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Biologii Komdérek Macierzystych i Nowotworowych

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Iwony Moniki Szopa w postepowaniu o nadanie
stopnia naukowego doktora nauk weterynaryjnych w dyscyplinie weterynaria

Tytul rozprawy: Opracowanie metod aktywacji i r6znicowania limfocytow T izolowanych
z krwi obwodowej pséw domowych (Canis lupus familiaris)

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr lwony Moniki Szopa zostata wykonana pod
kierunkiem Pani dr hab. Matgorzaty Gajewskiej, prof. SGGW, w Katedrze Nauk
Fizjologicznych Instytutu Medycyny Weterynaryjnej, Szkota Gléwna Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi zbior dwoch spojnych tematycznie
oryginalnych artykutow naukowych, opublikowanych w mig¢dzynarodowych recenzowanych
czasopismach naukowych: jeden w Frontiers in Immunology, 2021, 12:604066; pt. ,,Effective
Activation and Expansion of Canine Lymphocytes Using a Novel Nano-Sized Magnetic Beads
Approach” https://doi.org/10.3389/fimmu.2021.604066, IF=8,786, drugi w International
Journal of Molecular Sciences, 2025; 26(10):4946; “A New Method of Canine CD4+ T
Lymphocyte Differentiation Towards the Th17 Phenotype with Analysis of Properties and
Mitochondrial Activity” https://doi.org/10.3390/ijms26104946, 1F=4,9. Laczny IF=13,686 i
punkty MNiSW = 280 wskazuja na bardzo dobry wskaznik naukometryczny co stanowi o
wlasciwym poziomie przeprowadzonych badan, ocenionych przez niezaleznych recenzentow.

Pani mgr Iwona Monika Szopa jest pierwszym autorem obu prac i autorem korespondencyjnym
jednej publikacji, co wskazuje, ze Doktorantka miata istotny wklad w wykonaniu
przedstawionych prac badawczych, opracowaniu wynikéw oraz ich przygotowaniu do
publikacji.

Badania naukowe bedace podstawa niniejszej pracy doktorskiej zostaty zrealizowane w ramach
dwaoch projektow: (1) projektu realizowanego w ramach programu FIRST TEAM Fundacji na
rzecz Nauki Polskiej, wspotfinansowanego przez Uni¢ Europejska z Europejskiego Funduszu
Rozwoju Regionalnego (POIR.04.04.00-00-3EE9/17-00) pt. ,,Modification of signaling
pathways of canine Th17 lymphocytes subset to improve adoptive cellular immunotherapy for
humans” (,,Modyfikacja $ciezek sygnatowych w limfocytach subpopulacji Th17 na modelu psa
w celu poprawy adoptywnej immunoterapii komorkowej u ludzi”) oraz (2) projektu
Narodowego Centrum Nauki (2023/49/N/NZ5/03656) Preludium 22 pt. ,,Okreslenie roli
cytokin wydzielanych przez limfocyty Th17 w rozwoju czerniaka u pséw - badania in vitro”.
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Badania eksperymentalne nad zastosowaniem adoptywnej immunoterapii w chorobach, ktérych
przyczyna sa zaburzenia mechanizméw odpowiedzialnych za utrzymanie roéwnowagi w
uktadzie odporno$ciowym, to dynamicznie rozwijajaca si¢ dziedzina a dotychczasowe wyniki
badan niosg nadzieje¢ na ich zastosowanie w aplikacjach klinicznych, szczego6lnie u chorych, dla
ktorych obecnie nie ma skutecznego sposobu leczenia. Jednakze, efektywnos¢ immunoterapii
zalezy od biologicznych whasciwosci stosowanych komorek, a dobor odpowiedniej populacji
komérek efektorowych dedykowanych do okreslonego schorzenia powinien uwzglgdniaé
spersonalizowane podej$cie terapeutyczne. Postgp w rozwoju badan nad potencjalem
terapeutycznym aktywowanych limfocytdbw T niesie nadzieje na opracowanie skutecznych
terapii a wykorzystanie potencjatu do roznicowania poszczego6lnych subpopulacji limfocytow T
w kierunku pozadanych komorek efektorowych moze przyczyni¢ si¢ rozwoju strategii
terapeutycznych w tym obszarze. Takiego zadania podj¢ta si¢ Doktorantka w badaniach
majacych na celu opracowanie metod aktywacji i ekspansji limfocytow T izolowanych z krwi
obwodowej oraz optymalizacje warunkow niezbednych do réznicowania limfocytow T
pomocniczych w kierunku fenotypu Th17 w modelu badawczym psa domowego.

Ocena formalna pracy:

Tytut rozprawy doktorskiej jest prawidtowo sformutowany i odzwierciedla tresci zawarte w
publikacjach i w czesci opisowej, stanowigcych dysertacje doktorska.

Rozprawe doktorska rozpoczyna informacja o projektach naukowo-badawczych, ktore
stanowity wsparcie finansowe przeprowadzonych badan, nast¢pnie zamieszczono spis tresci,
streszczenia w jezyku polskim i angielskim, w ktérych Doktorantka w sposob zwigzly i
komunikatywny przyblizyta gléwne cele i osiggnigcia swojej pracy doktorskiej, liste publikacii,
ktore Doktorantka przedstawita do oceny jako osiggniecie naukowe, oraz wykaz skrétow. Po
nich umieszczono obszerny Wstep, w ktorym przedstawione zostaty istotne informacje bedace
podstawa do podj¢cia badan majacych na celu opracowanie metod aktywacji, ekspansji i
roznicowania limfocytow T pomocniczych w kierunku fenotypu Th17, w modelu limfocytow
izolowanych z krwi obwodowej psa domowego. Na bazie tych informacji sformutowane
zostaly Hipoteza 1 cele badawcze pracy doktorskiej. Nastepnie zamieszczono obszerng
informacje o zastosowanym materiale i metodach badawczych ilustrowang odpowiednimi
schematami badan. Podsumowanie najwazniejszych wynikdw oraz obszerna Dyskusja,
stanowiace kolejne rozdzialty rozprawy doktorskiej, zakonczone zostaty \Wnioskami
odpowiadajagcymi na postawione cele szczegdlowe niniejszej pracy. Cze$¢ opisowa konczy
bogaty wykaz literatury, obejmujacy 267 pozycji, uzasadniajacy podjecie tematu badan.
Kolejng czescig sktadowa dysertacji doktorskiej sa kopie publikacji wchodzace w sktad
jednotematycznego cyklu, stanowigce osiggniecie naukowe Doktorantki, po ktdrych zostaty
umieszczone pisemne os$wiadczenia wspoOtautordw prac stanowigcych rozprawe doktorska.
Rozprawa doktorska nie zawiera informacji o dorobku naukowym Doktorantki.

Od strony formalnej rozprawa w przedstawionej formie speilnia, w mojej ocenie, wymogi
stawiane tego typu pracom, stanowigcym cykl artykulow poswigconych danej tematyce

Krajowy Naukowy Osrodek Wiodacy (KNOW) Wroctawskie Centrum Biotechnologii 2014-2018



INSTYTUT IMMUNOLOGII I TERAPII DOSWIADCZALNE]
IM. LUDWIKA HIRSZFELDA
POLSKIE] AKADEMII NAUK
Centrum Doskonatosci : IMMUNE
Rudolfa Weigla 12, 53-114 Wroctaw, POLSKA
Telefon: (+48-71) 337 11 72, (+48-71) 3709930 Fax: (+48-71) 337 21 71
www.iitd.pan.wroc.pl

badawczej i stanowi spdjne dzieto zawierajace wyniki badan eksperymentalnych DoktorantKi,
przedstawione w kontek$cie zatozonych celow oraz dotychczasowej wiedzy w podjetym
obszarze badawczym.

Ocena merytoryczna:

Zasadnicza czg$¢ rozprawy doktorskiej stanowig artykuty naukowe, opublikowane w
recenzowanych czasopismach o zasiggu mie¢dzynarodowym, ktére zostaly poddane
szczegotowe] recenzji przez miedzynarodowych ekspertéw m.in. w zakresie jakoSci,
stosowanej metodyki badan oraz interpretacji i znaczenia prezentowanych wynikow. Moja
ocena, jako recenzenta rozprawy, przedstawia ocen¢ warto$ci merytorycznej catego osiggnigcia
naukowego.

W obszernym Wstepie przedstawione zostaly istotne informacje dotyczace dotychczasowej
wiedzy zwigzanej z funkcjonowaniem subpopulacji limfocytow T i ich znaczenia w regulacji
odpowiedzi immunologicznej zarowno w procesach zwiazanych z utrzymaniem homeostazy
immunologiczne] czy aktywnos$cia przeciwnowotworowa jak i w innych sytuacjach
patologicznych np. zwigzanych z rozwojem choréb autoimmunologicznych. Istotnym
zagadnieniem podjetym we Wstepie jest aktywacja limfocytow T w kontekscie wykorzystania
tego zjawiska w opracowaniu strategii immunoterapii zaréwno w leczeniu chordb
autoimmunologicznych jak i w terapiach przeciwnowotworowych. Intersujgcym modelem
do$wiadczalnym w badaniach in vivo, wskazanym przez Doktorantke, jest pies domowy,
ktorego uktad odpornosciowy wykazuje znaczne podobienstwa do ludzkiego zaré6wno na
poziomie fenotypowym jak i odpowiedzi komdrkowej i humoralnej.

Hipoteza i cele badawcze jak i zakres badan zostaly w rozprawie jasno sformutowane w
odniesieniu do aktualnego stanu wiedzy. Glownym celem badan bylo opracowanie i
optymalizacja aktywacji limfocytéw T izolowanych z krwi obwodowej pséw domowych oraz
opracowanie warunkow skutecznego réznicowania i hodowli limfocytéow T CD4+ w kierunku
fenotypu Th17 zdolnych do syntezy cytokin efektorowych.

Rozdziat Materialy i metody zawiera istotne informacje dotyczace materiatu uzytego do
badan i metod stosowanych do weryfikacji zalozen badawczych z odniesieniem do
szczegolowego opisu metod zawartego w opublikowanych artykutach. Na uwage zastuguja
schematy ilustrujace kolejne etapy badan i zastosowane procedury (Ryc. 4, Ryc. 5 i Ryc. 6)
ulatwiajgce analize toku postepowania badawczego. W badaniach zastosowano metody
adekwatne do weryfikacji zatozen badawczych oraz oceny i interpretacji wynikow w tym:
izolacje limfocytow krwi obwodowej psow domowych z wykorzystaniem standardowej
metody wirowania w gradiencie stezen (Histopaque lub Lymphoprep), aktywacje limfocytow
przy uzyciu mikrokulek magnetycznych pokrytych przeciwciatami skierowanymi przeciwko
psim antygenom CD3 i CD28 (MicroBeads, Miltenyi Biotec lub Dynabeads™ M-450 Epoxy,
Thermo Fisher Scientific), analiz¢ fenotypu, syntezy cytokin efektorowych i apoptozy z
uzyciem cytometrii przeptywowej, ekspresje markerow wczesnych etapéw aktywacji na
poziomie mMRNA (RT-gPCR), identyfikacji bialek zwigzanych ze §ciezkami sygnatowymi
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MAPK i PI3K/Akt metoda Westen Blot, ocene metabolizmu komoérkowego z wykorzystaniem
testu Seahorse XF Cell mito Stress Test i inne.

W rozdziale Wyniki Doktorantka w sposob jasny i przystepny opisala najistotniejsze wyniki
uzyskane w procedurach eksperymentalnych odnoszac si¢ do artykulow, w ktérych zostaty
opublikowane. Wyniki badan opublikowano w dwodch (2) pracach oryginalnych, w ktorych
zaadresowane zostaly cele szczegotowe.

W pierwszym etapie badan Doktorantka wykonala seri¢ do$wiadczen, ktorych celem bylo
ustalenie optymalnego stosunku ilosciowego mikrokulek magnetycznych MicroBeads
pokrytych przeciwciatami przeciwko psim antygenom CD3 i CD28, ktore odpowiadaja za
aktywacje komorek z zaangazowaniem receptora TCR limfocytow T oraz sygnatu
kostymulujacego CD28. Efektywnos¢ procedury zostala zweryfikowana ekspresja czasteczki
CD25 (podjednostki a receptora interleukiny 2) — gtéwnego markera aktywacji limfocytéw T.
Optymalizacja stosunku liczby komoérek do mikrokulek MicroBeads pozwolita ograniczy¢
apoptozg limfocytow oraz zapewni¢ ich proliferacj¢ przy zachowaniu wysokiej zywotnos$ci.
Badania wykazaty, ze temperatura w jakiej przebiega aktywacja ma wplyw na jej skutecznos¢ a
najwyzszy poziom aktywacji uzyskano w temperaturze 38,5°C, co odpowiada fizjologicznej
temperaturze ciata psow domowych. Aktywacja limfocytow T mikrokulkami magnetycznymi
MicroBeads prowadzi do wysokiej proliferacji limfocytow T, zdolnosci do nabywania fenotypu
komorek pamigci efektorowej (CD62L 1 CD44) 1 aktywnosci funkcjonalnej w formie zdolnos$ci
do syntezy cytokin efektorowych (IL-2 oraz IFN-y). Wyniki badan potwierdzity, ze psie
limfocyty T odpowiadaja na sygnal aktywujacy w sposob zblizony do komorek ludzkich, co
nadaje uzyskanym wynikom istotne znaczenie w kontek$cie medycyny translacyjne;.

Celem drugiego etapu badan byto opracowanie metody aktywacji i ekspansji limfocytéw T,
wyizolowanych z krwi obwodowej psow domowych, z wykorzystaniem mikrokulek
epoksydowanych (nazywanych EpoxyBeads), oplaszczonych przeciwciatami przeciwko psim
czgsteczkom CD3 i CD28 oraz ustalenie warunkdéw hodowli in vitro niezbednych do
réznicowania subpopulacji limfocytbw T pomocniczych w  kierunku fenotypu Th17.
Doktorantka podkresla, ze jest to pierwsze badanie, w ktérym wykazano, ze potagczenie metody
aktywacji psich limfocytow T CD4+, opartej na rOwnoczesnym zaangazowaniu czasteczki CD3
i czgsteczki kostymulujgcej CD28, z hodowlg w odpowiedniej pozywce rodznicujacej
zawierajacej IL-1PB, IL-6, TGF-B oraz przeciwciato przeciwko IL-4, umozliwia uzyskanie
wysokiego odsetka limfocytow Th17 aktywnych funkcjonalnie, wytwarzajacych IL-17.
Ponadto, zbadano wptyw czynnikoéw modyfikujacych szlak sygnatowy Wnt/B-katenina na
fenotyp oraz aktywno$¢ metaboliczng limfocytéw Th17. Wykazano, ze indometacyna, ktora
dziata hamujaco na aktywnos¢ szlaku Wnt/B-katenina, wspiera réznicowanie psich limfocytow
T CD4+ w kierunku fenotypu Thl7 a komorki cechuje wysoko efektywna aktywnos$¢
mitochondrialna. Z kolei, zastosowanie aktywatora szlaku sygnatowego Wnt/B-katenina
(TWS119), hamowato réznicowanie limfocytow Thl7, co przejawialo si¢ istotnie nizszym
odsetkiem komorek produkujagcych IL -17 1 obnizeniem poziomu aktywnos$ci mitochondrialne;.
Uzyskane wyniki zostaly starannie udokumentowane 1 opublikowane w zalagczonych artykutach
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w formie tabel, rycin i wykresow a ich znaczenie zostalo potwierdzone stosowna analizg
statystyczng.

Na podstawie przeprowadzonych badan sformulowane zostaly 4 Whnioski bedace
podsumowaniem zaplanowanych celéw badawczych weryfikujacych postawione hipotezy
niniejszej dysertacji doktorskiej.

Z uwagi na translacyjny charakter uzyskanych wynikow, w przedstawionej pracy zabraklo mi
porownania komorek uktadu odporno$ciowego psa domowego i cztowieka. W swojej pracy
Doktorantka wskazuje, ze pies domowy stanowi wartoSciowy model do badan w obszarze
immunologii 1 chorob nowotworowych z uwagi na znaczne podobienstwa uktadu
immunologicznego psow do uktadu odpornosciowego cztowieka. Zatem, w czasie obrony
pracy doktorskiej prosz¢ wskaza¢ podobienstwa i réznice w populacji komorek uktadu
odpornosciowego psa 1 cztowieka w zakresie ich fenotypu i1 aktywnosci funkcjonalne;
komorek.

Podsumowanie. Nowatorski charakter pracy doktorskiej Pani mgr Iwony Moniki Szopa
wpisuje si¢ w wazny aspekt badan z zakresu biologicznej aktywnos$ci limfocytow T w modelu
psa domowego. Opracowanie metody aktywacji i ekspansji limfocytéw T lub ich subpopulacji
0 zdolnosciach do nabywania fenotypu komoérek pamigci efektorowej i1 aktywnosci
funkcjonalnej w formie syntezy cytokin efektorowych (IL-17) pozwoli na wykorzystanie tej
metody w badaniach nad nowymi strategiami immunoterapii co ma istotne znaczenie w
konteks$cie medycyny translacyjnej. Wykorzystanie modelu psa domowego w badaniach
przedklinicznych moze znalez¢ szerokie zastosowanie w opracowaniu skutecznych rozwigzan
terapeutycznych, szczegdlnie w zakresie choréb autoimmunologicznych oraz nowotworowych,
zarbwno w medycynie weterynaryjnej jak i w klinice cztowieka.

Z uwagi na wysoka warto$¢ poznawcza wynikow niniejszej rozprawy doktorskiej oraz
wyjatkowa staranno$¢ w opracowaniu wielowatkowego materiatu badawczego wnosze o
wyrdznienie przedstawionej dysertacji doktorskiej stosowng nagroda.

Stwierdzam, ze przedtozona do recenzji rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w
Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2024 r. poz.
1571 z p6zn. zmianami), stawiane rozprawom na stopien doktora, wnosze¢ zatem do Wysokiej
Rady Dyscypliny Weterynaria Szkoty Glownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie o
dopuszczenie mgr Iwony Moniki Szopa do dalszych etapdw postepowania w sprawie nadania
stopnia doktora nauk weterynaryjnych w dyscyplinie: weterynaria.

Elektronicznie podpisany
Aleksandra przez Aleksandra Maria
. . Klimczak
Maria Klimczak pata: 2026.02.09 12:07:20
+01'00'
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