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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Magdaleny Wasik
pt.: ,Badania mysiego modelu nadwrazliwosci typu péZnego na kazeine z préba
antygenowo-swoistej immunosupresji”

Praca doktorska zostata napisana zgodnie z ogdlnie przyjetymi zasadami. We wstepie w
spos6b bardzo szczegotowy opisano mechanizmy nadwrazliwosci oraz mechanizmy tolerancji
immunologicznej, ze szczegétowym uwzglednieniem alergii na kazeine mieka krowiego.
Jednak mechanizmy tolerancji typu IV powinny zawiera¢ nowoczesniejsze podejécie z
uwzglednieniem roli subpopulacji limfocytéw np. TH 17. Podobnie w mechanizmach
tolerancji brakuje doktadniejszego opisu populacji limfocytéw regulatorowych Treg np. wg

Sézener Z Curr Opin Allergy Clin Immunol. 2020; 20(6):591-601.

Autorka skoncentrowata sie na stworzeniu syntetycznego, ale wnikliwego obrazu sposobu
komunikacji migdzykomérkowej przy pomocy egzosoméw i ich nowopoznanej roli
przekazywania i transportowania sygnatu regulacyjnego w postaci mikroRNA (miRNA).

Cel pracy zostat wyraZnie przedstawiony i zrealizowany przy zastosowaniu metod
badawczych prawidtowo dobranych. Nadwrailiwo$é kontaktowa (contact hypersensitivity -
CHS) jest jedng z form odpowiedzi typu komodrkowego (péinego) (delayed-type
hypersensitivity - DTH), w ktorej komdrka wykonawczg sg limfocyty T. W warunkach
eksperymentalnych wywotuje sie ja np. u myszy poprzez naskorng aplikacje haptenu
(np.TNP lub oksazolonu), a po okresie kilku dni moina wywotaé faze efektorowg CHS,
podajgc hapten na skére ucha, co powoduje zaczerwienienie matzowiny usznej i jej obrzek,

ktéry mozna oceni¢ np. przez pomiar grubosci ucha. Mechanizmy indukcji, ekspresji i
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regulacji CHS sg podobne lub identyczne jak w innych formach DTH (np. jak w niektérych
postaciach autoimmunizacji, odrzucaniu przeszczepu, w odpowiedzi na pewne zakazenia),
stad tez ze wzgledu na tatwosé jej wywotania i pomiaru jest szeroko stosowanym modelem
doswiadczalnym nad ogdélnymi mechanizmami odpowiedzi typu p6inego i jej regulacji. W
przedstawionej rozprawie doktorskiej opracowano nowy model $rodskérnej immunizacii
antygenem kazeiny (Cas) w celu wywotania mysiego modelu DTH na biatko mleka krowiego.
Ustalono fenotyp komdrek efektorowych, ktére nalezg do populacji makrofagéw oraz
limfocytéw CD4+. Kolejnym etapem bylo wyizolowanie supresyjnych egzosomoéw
zawierajacych czasteczki miRNA-150 i produkowanych przez komérki CD8+, od myszy
uprzednio poddanych procesom tolerancji za pomocy kazeiny. Na uwage zastuguje
starannoé¢ z jaka oczyszczano egzosomy i odrdzniano je od innych pecherzykéw
zewnatrzkomorkowych. Egzosomy dwukrotnie ultrawirowano, jak réwniez oczyszczano na
kolumnach chromatograficznych oraz potwierdzono ekspresje molekuty CD9 i CD81, a takze
potwierdzono obecno$é¢ tfaricuchéw kappa. Zastosowano inhibitor antymiRNA w celu
potwierdzenia roli miRNA w dziataniu supresyjnym. W dwéch doswiadczeniach wykazano
antygenowg swoisto$¢ zastosowanych egzosoméw. W ostatniej czesci przetestowano, ktéra
droga podania egzosoméw daje najlepsze rezultaty zahamowania reakcji na antygeny Cas.
Okazato sie, ze najlepsze metody podania to naturalne drogi ekspozycji, czyli srédskornie i do

zotadka.

Opis metodyki badar jest szczegbétowy, a uzyskane wyniki zostaly precyzyjnie omdwione i
zilustrowane w 13 rycinach. Dyskusja wynikéw ma logiczng konstrukcje i precyzyjny styl, a jej

tre$é swiadczy o bardzo dobrej znajomosci prezentowanej tematyki.

Prezentowane wyniki posiadajq istotne znaczenie poznawcze i kliniczne oraz inspirujg do
dalszych badan. Autorka podjeta zagadnienie w niewielkim jedynie stopniu opracowane w
pi$miennictwie i zastosowata w badaniach wiele nowoczesnych metod. Autorka podkresla w
zakoriczeniu, Ze zastosowanie egzosomow transportujgcych czasteczki miRNA moga
potencjalnie znaleié zastosowanie diagnostyce i terapii choréb nowotworowych oraz

zakainych.



Uwagi krytyczne:

brak oceny fenotypu (subpopulacji) limfocytéw T zaréwno CD4+ (TH1, TH2, TH17 Treg?)
jak i CD8+ (Tc 1, Tc2 itp.) . Nie wiadomo jaki byl mechanizm supresji — Treg-zaleiny,
Tc(REG)-zaleiny;

w konsekwencji wnioski nie s do korica uzasadnione i powinny zostaé przeredagowane;
w wynikach i dyskusji doktorantka uzywa zwrotu ,zaindukowano proces tolerancji na
kazeing”, a w poprzednich rozdziatach méwi o ,aktywnej supresji”; oraz ,proba
prowokacji” ktéra w materiatach opisana jest jako ,ponownie stymulowano zwierzeta
antygenem” — wymaga to ujednolicenia;

w opisie uizytych zwierzat zabrakto doprecyzowania, czy byty to samce lub samice, w
jakim byty wieku podczas eksperymentéw oraz wyszczegdlnienia jaki szczep myszy byt
uzyty w konkretnym doswiadczeniu;

doktorantka powinna podac sumaryczng liczbe myszy, ktére zostaty wykorzystane, by z
jednej strony zobrazowac trud zwigzany z realizacjq niniejszej pracy;

nalezy udokumentowac spetnienie wymogow stawianych przez komisje bioetyczne;
kontrola negatywna powinna by¢ wykonana i pokazana przy kazdym eksperymencie, z
tresci rozprawy wynika tylko, ze taka zostata wykonana w pierwszym doswiadczeniu
»poréwnanie odpowiedzi alergicznej u myszy uczulonych z wykorzystaniem dwdch frakgji
antygenu Cas” oraz w ,ocena odpowiedzi zapalnej w modelu aktywnej supresji”,

natomiast w kolejnych doswiadczeniach nie ma zadnej informacji na jej temat;

Pomimo przedstawionych uwag ogdlna ocena pracy jest bardzo pozytywna. Praca ta

wyrdinia sie oryginalnoscig tematyki i sposobem wykonania co w potaczeniu z wysokiej

jakosci dokumentacja naukowg $wiadczy, ze jej autorka jest mtodym naukowcem o duiych

mozliwosciach rozwojowych.

W zwigzku z tg opinig zwracam sie do Wysokiej Rady Dyscyplin Nauk Medycznych Collegium

Medicum Uniwersytetu Jagielloriskiego o dopuszczenie mgr. Magdaleny Wasik do dalszych

etapdw przewodu doktorskiego. Ponadto wnosze o wyréznienie pracy.

Wroctaw, 15.08. 2021 prof. dr med. Marek Jutel
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