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pt. ,,Selekeja in silico oraz weryfikacja in vitro aktywnosci nowych tregitopéw —

polipeptydow o dzialaniu tolerogennym”

Uktad odpornosciowy wraz z ukladem nerwowym i hormonalnym wywiera decydujacy
wplyw na stan rownowagi zdrowotnej organizmu czyli warunkuje jego homeostaze. Do
podstawowych funkcji ukfadu immunologicznego nalezy destrukcja 1 eliminacja
rozpoznanych struktur obeych lub nieprawidlowych struktur wiasnych (funkcja obronna),
zapewnienie nietykalnosci i ochrony wilasnym prawidtowym tkankom (funkcja czynnej
tolerancji) oraz wywieranie protroficznego wplywu wspierajacego procesy regeneracyjne
wilasnych tkanek (funkcja wspomagania). W przypadku uposledzenia funkcji czynnej
tolerancji ukladu immunologicznego dochodzi do rozwoju zroéznicowanych schorzen o
podlozu autoimmunologicznym co skutkuje przewleklym niszczeniem i eliminowaniem
clementéw wiasnych tkanek. Obecnie choroby autoimmunologiczne stanowig istotne
zagrozenie cywilizacyjne, poniewaz szacuje si¢, ze schorzenia autoagresyjne obejmuja
prawie 9,5 % populacji. Standardowa terapia schorzeti o podtozu autoimmunologicznym to
stosowanie w sposob przewlekly lekow o dziataniu immunosupresyjnym co zawsze skutkuje
wystegpowaniem istotnych dziatan niepozadanych. Duza nadzieja dla skutecznej terapii
schorzen autoagresyjnych jest stosowanie lekow biologicznych, do ktorych nalezg
przeciwciata monoklonalne, blokery receptorow cytokinowych czy biatka symulujgce
aktywno$¢ naturalnych bialek ludzkich, ktore rowniez nie sg pozbawione dzialan
niepozadanych. Jednak leczenie choréb autoimmunologicznych bytoby najskuteczniejsze
gdyby bylo nakierowane na przywrdcenie tolerancji immunologicznej na wilasne antygeny.
Dlatego tez istotne znaczenie zarowno poznawcze jak i aplikacyjne ma poszukiwanie nowych
substancji czynnych, ktore wykazywalyby zdolno$¢ restytucji aktywnosei funkcjonalne;j
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immunologicznej organizmu, ktérych dysfunkcja iloSciowa jak 1 funkcjonalna moze
prowadzi¢ do rozwoju wielu schorzen, w tym o podiozu autoagresyjnym. Dlatego duza
nadziejg jest mozliwos¢ wykorzystania krotkich sekwencji aminokwasowych wystepujacych
naturalnie w wielu biatkach organizmu cztowieka 1 zwierzat okreslanych mianem tregitopow,
ktore charakteryzuja si¢ wysokim powinowactwem do antygenow zgodnosci tkankowej klasy
[ 111 (MHC-I 1 MHC-II) wykazujgc dzialanie supresyjne wobec efektorowych limfocytow T.
Aktywnos¢ tolerogenna tregitopow moze wynika¢ z aktywacji naturalnych komoérek T
regulatorowych (Treg), stymulacji proliferacji tej populacji komorek, indukeji przez te
komorki syntezy 1 uwalniania interleukiny 10, modulacji aktywnosci komérek prezentujacych
antygen (APC) badz tez supresji komorek T efektorowych. O potencjalne] mozliwosci
diagnostycznego i terapeutycznego wykorzystania tregitopow ze wzgledu na wysoka ich
aktywnos¢ tolerogenng s$wiadczy fakt prowadzenia wieloosrodkowych badan nad
wykorzystaniem tregitopow jako sekwencji tolerogennych w ograniczaniu reakcji odrzucania
przeszczepu, w terapii systemowych schorzen alergicznych i autoimmunologicznych, do
ograniczania reakcji immunologicznej organizmu po stosowaniu lekow biologicznych czy tez
przez eliminacj¢ ich obecnosci z sekwencji biatek obecnych w antygenach szczepionkowych
prowadzagc do wzrostu zarowno immunogennosci jak 1 antygenowosci a wigc
skuteczniejszego uodparniania czynnego.

Dlatego tez wybrany przez Doktorantkg problem naukowy stanowigcy rozprawe doktorska,
ktory dotyczy mozliwosei wykrycia i pozyskania nowych struktur tolerogennych, ktore
spelniatyby kryteria umozliwiajagce do =zaliczenia ich do grupy tregitopow oraz
eksperymentalnego udokumentowania w badaniach in vitro  tolerogennej aktywnosci
pozyskanych peptydow nalezy uznac za bardzo wazny, aktualny, nowatorski i oryginalny.
Przedstawiona do oceny praca doktorska lek. med. Krystyny Okoniewskiej obejmuje wraz z
wykazem pismiennictwa i streszczeniem w jezyku polskim i angielskim oraz wykazem
stosowanych skrotow 98 stron maszynopisu. Praca zawiera rowniez 10 tabel, z ktérych trzy
pierwsze (tabele 1-3) zawieraja informacje dotyczagce danych metodycznych, natomiast w
kolejnych siedmiu tabelach (tabele 4-10) zostaly przedstawione uzyskane przez Doktorantke
wyniki badan. Oprocz tabel dokumentacja naukowa dysertacji zawiera rowniez 26 rycin, przy
czym 22 ryciny przedstawiajg uzyskane przez Doktorantke wyniki badan, natomiast 4 ryciny
stanowig wlasne opracowania graficzne koncepcji naukowych i celow badawczych oraz
schematy ilustrujace kolejno$¢ przeprowadzonych prac. Powyzsze opracowania graficzne
stanowia przeprowadzone przez Doktorantke przemyslenia i analizy naukowe podjetego

tematu badawczego. Sg wykonane w sposob niezwykle sugestywny i przekonujg czytelnika o



dojrzalosci 1 zrozumieniu przez Doktorantke podjetych tez badawczych oraz umiej¢tnosei ich
udowodnienia przez zaprojektowanc ukltady doswiadczalne. Bardzo zasadne i pomocne dla
czytelnika bylo umieszczenie po wykazie skrotow wykorzystanych w dysertacji spisu tabel i
rycin z podaniem tytulu kazdego dokumentu i numeru strony manuskryptu, na ktorej zostata
umieszczona dana tabela czy rycina.

Na szczegdlna uwage zashuguje fakt, ze wykorzystane przez Doktorantk¢ przy pisaniu
dysertacji pismiennictwo w liczbie 132 pozycji jest bardzo aktualne, poniewaz 115 pozycji
pi$miennictwa to oryginalne prace tworcze opublikowane w czasopismach zagranicznych
zamieszczonych w bazie Journal Citation Reports (JCR) w okresie ostatnich 20 latach.
Jednak o rzeczywistej aktualnosci podjetych przez Doktorantke badan stanowt fakt, ze 71
oryginalnych prac twérczych bezposrednio zwigzanych z zagadnieniami przedstawionymi w
dysertacji doktorskiej zostato opublikowanych w renomowanych swiatowych czasopismach
naukowych z bazy JCR w latach 2010-2016, przy czym jedynie w pieciu oryginalnych
pracach Autorami sg polscy badacze, w tym w trzech publikacjach Autorami sg Promotor i
Doktorantka. Powyzsze wskazuje niestety, ze prowadzenie przez polskich pracownikow
naukowych badan dotyczacych mozliwosci pozyskiwania i potencjalnego wykorzystania w
terapii schorzen o podtozu zaburzen immunologicznych epitopow komorek T regulatorowych
sa jeszcze niedocenione pomimo ich aktualnosci, zasadnosci i innowacyjnosci.
W przedstawionej dysertacji jedynie 1 pozycja pisSmiennictwa zostata opublikowana w jezyku
polskim, przy czym jest to praca przegladowa, ktéra przedstawia mozliwosci wykorzystania
immunomodulujgcego dziatania probiotykow w chorobach przewodu pokarmowego u dzieci
co w ograniczony sposob zwigzane jest z tematykg badawczg dysertacji. 14 pozycji
pismiennictwa stanowiag dokumenty opublikowane w formie elektronicznej organizacji
miedzynarodowych zwigzanych posrednio lub bezposrednio z medycyng (NIH, EMEA,
Biolegend, EpiVax, HLA Matchmarker, Jackson Laboratory, Uniprot Consortium OECD)
oraz 3 pozycje stanowig wydawnictwa monograficzne. Po sprawdzeniu danych
bibliograficznych kolejnych pozycji  pismiennictwa w PubMed (angielskojezyczna
wyszukiwarka internetowa zatozona w 1996 roku przez National Center for Biotechnology
Information stanowigcego czg$¢ National Library of Medicine wchodzacego w  sktad
National Institutes of Health) nalezy zawarte dane bibliograficzne skorygowaé¢ w nastepujacy
sposob: 1) poz. 8 PloS Neglected Tropical Diseases 2009, 3(4), ¢420; 2) poz. 30 Blood,
112(8), 3303-3311; 3) poz. 55 Science 1992, 256(5065), 1817-1820; 4) poz. 128 Science
Signaling 2016, 9 (433), ra6l. Jest to jedynie uwaga porzadkujgca, natomiast nalezy
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doskonalym  przygotowaniu merytorycznym do  podjetego tematu  badawczego.
Przedstawiona dysertacja zawiera wszystkie rozdzialy typowe dla prac doktorskich o
charakterze eksperymentalnym czyli jest podzielona na standardowe rozdzialy obejmujace
wstep, zalozenia 1 cel pracy, material i metody, wyniki badan, dyskusje, podsumowanie
przeprowadzonych badan i wnioski oraz pismiennictwo. Rozdzialy takie jak wstep, cel pracy,
material i metody oraz wyniki badan zawierajg odpowiednie podrozdzialy. Przed czescia
opisowg pracy umieszczony zostal bardzo starannie przygotowany spis tresci zawierajacy
oprocz wykazu poszczegdlnych podstawowych czesci dysertacji rowniez wykaz skrotow i
poje¢ stosowanych w dysertacji, spis tabel i rycin oraz streszczenie dysertacji w jezyku
polskim 1 angielskim. Umieszczenie powyzszych zatacznikow do dysertacji byto bardzo
celowe 1 pozadane, poniewaz w istotny sposob utatwia czytelnikowi odbiér danych

naukowych zawartych w pracy.

Cel badan wykonanych przez Doktorantke obejmowal trzy koncepcyjnie powiagzane
zagadnienia, z ktoérych kazde podzielone zostalo na odpowiednie etapy.

Zagadnienie badawcze 1 dotyczylo wyselekcjonowania metodami in silico peptydow
stanowigcych zrodlo potencjalnych epitopow limfocytow T regulatorowych (tregitopdéw)
wykazujgcych aktywnos$¢ supresyjng wobec efektorowych limfocytow T. W pierwszym
etapie, ktory umozliwiat dokonanice selekcji peptyddéw o wiasciwosciach tolerogennych, bylo
opracowanie matematycznego modelu zaleznosci pomi¢dzy budows chemiczna tregitopow a
sitg wigzania z antygenami zgodnosci tkankowej klasy I (MHC-I). Prace przeprowadzone w
czasie walidacji modelu matematycznego selekcji tregitopéw pochodzenia naturalnego
pozwolity okresli¢ kryteria wlgczenia poszczegdinych sekwencji aminokwaséw, ktore w
kolejnych fazach stanowily podstawe selekeji tregitopow przeznaczonych do testowania w
badaniach in vitro na hodowlach komérkowych. W etapie drugim wyszukiwano, a nast¢pnie
analizowano doniesienia naukowe na temat 88 biatek, ktore pozwalatyby wnioskowac o
istniejacych zaleznosciach wystepujacych pomiedzy limfocytami T regulatorowymi a
okreslonym bialkiem zawierajacym krotkie sekwencje aminokwasowe (tregitopy) wykazujace
powinowactwo do antygenow zgodnosci tkankowej klasy I lub II. W tym etapie badan
teoretycznych wykorzystujac dane z 2015-2016 bazy UnitProtKB analizowano fizjologiczng
funkcje typowanych biatek oraz ich potencjalny udziat w modulowaniu odpowiedzi
immunologicznej. W etapie trzecim w oparciu o wyniki uzyskane w etapie drugim
przeprowadzono selekcje waskiej grupy potencjalnych tregitopéw przeznaczonych do
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przeprowadzona zostala analiza podstawowych parametréw fizykochemicznych nowych
tregitopow, ktora zostata przedstawiona w tabeli 4.

Zagadnienie badawcze 2 dotyczylo opracowania metody weryfikacji funkcjonalne;
wyselekcjonowanych metodg in silico potencjalnych tregitopow. W etapie pierwszym w
sposob wiarygodny dostosowano warunki izolacji limfocytéw $ledzionowych od samic
transgenicznego Szczepu myszy C57BL6F0Xp3GFP, ktory pod promotorem genu Foxp3
(czynnik transkrypcyjny charakteryzujacy komorki T regulatorowe) ma wprowadzone biatko
zielonej fluorescencji umozliwiajac identyfikacje populacji limfocytéw Treg. Wyizolowane
od 30 sztuk myszy limfocyty sledzionowe stuzyty jako materiat wyjsciowy do wysortowania
magnetycznego populacji komorek prezentujacych antygen APC {j. komérek dendrytycznych
(CD1l1c) 1 makrofagow (CD11b) oraz limfocytow T CD4+CD25-. Oznaczano wartosci
bezwzgledne populacji limfocytow sledzionowych jak rowniez jak réwniez wysortowanych
subpopulacji. W drugim ectapie opracowano warunki dtugoterminowej (6 dniowej) hodowli
poszczegolnych subpopulacji, ktore inkubowano z badanymi wyselekcjowanymi in silico
tregitopami, ktore zostaty zsyntetyzowane w Gene Cust BEurope Laboratoire de
Biotechnologie du Luxemburg. Kolejnym etapem, ktory nalezy zakwalifikowaé do badan
metodycznych bylo opracowanie metody barwienia zewngtrz- i wewnatrzkomoérkowego
badanych subpopulacji komodrkowych, ktora pozwolitaby na ocen¢ wplywu badanych
peptydow na proliferacje komorek iTreg poprzez wykazanie ekspresji czynnika
transkrypcyjnego Foxp3 oraz sekrecji IL-10 przez komorki CD4+CD25+Foxp3.

Zagadnienie badawcze 3 dotyczylo okreslenia wplywu wytypowanych sekwencji
polipeptydowych (potencjalnych tregitopéw) do indukeji proliferacji limfocytéw iTreg przez
okreslenie liczby komérek CD4+CD25+Foxp3+ i CD4+CD25+Foxp3+IL-10+ pochodzacych
z hodowli wysortowanych magnetycznie dwoch typéw komorek prezentujacych antygen
(CD1lc 1 CDI11b) oraz komoérek CD4+ z zastosowaniem metody cytometrii przeptywowe;.
Przed analiza cytometryczng oznaczono proliferacje komorek iTreg i obecnos¢ komorek
nTreg przy uzyciu mikroskopu odwroconego (NikonTMS)

Nalezy stwierdzi¢, ze zakres badaf podjetych przez Doktorantke jest bardzo szeroki, o
wysokim znaczeniu poznawczym. Doktorantka w sposob bardzo rzetelny i logiczny
udokumentowata wybor stosowanych modeli i ukladéw badawczych. Przedstawione przez
Doktorantke ~wielokierunkowe cele badawcze, wymagaly w pierwszej kolejnosci
przeprowadzenia badan in silico, ktérych prawidtowe wykonanie umozliwia dostepnosé oraz
perfekeyjne postugiwanie si¢ wysoce specjalistycznymi programami informatycznymi. 7
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w sklad ktérych wchodzily populacje wysortowanych magnetycznie komorek ukladu
immunologicznego takich jak komorki dendrytyczne, makrofagi i $ledzionowe limfocyty T o
funkeji  indukujgco-wspomagajacej  wymagaly  opracowania  szeregu  ukfadow
doswiadczalnych, ktore musiaty by¢ zaplanowane i wykonane w odpowiedniej kolejnosci. W
wykonanych uktadach doswiadczalnych Doktorantka postugiwala sie nowoczesnymi,
powtarzalnymi i uznanymi metodami badawczymi z zakresu immunologii, biotechnologii i
biologii molekularnej, ktére wymagaly opanowania w sposéb perfekeyjny technik
badawczych stosowanych w pracowniach hodowli komérkowych.

Czgsc teoretyczna dysertacji czyli wstep zostal opracowany przez Doktorantke w sposob
prawidlowy, a jego uklad i tres¢ swiadczy o duzej wiedzy Autorki i teoretycznym
przygotowaniu do podjgcia powyzszego tematu badawczego. W tej czesci rozprawy
doktorskiej Autorka przedstawita w sposob rzeczowy, zwiezly i aktualny informacje o
aktywnosci  biologicznej i roli komoérek T regulatorowych w patogenezie chordb
autoimmunologicznych, mechanizmie dziatania epitopéw komorek T regulatorowych czyli
tregitopow, ich aktywnosci regulacyjnej w przebiegu choréb autoimmunologicznych oraz o
potencjalne] mozliwosci ich terapeutycznego wykorzystania ze wzgledu na wysoka
aktywno$¢ tolerogenng m.in. w transpantologii, terapii chordéb alergicznych czy
autoimmunologicznych.

Duze uznanie budzi opracowanie i przedstawienie rozdziatu ,,Materiat i metody” w ktorym na
samym poczatku zostal zamieszczony w formie graficznej schemat  kolejno
przeprowadzanych etapow badawczych. Nastepniec w sposéb bardzo skrupulatny, ale
przejrzysty zostal przedstawiony matematyczny model selekcji tregitopow, jego struktura
oraz zasada i sposob walidacji. Kolejny podrozdzial przedstawia przyjete zasady selekcji
biatlek stanowigcych zrédlo potencjalnych tregitopow. W tym podrozdziale przedstawiono
rowniez w sposob graficzny schemat procesu selekcji polipeptydéw przeznaczonych do badan
in vitro na hodowlach odpowiednich subpopulacji komérek immunologicznych
wyizolowanych ze sledzion myszy szczepu transgenicznego C57BL6F0xp3GFP. Graficzne
przedstawienie metodyki tego etapu badan zdecydowanie utatwia czytelnikowi zrozumienie
sekwencyjnosei poszezegdlnych procedur badawezych. Kolejny podrozdziat zawiera wykaz i
skfad mediéw hodowlanych i buforow wykorzystanych w badaniach in vitro
przeprowadzonych na mysich hodowlach komorkowych, nastepnie przedstawiono
przygotowanie do badaf wybranych in silico peptydéw oraz tregitopu 289 o potwierdzonej
funkeji regulatorowej, ktéry stanowil kontrole pozytywng oraz peptydu tolerogennego o
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fazy, a ktéry w prezentowanych badaniach stanowit kontrole negatywna. W tym rozdziale
przedstawiono réwniez wykaz rozpuszczalnikdw, ktérych rodzaj uwzgledniat ladunek
czgstkowy badanego peptydu. Zamieszczony zostal rowniez graficzny schemat ilustrujacy
poszczegolne etapy prowadzonych badan in vitro. Nastgpnie przedstawiono opis dotyczacy
zwierzat laboratoryjnych tj. myszy transgenicznych szczepu C57BL6F0xp3GFP, sposdb ich
eutanazji, pobierania Sledzion, izolacj¢ komérek i sposob ich sortowania na odpowiednie
populacje z wykorzystaniem odpowiednich kitow, opis prowadzonych poszczegdlnych
hodowli komérkowych z badanymi wyselekcjonowanymi peptydami. Szkoda, ze przy tak
kompleksowo przeprowadzonych badaniach zdecydowano si¢ na oznaczenie wpltywu
badanych peptydow tylko w jednym stezeniu 100 ug/ml hodowli. Jako Recenzent przyimuje
za zasadny wybor tej wielkosci stezenia, poniewaz jest to wielko$¢ stezenia, przy ktorym
wykazuje swojg aktywno$é tregitop 289 stanowigcy kontrole pozytywna prezentowanych
badan. Jednak wysoce interesujgce bytoby zobaczenie czy aktywnos¢ biologiczna badanych
peptydow nie charakteryzuje si¢ stezenio-zaleznoscia. Kolejno przedstawiono opis barwienia
zewnatrz- 1 wewngtrizkomorkowego pozwalajacy na oznaczenie liczby i zdolnosci
proliferacyjnej limfocytéw iTreg pod wptywem badanych peptydéw oraz zdolnos¢ do syntezy
1 uwalniania przez te komorki IL-10.

Nalezy stwierdzi¢, przyjete w pracy uktady do$wiadczalne i zastosowane metody badawcze
stanowla gwarancje¢ uzyskania w petni wiarygodnych wynikéw, a zaplanowane i wykonane
badania charakteryzujg si¢ wysoka oryginalnoscig, a zastosowane metody badawcze
wykonane przez Doktorantke pozwalaja na udokumentowanie zatozonych celow badawczych.
Przeprowadzone przez Doktorantke prace pozwolily na zdefiniowanie modelu badawczego,
ktory poczawszy od wstepnej selekcji in silico poprzez wykonane badania eksperymentalne in
vitro umozliwily na pozytywna weryfikacje dwoch nowych tregitopéw (FSG i WLS)
udowadniajac ich dziatanie tolerogenne. Zrealizowanie poszczegélnych etapow badai
wymagato od Doktorantki nie tylko umiej¢tnosci badawczych i laboratoryjnych ale i duzej
pracowitosci. Dlatego dobor grup i metod badawczych, w tym narzedzi oceny statystyczne;

uwazam za trafny.

Sposob  teoretycznego i graficznego opracowania uzyskanych wynikéw badan jest
prawidlowy wnosi oryginalny wklad do badan nad wyselekcjonowania metodami in silico
peptydow  stanowigcych zrodlo potencjalnych epitopow limfocytéw T regulatorowych
(tregitopdw)  oraz przeprowadzonych in vitro nad wplywem wytypowanych sekwencji

polipeptydowych na aktywnos¢ proliferacyjng limfocytow iTreg (CD4+CD25+Foxp3+)



przez okreslenie liczby tych komoérek pochodzgcych z hodowli wysortowanych magnetycznie
dwoch typow komorek prezentujacych antygen (CD11c i CD11b) oraz komoérek CD4+ oraz

zdolnos¢ komédrek Treg do syntezy i uwalniania IL-10.

Rowniez w sposob bardzo rzeczowy, przemyslany, usystematyzowany i rzetelny Doktorantka
podejmuje w rozdziale ,,.Dyskusja” polemike z danymi naukowymi na zrealizowany temat
badawczy, ktore zostaly opublikowane przez innych Autoréw z wielu przede wszystkim
zagranicznych osrodkéw naukowych. Swiadezy to o znajomosci aktualnego Swiatowego
pismiennictwa dotyczacego omawianych zagadnien naukowych, ale takze o umiejetnosci
wlasciwej interpretacji zjawisk w oparciu o spostrzezenia innych badaczy.

Dobrze udokumentowane wyniki badafi pozwolily Doktoranice na postawienie 4 prawidtowo
skonstruowanych wnioskdw, ktore stanowig zadowalajacg odpowiedZ na zatozone cele
badawcze. Wniosek 5 nie jest stricte wnioskiem z przeprowadzonych badan, natomiast
stanowi jedynie istotng wskazowke o celowos$ci kontynuowania wykonanych badan.

Nalezy zwroci¢ rowniez uwage na fakt, ze maszynopis pracy zostal przygotowany w sposob

bardzo staranny, a praca zostata napisana bardzo poprawnie pod wzgledem jezykowym.

Reasumujac stwierdzam, ze przedstawiona do oceny dysertacja doktorska lek. med. Krystyny
Okoniewskiej zatytulowana ,,Selekcja in silico oraz weryfikacja in vitro aktywnosci
nowych tregitopow — polipeptydéw o dzialaniu tolerogennym” jest oryginalnym,
nowatorskim osiggnigciem Autorki. Ma duza warto$é poznawcezg. Zalozone cele badawcze
zostaly w pelni osiggniete i przeanalizowane zgodnie z obowiazujacymi standardami.
Uwazam, ze powyzsza praca w pelni odpowiada wymogom stawianym rozprawom
doktorskim zawartym w Ustawie z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 0365595 z dnia 16.04.2003).
Wnoszg o jej przyjecie i dopuszezenie lek. med. Krystyny Okoniewskiej do dalszych etapdw
przewodu doktorskiego. Wnioskuj¢ rowniez do Wysokiej Rady Wydzialu Lekarskiego
Uniwersytetu medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu o wyréznienie powyzszej
rozprawy doktorskie;j.
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