontrowersje dotyczace ich identyfikacji i znaczenia biologicznego. Trzecig czesé
stanowi charakterystyka CD44 jako wielofunkcyjnego receptora uczestniczacego w
adhezji komorkowej, przebudowie macierzy zewnatrzkomoérkowej oraz przekazywaniu
sygnatéw regulujacych zachowanie komorek nowotworowych. Rozdziat ten zostat
napisany jezykiem swobodnym, precyzyjnym i tatwym w odbiorze. Jego walory
poznawcze podnosza trafnie dobrane ryciny, ktoére stanowia integralny element
wywodu a sam wywdd logicznie tez prowadzi do celow pracy. Zakres
przedstawionego we Wstepie materialu oraz sposob wyeksponowania zagadnien
kluczowych dla realizowanych badan potwierdza, ze Kandydatka dysponuje
ugruntowana i poglebiong wiedza w zakresie tematyki rozprawy.

Punktem wyjscia badan stanowigcych podstawe pracy byla hipoteza zakladajaca
kluczowa role bezposredniego transferu biatek pomigdzy komoérkami podscieliska a
komoérkami biataczkowymi, w ktorym posrednicza TNTs, w komunikacji
migdzykomorkowej w ekosystemach biataczkowych. Szczegdlng uwage poswiecono
biatku CD44, koncentrujac si¢ na jego transferze z komorek podscieliska do komorek
biataczkowych oraz na konsekwencjach tego procesu dla fenotypu komoérek CML, w
tym ich potencjatu inwazyjnego, profilu metabolicznego i lekoopornosci. Jednak po
pierwsze podjeto probe rozwigzania jednego z podstawowych problemow
metodologicznych w badaniach nad TNTs, jakim jest ich wiarygodna identyfikacja i
charakterystyka ultrastrukturalna. Taka konstrukcja rozprawy s$wiadczy o dobrze
przemyslanej strategii badawczej nakierowanej na rozwigzanie oryginalnego problemu
naukowego.

O dobrze przemyslanej strategii badawczej §wiadczy rowniez strona metodyczna
pracy. Oprocz klasycznych hodowli komoérkowych i modeli ko-hodowli Autorka
wykorzystata szeroki wachlarz nowoczesnych technik badawczych, obejmujacy m.in.
modyfikacje genetyczne komorek, cytometri¢ przeptywowa, mikroskopie konfokalng i
FIB-SEM, analizy metabolizmu komorkowego, sekwencjonowanie RNA (RNA-seq),
badania pozioméw biatek w poszczegolnych frakcjach komorkowych oraz liczne testy
funkcjonalne stuzace ocenie migracji komorek, ich inwazyjnosci, proliferacji, profilu
metabolicznego, ferroptozy i odpowiedzi na leczenie. Jedyne nasuwajace si¢
zastrzezenie dotyczy wykorzystania testu MitoStress do oceny proporcji migdzy
OXPHOS i glikoliza w komorkach. Wydaje sie, ze ATP Rate Assay bylby bardziej
odpowiedni do tego typu analiz. Nie zmienia to faktu, ze szerokie spektrum
zastosowanych w pracy technik $wiadczy o bogatym warsztacie badawczym
Doktorantki, jej bieglosci w stosowaniu nowoczesnych metod biologii
eksperymentalnej oraz umiej¢tnosci integrowania komplementarnych narzedzi
badawczych. Podkresla tez interdyscyplinarny charakter przeprowadzonych badan. Na
tyle, na ile mogtem to oceni¢, opis zastosowanych metod jest kompletny, szczegotowy
i spelnia wymogi odtwarzalnos$ci badan, umozliwiajac ich powtdrzenie przez badacza
dysponujacego odpowiednim zapleczem aparaturowym i kompetencjami.

Rozdzial opisujacy wyniki zostat podzielony na dwa zasadnicze bloki tematyczne,
ktore tworza spdjna i konsekwentnie rozwijang ,,opowie$¢”. Pierwsza cze$é
poswigcona zostala ultrastrukturalnej analizie TNTs tworzonych przez komoérki CML i
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ich podscielisko. W warstwie metodycznej: dzigki skojarzonej wizualizacji struktur
nanotubularnych z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej i techniki FIB-SEM
Autorka zyskala mozliwo$¢ znacznie bardziej precyzyjnej niz dotychczas oceny
parametroéw strukturalnych i topograficznych tych struktur, co w mojej ocenie powinno
sta¢ si¢ ,zlotym standardem” dla tego typu analiz. W warstwie merytorycznej:
interpretujagc obrazy tych struktur wykazata ona potencjat techniki FIB-SEM w
identyfikacji i1 analizach TNTs w oparciu o standardowo stosowane kryteria.
Potwierdzita tez, ze cze$¢ struktur przypominajagcych TNTs moze nie spelniaé
kryterium ciaglosci przedziatéw cytoplazmatycznych komorek potaczonych tymi
strukturami. Do tej kwestii odnios¢ si¢ pozniej. Druga cze$¢ dotyczy biologicznej
funkcji transferu CD44 z komorek podscieliska do komérek CML. Po pierwsze
Autorka wykazata, ze CD44 jest transportowane bezposrednio miedzy komodrkami w
sposob zalezny od obecnosci TNTs. Analizujac konsekwencje transferu CD44
zaobserwowata ona, ze nowotworowe akceptory CD44 ulegaja przeprogramowaniu
transkrypcyjnemu obejmujagcemu geny zwigzane z adhezja komorkowa, przebudowa
macierzy zewnatrzkomorkowej oraz migracja. Zmianom tym towarzyszy Wwzrost
potencjalu inwazyjnego 1 przeprogramowanie metaboliczne komoérek CML.
Jednoczesnie wykazala ona zalezny od osi ERK/AP-1/HIF-la wzrost ekspresji
endogennego CD44 zaré6wno na poziomie mRNA, jak i biatka oraz wzrost oporno$ci
komoérek CML na chemioterapi¢. Ostabienie ochronnego dzialania mikrosrodowiska i
wzrost skuteczno$ci imatinibu po farmakologicznym zahamowaniu oddziatywania
CD44 z hialuronianem wskazuje na potencjalne znaczenie terapeutyczne uzyskanych
wynikow. Generalnie projekt doswiadczen, ich wykonanie oraz opis wynikow
potwierdzaja kluczowy wktad Doktorantki w przygotowanie przedtozonej do recenzji
rozprawy. Co wigcej pokazuja one dobrze zarysowana logike eksperymentalna:
Autorka zaczyna od badan metodologicznych, prowadzi narracje poprzez identyfikacje
mechanizméw lezacych u podstaw miedzykomoérkowego transferu biatka, az do opisu
funkcjonalnych konsekwencji tego procesu. Narracja jest ptynna, a na uznanie
zashuguja krotkie podsumowania konczace poszczegdlne sekcje, ktore wprowadzaja
tez czytelnika w watki poruszane nastepnie w Dyskusji.

Istotna cze$¢ Dyskusji poswigcona zostala problemom zwigzanym z identyfikacja
TNTs. Autorka omawia ograniczenia mikroskopii konfokalnej oraz punktuje przewagi
obrazowania FIB-SEM w ocenie ultrastruktury tych potaczen. Jednoczes$nie poddaje
ona krytycznej analizie wyniki dotyczace ultrastruktury TNTs formowanych migdzy
komorkami CML i podscieliska w $wietle stosowanych obecnie kryteriow identyfikacji
tych struktur. Wprawdzie na poziomie strukturalnym nie udalo si¢ jednoznacznie
wykaza¢ obecnosci otwartych mostkow cytoplazmatycznych. Jednak na poziomie
funkcjonalnym dane dotyczace migdzykomoérkowego transferu CD44 sugeruja, ze
takie struktury sa obecne w badanym modelu. Autorka podejmuje probe
wytlumaczenia tego dysonansu jako skutku mozliwych artefaktow zwigzanych z
przygotowaniem  preparatow lub  istnienia  alternatywnych  mechanizmow
transbtonowego transportu tego biatka (np. trogocytozy). Tworzy to chyba
najciekawsza $ciezke kontynuacji przeprowadzonych w ramach rozprawy badan.

Z drugiej strony nie do konca przekonuje mnie nacisk potozony w opisie wynikow i
w ich dyskusji na kryterium (braku) adhezji i odleglosci tych struktur od podtoza.
Powoduje on, Zze po pierwsze ucieka z pola widzenia funkcjonalny aspekt definicji
TNTs, ktorych najwazniejszym wyrdznikiem jest jednak funkcjonalna Iub/i
strukturalna cigglos¢ przedziatdéw cytoplazmatycznych komorek kontaktujgcych sie za
posrednictwem TNTs. Po drugie z pola widzenia ucieka rola filopodiow w formowaniu
mostkow cytoplazmatycznych. Powstaje na przyktad pytanie, czy otwarte mostki
cytoplazmatyczne, ktore zachowaty kontakt z podtozem (o co znacznie tatwiej in vivo
niz in vitro), nalezatoby zaliczy¢ do TNTs? Prositbym Doktorantke o ustosunkowanie
si¢ do tej kwestii w trakcie obrony.

Dalej Autorka koncentruje si¢ na mechanizmach i1 biologicznym znaczeniu
transferu CD44 pomigdzy komoérkami podscieliska i CML, w tym na wptywie CD44
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na transkryptom i proteom, poziomy endogennego CD44, potencjal inwazyjny
komoérek CML, ich profil metaboliczny i podatno$¢ na ferroptoze. Stusznie interpretuje
ona uzyskane wyniki w (i) kontekscie bezposredniego transferu bialek, jako systemu
komplementarnego dla innych mediatorow komunikacji miedzykomorkowej i (ii) roli
mikrosrodowiska szpiku kostnego w fenotypowym przeprogramowaniu komorek
biataczkowych 1 progresji CML. Sporo uwagi poswigca znaczeniu aktywacji osi
ERK/AP-1 w rozwoju opornosci na leczenie. Koncowa cze$¢ dyskusji odnosi uzyskane
wyniki do mozliwos$ci terapeutycznego wykorzystania CD44 jako celu leczenia
wspomagajacego inhibitory kinaz tyrozynowych. Nieco szkoda, ze Autorka nie
pokusita si¢ o zwieniczenie dyskusji krotkim choéby rozdzialem poswieconym
kierunkom kontynuacji swoich badan. Jednak sama dyskusja jest wielowymiarowa i
inspirujaca, przeprowadzona na podstawie aktualnego stanu wiedzy. Potwierdza ona
poglebiong wiedzg Kandydatki w zakresie przedmiotu a takze jej dojrzatos¢ naukowa.
Po jej lekturze skrystalizowaty mi si¢ jednak trzy dodatkowe pytania:

- w pracy wykazano jadrowa akumulacje czasteczek CD44 w komorkach
nowotworowych. Poniewaz w sktad czasteczek CD44 wchodzi transmembranowa o-
helisa, powstaje pytanie o forme¢ w jakiej CD44 wptywa na transkryptom komorek.
Czy biatko to integruje si¢ np. z otoczkg jadrowa, czy moze w gre¢ wchodzg systemy
analogiczne do transporteréw mitochondrialnych?

- CD44 jest markerem komorek macierzystych. Czy na podstawie uzyskanych
danych mozna spekulowa¢ na temat roli transferu CD44 z komodrek podscieliska do
komoérek biataczkowych w rozwoju populacji nowotworowych komorek
macierzystych?

- czy w wykorzystanym modelu obserwowano transfer makroczasteczek/organelli
z komorek CML do podscieliska?

Te i wezesniej sformutowane pytania majg charakter uzupetiajacy i nie podwazajg
ogolnie bardzo wysokiej oceny rozprawy. Sama rozprawa doktorska Pani mgr Laury
Turos-Korgul stanowi spdjne tematycznie opracowanie o duzym walorze poznawczym
i potencjale wdrozeniowym. Rozprawa zostata zaplanowana i zrealizowana w sposob
bardzo konsekwentny. W elegancki sposob taczy ona dwa wzajemnie uzupehiajace si¢
nurty badawcze: metodologiczny, dotyczacy ultrastruktury i identyfikacji TNTs, oraz
biologiczny, odnoszacy si¢ do roli transferu CD44 w komunikacji pomigdzy
komorkami podscieliska i komorkami CML i w przebiegu tej choroby. Poszczegdlne
etapy badan tworza spdjny ciag eksperymentow prowadzacych od obserwacji
morfologicznych, poprzez identyfikacje mechanizméw molekularnych obserwowanych
zjawisk, az do wykazania ich konsekwencji biologicznych i (potencjalnie) klinicznych.
Wktad Doktorantki w przygotowanie przedtozonej do recenzji rozprawy byt kluczowy
dla jej powstania, sama rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego, a jej tre$¢ potwierdza poglebiona wiedzg Kandydatki w zakresie
przedmiotu. Stwierdzam wigc, ze rozprawa doktorska mgr Laury Turos-Korgul spetnia
warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym 1 nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pdzn. zm.) i wnioskuje¢ do Rady
Naukowej Instytutu Biologii Dos$wiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN o
dopuszczenie mgr Laury Turos-Korgul do dalszych etapéw postepowania w sprawie
nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk S$cistych i przyrodniczych w dyscyplinie
nauki biologiczne. Jednocze$nie bioragc pod uwage rozmach i szeroki wachlarz technik
wykorzystanych w rozprawie, wage uzyskanych wynikow, a takze powazny dorobek
naukowy Kandydatki, wnosze o jej wyroznienie stosowng nagroda.

(Jarostaw Czyz)
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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Laury Turos-Korgul pt. , Intercellular transfer of CD44
from bone marrow stroma to chronic myeloid leukemia cells as a driver of niche-mediated
imatinib resistance” wykonanej pod kierunkiem Prof. Katarzyny Piwockiej

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska poswiecona jest badaniu roli biatka CD44 w
komunikacji pomiedzy komdrkami zrebu szpiku kostnego (bone marrow stromal cells, BMSCs) a
komadrkami przewlektej biataczki szpikowej (CML). Punktem wyjscia pracy jest obserwacja, ze
komorki biataczkowe pozostajgce w kontakcie ze stromg wykazujg zwiekszong ekspresje CD44 oraz
wiekszg opornosé na leczenie inhibitorami kinazy tyrozynowej (TKI). Celem pracy byto wyjasnienie
mechanizmu tego zjawiska oraz okreslenie, czy CD44 moze byé przekazywane z komérek zrebu do
komorek biataczkowych za posrednictwem tunneling nanotubes (TNTs), a takze czy wptywa to na
wiasciwosci biologiczne komodrek nowotworowych. Rozprawa zostata napisana w jezyku
angielskim i jest starannie przygotowana pod wzgledem edytorskim. Praca obejmuje klasyczny
uktad rozprawy doktorskiej, zawierajgcy wstep, cele pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusje,
podsumowanie, wnioski oraz obszerny spis literatury. Poszczegdlne rozdziaty sg logicznie
uporzadkowane i tworzg spdjng catosé.

Omowienie poszczegblnych rozdziatow

Wstep do pracy w sposéb przejrzysty i logiczny wprowadza czytelnika w zagadnienia bedgce
przedmiotem rozprawy. Autorka przedstawia aktualny stan wiedzy dotyczgcy biologii przewlektej
biataczki szpikowej, roli mikrosrodowiska szpiku kostnego w rozwoju opornosci na inhibitory
kinazy tyrozynowej, biologii biatka CD44 oraz tunneling nanotubes jako nowego mechanizmu
komunikacji miedzykomdrkowej. Wstep jest oparty na aktualnej literaturze i dobrze uzasadnia
podjecie przedstawionych badan oraz postawione hipotezy. Rozdziat ,Materiaty i metody” zostat
przygotowany starannie i w wiekszosci zawiera szczegdtowy opis zastosowanych modeli
eksperymentalnych oraz technik badawczych. Na podkreslenie zastuguje bardzo szeroki zakres
wykorzystanych metod, obejmujacy zaréwno nowoczesne techniki obrazowania komdrkowego,
analizy molekularne i transkryptomiczne, jak rowniez liczne doswiadczenia funkcjonalne.

Rozdziat ,Wyniki” zostat opracowany w sposéb logiczny i konsekwentny. Poszczegdlne
podrozdziaty prowadzg czytelnika od szczegétowej analizy tworzenia sie i charakterystyki TNT,
poprzez wykazanie transferu CD44 pomiedzy komodrkami zrebu i komdrkami CML, analize
mechanizmu tego zjawiska oraz jego wptywu na ekspresje gendw, az do oceny znaczenia
biologicznego i potencjalnych implikacji terapeutycznych. Cennym elementem pracy jest
wigczenie do badan materiatu pochodzgcego od pacjentow z CML, co zwieksza znaczenie
biologiczne uzyskanych wynikéw.



Rozdziaty ,Dyskusja” i ,Posumowanie” zostaty napisane w sposéb dojrzaty i dobrze
udokumentowany literaturg. Doktorantka krytycznie odnosi uzyskane wyniki do aktualnego stanu
wiedzy, wskazujac zardwno ich znaczenie poznawcze, jak i potencjalne implikacje biologiczne oraz
terapeutyczne. Na szczegdlne podkreslenie zastuguje wywazona interpretacja wiekszosci
uzyskanych wynikdw oraz umiejetnos¢ formutowania nowych hipotez wynikajacych z
przeprowadzonych badan. Z punktu widzenia mechanistycznego interesujgce jest wykazanie
udziatu TNT i bezposredniego kontaktu komdrek w przekazywaniu CD44 pomiedzy komdrkami
zrebu i CML. Jednoczesnie wydaje sie, ze dla potencjalnego znaczenia terapeutycznego kluczowe
pozostaje samo zwiekszenie funkcjonalnej ekspresji CD44 w komoérkach biataczkowych oraz
mozliwos¢ farmakologicznego zahamowania osi CD44-HA, niezaleznie od mechanizmu
prowadzgcego do wzrostu ekspresji tego biatka.

Ogdlna ocena rozprawy

Przedstawiony we wstepie przeglad literatury $wiadczy o bardzo dobrej znajomosci aktualnego
stanu wiedzy dotyczgcego biologii przewlektej biataczki szpikowej, mikrosrodowiska szpiku
kostnego, biologii CD44 oraz mechanizméw komunikacji miedzykomdrkowej z udziatem tunneling
nanotubes. W mojej ocenie rozprawa jednoznacznie potwierdza, ze Doktorantka posiada szerokg
wiedze teoretyczng w_dyscyplinie nauki biologiczne. Na szczegdlne uznanie zastuguje wysoka
warto$¢ naukowa oraz nowatorski charakter przedstawionej rozprawy. Autorka podjeta sie
rozwigzania waznego i nadal stabo poznanego problemu dotyczgcego mechanizmoéw komunikacji
pomiedzy komoérkami zrebu szpiku kostnego a komodrkami przewlektej biataczki szpikowej.
Najbardziej oryginalnym osiggnieciem pracy jest wykazanie, ze biatko CD44 moze by¢
przekazywane z komadrek zrebu do komérek CML w sposdb zalezny od bezposredniego kontaktu
komoérek, z udziatem tunneling nanotubes (TNT), oraz ze zjawisko to wigze sie ze zmianami
ekspresji gendéw i whasciwosci biologicznych komérek biataczkowych. Interesujgca jest réwniez
zaproponowana przez Autorke hipoteza wskazujgca, ze CD44 moze nie tylko podlegac transferowi
przez TNT, ale takze uczestniczy¢ w regulacji powstawania lub funkcji tych struktur. O ile hipoteza
ta wymaga dalszej weryfikacji eksperymentalnej, stanowi niewatpliwie cenny wktad do obecnego
stanu wiedzy i wyznacza interesujgcy kierunek przysztych badan.

Wysoko oceniam rdéwniez bardzo szeroki i nowoczesny warsztat badawczy obejmujacy
zaawansowane techniki mikroskopowe (mikroskopie konfokalng, TEM i FIB-SEM), cytometrie
przeptywowg i sortowanie komorek, analizy ekspresji gendw i biatek (RT-gPCR, Western blot, RNA-
seq), manipulacje genetyczne (nadekspresje i wyciszanie CD44) oraz liczne testy funkcjonalne.
Przedstawione wyniki, sposéb zaplanowania kolejnych etapéw badarn oraz umiejetne
wykorzystanie réznorodnych metod eksperymentalnych $wiadczg o bardzo dobrym
przygotowaniu Doktorantki do samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Na szczegdlne

podkreslenie zastuguje umiejetnos¢ formutowania hipotez badawczych, ich konsekwentnej
weryfikacji oraz krytycznej interpretacji uzyskanych wynikéw.

Istotnym atutem pracy jest takze umiejetne potgczenie badan podstawowych prowadzonych na
liniach komérkowych z doswiadczeniami wykorzystujgcymi materiat pochodzacy od pacjentow z
CML. Nalezy jednak zauwazy¢, ze doswiadczenia z wykorzystaniem materiatu pierwotnego maja
charakter ograniczony do 4 pacjentéw. Ich rozszerzenie, zaréwno o wiekszg liczbe prébek
pacjentow, jak i szerszg charakterystyke ekspresji CD44 na komdrkach CML oraz wykorzystanie
pierwotnych komérek BMSC, mogtoby istotnie wzmocnic translacyjne znaczenie przedstawionych
wynikéw oraz potwierdzi¢, ze obserwowane zjawiska nie sg ograniczone do zastosowanych modeli
komodrkowych.



Pomimo kilku kwestii wymagajgcych doprecyzowania, do ktérych odniose sie w dalszej czesci
recenzji, uwazam, ze wiekszos¢ przedstawionych wynikéw zostata poprawnie zinterpretowana i
prowadzi do dobrze uzasadnionych wnioskéw. Dotyczy to w szczegdlnosci koncowej czesci
rozprawy — dyskusji oraz wnioskdw — ktére sg napisane w sposéb dojrzaty, wywazony i pozostajg
w zgodzie z przedstawionymi danymi eksperymentalnymi.

Komentarze i pytania

Lektura rozprawy nasuneta mi kilka uwag dotyczacych interpretacji przedstawionych wynikéw oraz
kilka pytan, ktére — w mojej ocenie — moga stanowié¢ punkt wyjscia do interesujgcej dyskusji
naukowe]j podczas obrony. Prosze Doktorantke o odniesienie sie do ponizszych punktéw w czasie
obrony.

1. Wzrost ilosci CD44 w komodrkach biataczkowych po kontakcie ze stromg zostat przekonujgco
udokumentowany na poziomie mRNA. Natomiast na poziomie biatka zostat wykazany gtéwnie dla
linii K562, podczas gdy w przypadku LAMAS84 podobnego efektu nie obserwuje sie (Fig. 4.2.21A-
B). Warto odnies$¢ sie do tej rdznicy i przedyskutowaé jej mozliwe przyczyny. Dodatkowo, czy
podobne obserwacje dotyczgce wzrostu ilosci biatka CD44 na powierzchni komérek wykonano
réwniez w pierwotnych komérkach CML?

2. Wyniki przedstawione na Fig. 4.2.20C wskazujg, ze obecnos¢ CD44 w komdrkach stromalnych
jest kluczowa dla indukcji endogennej ekspresji CD44 w K562. Czy zalezno$¢ te oceniono réwniez
w innych modelach CML, zwitaszcza w LAMA-84 lub pierwotnych komodrkach CD34+?
Potwierdzenie jej w dodatkowym modelu istotnie wzmocnitoby wniosek o ogdélnym znaczeniu
tego mechanizmu.

3. Prosze o doprecyzowanie, czy w eksperymentach przedstawionych w podrozdziatach 4.2.5 i
4.2.6 (na Fig. 4.2.28B i 4.2.29) sortowano komodrki wytgcznie na podstawie ekspresji CD44, czy
réwniez obecnosci CD44-GFP. Nie jest to dla mnie jednoznaczne z opisu, a ma istotne znaczenie
dla interpretacji uzyskanych wynikéw. Jesli sortowanie przeprowadzono wytgcznie na podstawie
ekspresji CD44, prosze o odniesienie sie do tego, czy przedstawione wyniki rzeczywiscie pozwalajg
jednoznacznie przypisa¢ obserwowane efekty ,stroma-mediated CD44 upregulation” jak to jest
przedstawione w tytutach podrozdziatéw oraz w Dyskusji.

4. Interpretacja wynikédw przedstawionych na Fig. 4.2.34 wymaga wyjasnienia. W tekscie
stwierdzono, ze CD44-HAi sam nie wptywa na apoptoze ani tworzenie kolonii, podczas gdy na
rycinie obserwowane sg istotne statystycznie efekty dziatania samego inhibitora. Ponadto,
poniewaz CD44-HAi sam wykazuje wtasng aktywnos¢ biologiczng, trudno jednoznacznie ocenic
wptyw tego inhibitora w kombinacji z imatynibem na zywotno$¢ komorek i tworzenie kolonii. W
celu wzmocnienia tego wniosku warto bytoby wykonac testy dla wiekszej liczby dawek i uzupetnic
analize o ocene interakcji pomiedzy CD44-HAi i imatynibem (np. test interakcji w 2-way ANOVA
lub analize synergizmu).

5. Réznice pomiedzy HS-5 i HS-27A wskazuja, ze komarki zrebu sg funkcjonalnie heterogenne. Jak
Autorka odnosi te wyniki do zréznicowania mikrosrodowiska szpiku u pacjentéw z CML? Ktére
populacje komérek niszy mogg in vivo odpowiada¢ za transfer CD44 i ochrone komodrek
biataczkowych przed TKI oraz na ile zastosowane linie stromalne odzwierciedlajg wtasciwosci
komorek izolowanych od pacjentéw? Poprosze o odpowiedz w odniesieniu do literatury.

6. Na kilku rycinach (np. Fig. 4.2.18-4.2.20) grupa kontrolna zostata znormalizowana do wartosci
1 i przedstawiona bez rozrzutu. Prosze o doprecyzowanie, na jakich danych przeprowadzono



analize statystyczng. Jezeli testy wykonano na wartosciach po normalizacji, w ktérych wszystkie
prébki kontrolne przyjmujg wartosé 1, grupa kontrolna ma sztucznie zerowg wariancje, co budzi
zastrzezenia co do poprawnosci zastosowanej analizy statystyczne;j.

Whioski koncowe

W mojej ocenie przedstawione wyniki stanowig oryginalne rozwigzanie istotnego problemu
naukowego dotyczacego mechanizméw komunikacji pomiedzy komodrkami zrebu i komdrkami
CML oraz znaczenia CD44 w rozwoju opornosci nha leczenie inhibitorami kinazy tyrozynowej.

Uwzgledniajac przedstawione powyzej argumenty, stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Laury
Turos-Korgul spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pdzn. zm.). Rozprawa prezentuje ogdlng
wiedze teoretyczng Kandydatki w dyscyplinie nauki biologiczne, potwierdza umiejetnosc
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej oraz stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego. W zwigzku z powyiszym wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN o dopuszczenie mgr Laury Turos-Korgul do dalszych
etapdéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk S$cistych i
przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Matgorzata Firczuk
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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

mgr Laury Turos-Korgul pt. "Intercellular transfer of CD44 from bone marrow
stroma to chronic myeloid leukemia cells as a driver of niche-mediated
imatinib resistance"

Przedmiotem rozprawy, zgodnie z jej tytutem, byto zbadanie roli transferu biatka CD44 z
komodrek podscieliska szpiku kostnego do komdrek przewlektej biataczki szpikowej (CML) za
posrednictwem nanotuneli (tunneling nanotubes, TNTs) oraz okreslenie znaczenia tego
procesu W rozwoju opornosci na leczenie imatynibem. Drugim istotnym celem pracy byta
charakterystyka ultrastruktury TNTs oraz krytyczna ocena obecnie stosowanych metod ich
identyfikacji. Uzyskane wyniki stanowig istotny wktad w poznanie mechanizmdw komunikacji
pomiedzy komodrkami nowotworowymi i mikrosrodowiskiem, a takze wskazujg nowe
potencjalne cele terapeutyczne zwigzane z przezwyciezaniem opornosci na inhibitory kinaz
tyrozynowych w CML.

Praca zostata wykonana w Laboratorium Cytometrii Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M.
Nenckiego PAN pod kierunkiem prof. Katarzyny Piwockiej. Rozprawa zostata przygotowana w
jezyku angielskim i zawiera streszczenie w jezyku polskim. Prace rozpoczyna obszerne i bardzo
dobrze opracowane wprowadzenie obejmujgce aktualny stan wiedzy. W dalszej czesci
przedstawiono cele pracy, szczegdtowy opis materiatéw i metod oraz obszerny rozdziat
wynikow zakonczony dyskusjg i podsumowaniem. Na uwage zastuguje réwniez bogaty
dorobek publikacyjny Doktorantki zamieszczony w rozprawie, obejmujgcy prace oryginalne
oraz artykuty przeglgdowe zwigzane z tematyka badan.

Ocena merytoryczna

Rozprawa przedstawia wielowgtkowy projekt badawczy dotyczgcy mechanizmoéow komunikacji
pomiedzy komdrkami podscieliska szpiku kostnego a komdrkami przewlektej biataczki
szpikowej. Autorka podjeta sie rozwigzania aktualnego i istotnego problemu badawczego,
ktérego zrozumienie moze przyczyni¢ sie do lepszego poznania mechanizméw rozwoju
lekoopornosci w przewlektej biataczce szpikowej. Praca obejmuje dwa wzajemnie
uzupetniajgce sie nurty badawcze. Pierwszy dotyczy charakterystyki ultrastruktury nanotuneli
(TNTs), natomiast drugi koncentruje sie na okresleniu roli transferu biatka CD44 z komérek
stromalnych do komorek biataczkowych oraz jego wptywu na rozwdj opornosci na imatynib.
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Na podkreslenie zastuguje bardzo dobrze przygotowane wprowadzenie do tematyki badan.
Doktorantka przedstawita aktualny stan wiedzy dotyczacy biologii przewlektej biataczki
szpikowej, mikrosrodowiska szpiku kostnego, nanotuneli oraz biologii biatka CD44. Swiadczy
to o bardzo dobrej znajomosci literatury oraz szerokiej wiedzy teoretycznej z zakresu
realizowanej tematyki badawczej.

Pierwsza cze$¢ rozprawy poswiecona zostata analizie ultrastruktury TNTs z wykorzystaniem
mikroskopii elektronowe] FIB-SEM. Autorka pordwnata wyniki uzyskane metodg konfokalng z
analizg ultrastrukturalng. Przedstawione wyniki pokazuja, ze czes¢ struktur identyfikowanych
jako TNTs przy uzyciu standardowych kryteridw nie spetnia tych kryteriéw podczas analizy w
wyzszej rozdzielczosci. Co wiecej, TNTs nie zawsze stanowig catkowicie otwarte kanaty
cytoplazmatyczne, co sugeruje, ze obecny model budowy TNTs moze wymagac
doprecyzowania oraz dalszej weryfikacji. Jest to interesujgcy aspekt pracy, ktéry ma znaczenie
nie tylko dla badan przedstawionych w rozprawie, ale rowniez dla catej dziedziny zajmujgcej
sie biologig TNTSs.

Drugi, zasadniczy nurt badan dotyczy roli biatka CD44 w komunikacji pomiedzy komdrkami
podscieliska szpiku kostnego a komodrkami CML. Wykorzystujgc wczesniejsze obserwacje
laboratorium jako punkt wyjscia, Doktorantka zaplanowata i przeprowadzita szereg wtasnych
doswiadczen, ktére doprowadzity do identyfikacji mechanizméw regulujgcych komunikacje
pomiedzy komdrkami podscieliska szpiku kostnego i komdérkami CML poprzez transfer CD44.
Transfer ten wymaga bezposredniego kontaktu komodrek, zachodzi niezaleznie od egzosomow
i odbywa sie z udziatem pecherzykdéw transportowanych przez TNTs. Co istotne, wyciszenie
CD44 w komérkach stromalnych ogranicza tworzenie nanotub, wskazujgc, ze CD44 petni role
nie tylko transportowanego biatka, ale rdwniez uczestniczy w procesie powstawania TNTs.
Interesujgcag obserwacja jest takze wykazanie obecnosci petnej formy biatka CD44 w jadrach
komoérek biataczkowych po jego transferze z komérek stromalnych.

Kolejne doswiadczenia zostaty logicznie zaplanowane i stanowig naturalng kontynuacje
wczesniejszych obserwacji. Uzyskane wyniki sugeruja, ze komorki, ktére otrzymaty stromalne
CDA44, charakteryzujg sie zmienionym profilem transkrypcyjnym. Analiza RNA-seq wskazuje na
zwiekszong ekspresje genodw zwigzanych z adhezjg komdrkowg, migracjg oraz przebudowa
macierzy zewngtrzkomorkowej. Uzyskane wyniki zostaty nastepnie zweryfikowane szeregiem
doswiadczen  funkcjonalnych - Doktorantka przedstawia zwiekszong aktywnosc
metaloproteinaz, wzrost migracji oraz inwazyjnosci komodrek biataczkowych, potwierdzajgc
funkcjonalne znaczenie obserwowanych zmian transkryptomicznych. Takie podejscie
znaczgco wzmacnia wiarygodnos¢ przedstawionych wnioskow.

Jednym z bardziej interesujgcych wynikdw rozprawy jest wykazanie, ze transfer stromalnego
CD44 wiaze sie ze zwiekszeniem ekspresji endogennego CD44 w komodrkach biataczkowych.
Doktorantka przeanalizowata mechanizmy odpowiedzialne za to zjawisko i wykazata udziat osi
ERK/AP-1 oraz HIF-1a. Rozprawe koriczg doswiadczenia pokazujgce, ze farmakologiczne
zahamowanie interakcji CD44 z hialuronianem zwieksza skutecznos$¢ dziatania imatynibu w
warunkach odtwarzajgcych mikrosrodowisko szpiku kostnego. Jest to interesujgca obserwacja
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wskazujgca na potencjalne mozliwosci wykorzystania uzyskanych wynikéw w opracowaniu
nowych strategii terapeutycznych.

Podsumowujac, wielometodyczny charakter pracy jest jej niewatpliwym atutem. Doktorantka
wykorzystata szeroki zakres nowoczesnych metod eksperymentalnych, wykazujac sie bardzo
dobrym warsztatem badawczym. Na szczegdlne podkreslenie zastuguje logiczna konstrukcja
catego projektu, w ktorym kolejne doswiadczenia wynikajg z uzyskanych wczesniej obserwaciji
i prowadza do stopniowej weryfikacji postawionej hipotezy badawczej. Najwiekszg wartoscig
rozprawy jest jednak konsekwentne przesledzenie badanego zjawiska — od obserwacji
transferu biatka pomiedzy komérkami, poprzez analize mechanizmdéw molekularnych, az do
wykazania biologicznych konsekwencji tego procesu oraz jego potencjalnych implikacji
terapeutycznych. W mojej ocenie przedstawiona rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie
istotnego problemu naukowego oraz potwierdza umiejetno$¢ Doktorantki do
samodzielnego planowania i prowadzenia badan naukowych.

Ocena edytorska

Przedtozona do oceny rozprawa zostata przygotowana bardzo starannie zaréwno pod
wzgledem edytorskim, jak i jezykowym. Tekst jest przejrzysty, logicznie uporzadkowany i
napisany poprawnym jezykiem angielskim. Wprowadzenie stanowi wyczerpujacy przeglad
literatury, a poszczegdlne rozdziaty zostaty utozone w sposdb pozwalajacy czytelnikowi fatwo
$ledzi¢ tok rozumowania Autorki. Na szczegdlne uznanie zastugujg wysokiej jakosci ilustracje
oraz czytelny sposéb prezentacji wynikow.

Pytania na obrone

Przedstawiona rozprawa stanowi bardzo wartosSciowe opracowanie i dostarcza wielu nowych
informacji dotyczgcych komunikacji pomiedzy komdrkami podscieliska szpiku kostnego i
komoérkami przewlektej biataczki szpikowej. Jednoczesnie wyniki pracy rodzg kilka
interesujgcych pytan, ktdre mogg stanowi¢ punkt wyjscia do dalszych badan.

1. Przedstawione wyniki wskazujg, ze transfer CD44 z komorek podscieliska szpiku
kostnego wigze sie z zmiang wiasciwosci biologicznych komodrek biataczkowych.
Jednocze$nie wiadomo, Zze nanotunele umozliwiajg transport wielu réznych
sktadnikow komodrkowych. W dyskusji Autorka omawia ograniczenia zwigzane z
mozliwoscig jednoznacznego okreslenia udziatu nanotuneli oraz innych mechanizméw
kontaktowego transferu. Interesujgce bytoby jednak poznanie opinii Doktorantki, jakie
doswiadczenia pozwolityby jednoznacznie wykaza¢, ze to wtasnie transferowane
CD44, a nie inne skitadniki transportowane pomiedzy komoérkami za
posrednictwem nanotuneli, odpowiada za obserwowane efekty biologiczne.

2. W pracy wykazano, ze transfer stromalnego CD44 wigze sie ze wzrostem ekspresji
endogennego CD44 w komorkach biataczkowych. Autorka proponuje model, w ktérym
zjawiska te stanowig element dodatniego sprzezenia zwrotnego. Interesujgce bytoby
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jednak poznanie opinii Doktorantki, jakie doswiadczenia pozwolityby rozstrzygnaé, czy
obserwowane zmiany fenotypowe wynikaja bezposrednio z obecnosci
transferowanego CD44, czy tez sg przede wszystkim konsekwencjg wtérnej indukcji
ekspresji endogennego CD44.

3. W pracy skupiono sie na komunikacji za posrednictwem nanotuneli, jednak w
mikrosrodowisku szpiku kostnego rdéwnoczesnie funkcjonujg rowniez inne
mechanizmy komunikacji miedzykomérkowej, takie jak egzosomy czy sygnalizacja
zalezna od wydzielanych cytokin. Jak, zdaniem Doktorantki, mechanizmy te moga
wzajemnie sie uzupetnia¢? Czy uwaza Pani, ze transfer za posrednictwem nanotuneli
odgrywa szczegdlng role w rozwoju lekoopornosci komérek CML?

4. Przedstawione wyniki wskazujg, ze zaréwno CD44, jak i nanotunele mogg stanowié
potencjalne cele terapeutyczne. Ktére z tych podejsé uwaza Doktorantka za bardziej
obiecujgce z punktu widzenia przysztych zastosowan klinicznych? Jakie s najwieksze
ograniczenia kazdego z nich?

Whioski koncowe

Podsumowujgc, przedstawiona rozprawa doktorska stanowi wartosciowe opracowanie
dotyczace mechanizmdéw komunikacji pomiedzy komdrkami przewlektej biataczki szpikowej i
komdrkami podscieliska szpiku kostnego. Przedstawione dane wskazujg, ze transfer biatka
CD44 za posrednictwem nanotuneli prowadzi do przeprogramowania komorek
biataczkowych, zwiekszenia ich wtasciwosci inwazyjnych oraz rozwoju opornosci na imatynib.
Istotnym osiggnieciem pracy jest rowniez szczegétowa analiza ultrastruktury nanotuneli oraz
krytyczna ocena metod stosowanych do ich identyfikacji.

Rozprawa prezentuje bardzo dobra znajomos$¢ aktualnego stanu wiedzy z zakresu biologii
przewlektej biataczki szpikowej, mikrosrodowiska nowotworowego oraz komunikacji
miedzykomdrkowej. Swiadczy o tym zaréwno obszerne i dobrze przygotowane
wprowadzenie, jak i dojrzata dyskusja uzyskanych wynikéw, w ktérej Doktorantka trafnie
odnosi wtasne obserwacje do aktualnych doniesien literaturowych.

Przedstawione badania potwierdzaja rowniez umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia
pracy naukowej. Doktorantka zaplanowata i zrealizowata ztozony projekt badawczy,
wykorzystujgc szeroki wachlarz nowoczesnych metod eksperymentalnych. Uzyskane wyniki
zostaty poddane krytycznej analizie oraz wiasciwie zinterpretowane.

W mojej ocenie rozprawa stanowi réwniez oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.
Doktorantka nie tylko scharakteryzowata nowy mechanizm komunikacji pomiedzy komérkami
zrebu szpiku kostnego i komdrkami przewlektej biataczki szpikowej, ale réwniez przedstawita
dane wskazujgce na biologiczne konsekwencje tego procesu. Uzyskane wyniki poszerzaja
wiedze dotyczacg mechanizméw lekoopornosci oraz wskazujg potencjalne kierunki rozwoju
nowych strategii terapeutycznych. Przedstawiona rozprawa Swiadczy o dojrzatosci naukowej
Doktorantki, potwierdza jej umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia badan naukowych oraz
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wnosi oryginalny wktad do badan nad komunikacjg pomiedzy komdrkami nowotworowymi i
mikrosrodowiskiem szpiku kostnego.

Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Laury Turos-Korgul
spetnia wymagania okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce. W zwigzku z tym wnosze do Rady Naukowej Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie Doktorantki do
dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Jednoczesnie, biorac pod uwage nowatorski charakter uzyskanych wynikéw, bardzo szeroki
zakres zastosowanych metod badawczych, wysoki poziom wykonania doswiadczen,
spdjnos¢ przedstawionego projektu oraz wartos¢ poznawczg uzyskanych wynikéw, wnosze
o wyrdzinienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Laury Turos-Korgul.

tup Mowsmol
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