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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Jagody Mante;j
pt. ,.Badanie immunomodulacyjnych wiasciwosci zewnatrzkomorkowych biatek szoku termicznego w

kontekscie rozwoju i terapii wybranych chordb autoimmunologicznych”

Tematyka przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej wpisuje si¢ w nurt badan nad rolg biatek
szoku termicznego w modulacji odpowiedzi immunologicznej. W ujeciu klasycznym biatka HSP sa
traktowane jako wewnatrzkomorkowe biatka opiekuficze odpowiedzialne za utrzymanie proteostazy, do
zaburzenia ktorej dochodzi w efekcie dziatania rozmaitych stresorow srodowiskowych, w tym warunkow
panujacych w tkance objetej stanem zapalnym. Zwickszona produkcja bialek HSP jest elementem
mechanizmow adaptacji komoérek do stresu. Podczas stresu nasila si¢ réwniez wydzielanie biatek HSP do
przestrzeni pozakomdrkowej, zaréwno w postaci wolnej, jak tez jako skladniki egzosoméw. Te
zewnatrzkomoérkowe biatka HSP moga uczestniczy¢ w sygnalizacji migdzykomorkowej, wykazujac przy
tym wiasciwosci immunogenne i immunomodulujace. Jednak zrozumienie roli zewnatrzkomoérkowych HSP

w modulowaniu odpowiedzi immunologicznej jest niepelne i weiaz wymaga dalszych badan.

Punktem wyjscia do badan zawartych w ocenianej pracy staly si¢ wyniki wczesniejszych prac
Promotora rozprawy, Pana prof. Stefana Tukaja. Przeprowadzone na potrzeby tej rozprawy prace
doswiadczalne koncentrujg si¢ nad lepszym poznaniem roli pozakomdrkowych biatek HSP w patogenezie
oraz przebiegu chorob autoimmunologicznych. Pani mgr Jagoda Mantej w pracy doktorskiej podjeta sie
zbadania wplywu wysoce konserwowanego ewolucyjnie zewnatrzkomérkowego biatka HSP70 na przebieg
choréb autoimmunologicznych skdry takich jak luszczyca oraz nabyte pecherzowe oddzielanie sig
naskorka. W badaniach wykorzystata mysie modele tych choréb oraz materiat pochodzacy od pacjentdw.
Poszukiwala tez potencjalnie przydatnej klinicznie zaleznosci pomiedzy stanem chorych na reumatoidalne
zapalenie stawow, a odpowiedziag humoralng na wybrane kluczowe biatka HSP. Sprawdzata rowniez, czy
infekcja wirusem SARS-Cov-2 moze zwigkszy¢ reakcje autoimmunologiczng organizmu wycelowang w

biatka HSP. Wybrany temat doktoratu uwazam za wazny i mogacy mie¢ znaczenie praktyczne.
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Ocena formalna pracy

Praca przedstawiona jako rozprawa doktorska liczy 80 stron, zawarto w niej strong tytufowa,
informacje o #rodlach finansowania, podzigkowania, spis treSci, streszczenia wynikéw prac
oryginalnych w jezyku polskim oraz angielskim wraz z lista pismiennictwa liczacy 14 pozycji, cztery
publikacie do$wiadczalne, o$wiadczenia wspoOlautoréw prac, oraz wykaz dorobku naukowego
Doktorantki.

Podstawe rozprawy stanowia cztery publikacje oryginalne opublikowane w czasopismach z
listy filadelfijskiej, z ktorych dwie ukazaly sie w Cell Siress and Chaperones, a dwie kolejne

“odpowiednio w Experimental Dermatology i Frontiers in Immunology. Sumaryczay wspétezynnik
oddziatywania tych prac wynosi okolo 20 punktéw. W jednej publikacji mgr Mantej jest pierwszym
autorem, w trzech kolejnych rownorzednym pierwszym autorem. Zgodnie z zamieszezonym
odwiadczeniem, Jej indywidualny wikiad merytoryczny w powsfanie prac polegal na udziale w
planowaniu doswiadczen, przeprowadzeniu eksperymentéw, analizie i interpretacji wynikéw. Istotna
rola mgr Mantej w prowadzonych badaniach znajduje potwierdzenie w o$wiadczeniach wspétautorow.
Musze jednak zauwazy€, ze w o$wiadezeniach brak informacji o udziale Doktoranfki w pracach nad
przygotowaniem manuskryptéw publikacji. Ocenigjac catosé przedstawionych wynikéw, oraz biorgc
pod uwage wiodgca role mgr Mantej w realizacji prac do$wiadezalnych, uznaje¢ ze przedstawiona praca

moze stanowi¢ podstawe uzyskania stopnia naukowegoe doktora.

Ocena merytoryezna pracy

W pierwszej z przedstawionych prac mgr Mantej wraz ze wspdlautorami poszukiwali
zalezno$ci pomiedzy poziémem przeciwcial anty-HSP60, HSP70 oraz HSP90 w surowicy pacjentow, a
nasileniem. objawéw reumatoidalnego zapalenia stawdw. Doktorantka znalazla wyzszy poziom tych
przeciweial w grupie chorych, jednakze stan ten nie korelowal z aktywnoscig choroby Iub stopniem
zniszezenia stawdw. Zaobserwowala natomiast, ze humoralna reakcja autoimmunologiczna przeciwko
biatkom HSP60, HSP70 i HSP90 moze potencjalnie modulowaé poziom mediatoréw stanu zapalnego.

Druga w kolejnoci prace poéwiecono prébic wyjasnienia, czy infekcja wirusem SARS-CoV2,
moze potencjalnie wywolywaé autoimmunizacje poprzez stymulacje humoralnej odpowiedzi anty-HSP.
Przyjeto zalozenie, ze na drodze mimikry molekularnej immunogenne biatka wirusowe moga zwickszad
poziom przeciwciat nakierowanych na zewnatrzkomorkowe biatka HSP. Mgr Mantej uzyskata wyniki
przemawiajace przeciwko wstgpnie postawionej hipotezie analizujge poziom przeciwcial anty-HSP60,
OSP70, HSP90 w surowicy os6b zaszczepionych szezepionka mRNA  Pfizer, chorych po
bezobjawowym lub lagodnym przebiegu zakazenia oraz osob seronegatywnych pod wzgledem
obecnosci przeciwcial anty-SARS-CoV-2 Tu nasuwa mi si¢ pytanie, czy znane sg dane pokazujgce
zalezno$¢ pomi¢dzy surowiczym poziomem przeciwcial anty—HSP a podatnoscig na infekcje SARS-
Cov-2, lub przebiegiem choroby COVID-197

W firzeciej pracy mgr Mantej poshizyla si¢ mysim modelem luszczycy poszukujac efektu
terapeutycznego wywolywanego przez zewngtrzkomorkowe biatko HSP70. W tej spdjnej pracy

2



pokazano, Ze immunizacja myszy rekombinowanym biatkiem HSP70, w szczegdlnoscei pochodzenia
roélinnego (z tytoniu), ma dzialanie przeciwzapalne. Efekt ten powigzano z ekspansja dwoch podtypdw
regulatorowych limfocytéw T, z towarzyszacym spadkiem poziomu prozapalnych limfocytéw Thl7.
Co interesujgce, dootrzewnowa iniekcja przeciweiat anty-HSP70 réwniez hamowala rozwdj tuszezycy,
co polaczono z obnizeniem poziomu prozapalnych limfocytéw Thl7. Bardzo cickawa jest obserwacja,
Ze najsilniejsze dziatanie przeciwzapalne wykazywalo rekombinowane biatko Hsp70 pochodzenia
roélinnego. Podobny efekt roélinnege Hsp70 pokazano w pracy z 2018 roku autorstwa Seifarth 1
wspOlpracownikéw. Wspommniani Autorzy obserwowali wyhamowanie procesu zapalnego w mysiej
skorze przy jednoczesnej naskomej aplikacji imikwimodu oraz kremm z biatkiem Hsp70 z lucerny.
Cickawi mnie, co sadzi Doktorantka o mozliwosci stosowania kreméw z rekombinowanym ro§linnym
biatkiem Hsp70 jako produktow do leczenia tuszezycy? Chcialam tez zapytal, jak Dokiorantka
wythumaczy wyzsza aktywnos¢ przeciwzapalng roSlinnego Hsp70 w pordwnaniu z preparatami
ludzkiego oraz mysiego biatka HSP70 (HSPAL)?

W czwartej pracy mgr Mantej pokazata, ze pozakomorkowe biatko HSP70 (HSPA1) moze byé
uwiklane w procesy patofizjologiczne w nabytym pecherzowym oddzielaniu sig naskérka. Z uzyciem
mysiego modelu tej rzadkiej choroby autoimmunologicznej Doktorantka pokazala, Ze dootrzewnowe
podanie preparatéw ludzkiego rekombinowanego biatka IISP70 pogarsza objawy chorobowe oraz nasila
reakcje prozapalne. W do$wiadczeniach z uzyciem ludzkich jednojgdrzastych komérek krwi
obwodowej stymulowanych przeciwciatami anty-CD3/28 oraz ludzkich neutrofili stymulowanych
immunokompleksami specyficznymi dla nabytego pecherzowego oddzielania si¢ naskérka réwniez
pokazano prozapalne wlasciwosci zewnatrzkomérkowego HSP70.

W swojej pracy doktorskiej mgr Mantej, stosujac dwa rézne modele choréb
autoimmunologicznych, wykazata niezwykle ciekawy przeciwstawny efekt immunomodulacyjny
zewngtrzkomorkowego HSP70. Wyniki te sa bardzo intrygujace, gdyz pokazujg Ze ostateczny wplyw
pozakomérkowego HSP70 na modulowanie stanu zapalnego i reakcji komérek ukladu
odpornoéciowego moze byé zalezny od wielu czynnikéw i trudny do kontrolowania. Wiadomo, ze
zewngirzkomérkowe HSP70 samo moze modulowaé odpowiedz immunologiczng w  sposdb
plejotropowy — jako antygen, jako nosnik immunoaktywnych peptydéw, jako ligand receptoréw na
powierzchni komérek biorgeych udzial w mechanizmach odporno$ci wrodzongj i nabytej. Moze ono
by¢ internalizowane przez komorki prezentujgce antygeny, jak tez moze modulowaé odpowiedz
immunologiczng jako skladnik egzosoméw. Poniewaz Doktorantka woioskuje, ze HSP70 moze byé
wykorzystany jako czynnik terapeutyczoy lub tez jako cel terapeutyczny w leczenin chordb
autoimmunologicznych, chcialam zapytaé, jak moglaby wygladaé realizacja tego postulatu
uwzgledniajgc przy tym bezpieczenstwo pacjentéw? Innymi stowy, czy efekiem niepozgdanym leczenia
tuszezyey nie bedzie innego typu reakcja autoimmunologiczna w skdérze pacjentéw, lub w innych
narzadach odleglych?

W swoich badaniach mgr Mantej zastosowata szeroki wachlarz prawidiowo dobranych metod

eksperymentalnych. Stosowala rekombinowane biatka IISP70 (mysie, ludzkie oraz roélinne)




produkowane w oparciu o konstrukt ze zoptymalizowanymi kodonami w bakteryjnym systemie
zapewniajgcym uzyskanie preparatdw pozbawionych immunogennych endotoksyn. Wykorzystala
dobrze opisany mysi model tuszczycy oraz nabytego pecherzowego oddzielania si¢ naskérka. Ponadto
prowadzita hodowle in vitro ludzkich immortalizowanych keratynocytéw, ludzkich oraz mysich
komérek krwi oraz mysich komoérek sledziony. Do oceny poziomu przeciwciat anty-Hsp wykorzystata
autorskie testy immunoenzymatyczne, a testy komercyjne uzyla badajac poziom innych wybranych
biatek pozakomérkowych (interleukiny, HSP70, przeciwciala anty-SARS-Cov2). Metoda Western blot
ocenila wewnatrzkomorkowy poziom biatek MMP9 oraz HSP90. Metodami cytometrii przeptywowej
postuzyta sie do immunofenotypizacji populacji limfocytéw oraz oceny surowiczego poziomu
wybranych cytokin. Badata wzrost komorek oraz poziom wydzielania reaktywnych form tlenu. Zestaw
zastosowanych metod dopelnia wiasciwie dobrana analiza statystyczna. Warto podkreslic, ze w
doswiadczeniach stosowano odpowiednie kontrole jak np. immunizacja myszy owoalbumina, czy
podawanie im odpowiednich przeciwciat izotypowych jako kontroli negatywne;.

Zamieszczone w pracy doktorskiej omowienie wynikéw powyzszych badaf zostato
przedstawione w formie streszczenia na nieco ponad czterech stronach standardowego maszynopisu.
Tak oszczedny sposéb prezentacji zatozen, celu, wynikéw oraz wnioskdéw pracy pozostawia u mnie,
jako czytelnika, spory niedosyt. Z obowiazku recenzenta pracy, wobec informacji o braku udzialu mgr
Mantej w przygotowaniu opisowych czesci manuskryptow w/w prac zglaszam moja niepewnos¢ co do
stopnia rozeznania Doktorantki w tematyce prowadzonych badan. Lakonicznie sformutowany przez Nig
wniosek koncowy, ze zewnatrzkomorkowe biatka HSP moga stanowi¢ zaréwno czynnik
patofizjologiczny w rozwoju choréb autoimmunologicznych, jak tez cel terapeutyczny mozna wysnu¢
de facto w oparciu o dane z wczesniejszego pismiennictwa. Co miata na mysli Doktorantka piszac,
cytuje: ,biatka Hsp moga stanowi¢ (...) czynnik terapeutyczny w rozwoju choréb
autoimmunologicznych”?

Dojrzato$é naukowg badacza dobrze pokazuje sposdéb w jaki odnosi si¢ on do wynikdéw
wiasnych badafi, czy jest w stanie wskaza¢ ich mocne i slabe strony, a takze zarysowa¢ kierunki
dalszych badan. Niestety, nie znalaztam takiego krytycznego podejscia w materiatach przygotowanych
przez Doktorantke. Dlatego uprzejmie proszg, aby Doktorantka podczas obrony pracy doktorskiej
odniosta sie do powyzszych uwag, w szczegdlnosci prezentujac obszerniejsze wnioski z wiasnych badan
oraz perspektywy dalszych prac.

Reasumujac, pomimo przedstawionych zastrzezenn uwazam, ze praca doktorska mgr Jagody
Mantej spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. ,,Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce” (Dz.U.: z 2022 poz. 574). W zwiazku z tym zwracam si¢ do Rady
Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego z wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr Jagody
Mantej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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