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Pecherzyki  zewnatrzkomérkowe (EVs) to dwuwarstwowe  struktury

membranowe o rozmiarach nano i mikro, wytwarzane przez wiekszos¢ typow

komoérek i uwalniane do $rodowiska komdérkowego milieu. Te nano- i

mikrofragmenty bton komodrkowych klasyfikuje sie ze wzgledu na ich sposdb

wytwarzania przez omorke i roznice w wielkosci (Srednicy) na podgrupy,

wedtug klasyfikacji International Society for Extracellular Vesicles - JEV (MISEV).

Poniewaz wecigz dyskusji podlega ustalenie konsensusu nad wykorzystaniem

specyficznych markeréw dla réznych podtypdéw EVs, takich jak ,egzosomy”

powstajgce w szlaku endocytozy i ,,ektosomy” pochodzgce z btony komdrkowe;j Prof. n. med.

(mikroczastki/mikropecherzyki) przypisanie poszczegdlnej podgrupy EVs, Ewa tucja Stepief
Kierownik Zaktadu

stanowigcej obiekt badan, do okreslonego szlaku biogenezy jest trudne, stagd Wi e.stepien@uj.edu.pl

swojej pracy doktorskiej mgr Adrian Kobiela zastosowat rekomendowang przez

JEV nomenklature t.j. ,mate pecherzyki zewngtrzkomdérkowe” (small EVs) dla Instytut Fizyki

I , im. M. Smoluchowskiego
okreslenie badanych struktur zewngtrzkomaorkowych. d

Filagryna, to bardzo wazne biatko, ktdrego rolg jest stabilizacja witdkien

keratynowych stanowigcych macierz dla znajdujgcych sie w  skorze I_I._.l> w

korneocytéw. Produkowana w swej prekursorowej formie (profilagrynyL.'
. . . . . Iaktad Fizyki Medycznej
wytacznie przez keratynocyty i podlega procesom dojrzewania i polimeryzacjl,
wspotuczestniczgc w tworzeniu zwartej i nieprzepuszczalnej warstwy naskorka.

W swej pracy doktorskiej p. mgr Adrian Kobiela pokazat i udokumentowat

zwigzek miedzy tym specyficznym biatkiem i matymi EVs w bardzo gcl sekr. 1266446 40

tel. bezp. 12 664 47 62

odpowiedzig zapalng w bardzo ztozonej jednostce objawowej o przewlektym tojaslewicza 11

przebiegu jakim jest atopowe zapalenie skory (AZP). 30-348 Krakow



W swych artykutach sktadajgcych sie na przedstawiong mi do oceny prace W
doktorskg doktorant podjat sie testowania dwoch podstawowych hipotez

wyjasniajacych przyczyne choroby: (1) ,outside-in”- naruszenie integralnosci 3{
naskorka wystepuje jako pierwsze i jest odpowiedzialna za aktywacj@niwersytet Jagiellonski
nieprawidtowej odpowiedz odpornosciowej; (2) ,inside-out” — uktad

odpornosciowy zapoczgtkowuje reakcja, ktéry prowadzi do uszkodzenia

naskérka. Udzielenie odpowiedzi na pytanie, ktéra z tych hipotez przewaza jest

nie lada wyzwaniem, wymagato sformutowania bardzo odwaznych pytan,

opracowania ztozonego modelu badawczego oraz siegniecia do bardzo

roznorodne i zaawansowane techniki badawcze.

Praca p. mgr Adriana Kobieli sktada sie z trzech (3) artykutéw w ktérych
doktorant jest pierwszym autorem, z czego dwa zostaty ztozone do czasopisma
JEV (Journal of Extracellular Vesicles), ktore jest najbardziej prestizowym

czasopismem poswieconym tematyce EVs.

Uktad pracy jest wyjgtkowo staranny i dopracowany, co utatwia poruszanie sie
po tak dobitnym i bogatym w materiat dziele. Niewatpliwie szczegdtowe

streszczenie pomaga czytelnikowi zapoznac¢ sie z materiatem i wynikami
Prof. n. med.
zawartymi w pracy doktorskiej. W streszczeniu tym zawarty zostat cel pracy, Ewa tucja Stepien

opis wynikéw oraz podsumowanie poparte wnioskami. Kierownik Zaktadu

e-mail: e.stepien@uj.edu.pl
Wstep pracy doktorskiej jest bardzo rozbudowany, zawiera szczegdtowe

informacje dotyczace tematu pracy, od podstaw budowy skory, mechanizmy Instytut Fizyki
dojrzewania profilagryny, opisu komodrek uktadu odpornosciowego skorym. M. Smoluchowskiego
procesdw zwigzanych z atopowym zapaleniem skéry, wtaczajgc proceezy
zapalne, zakazenia i podtoze genetyczne, oraz biogenezy tworzenia EVs. Jest to

wyjgtkowe obszerne kompendium, bogate w informacje i odniesienia d(yé l_I-'> I—h/

literatury naukowej. Swiadczy o rozlegtych zainteresowaniach doktoranta i 'Jeg%kmd Fizyki Medycznej

potrzebie zgtebiania tematyki w obszarze badan jakimi sie zajmuje.

Ze wstepu mozna dowiedzie¢ sie miedzy innymi o waznej roli jondw wapnia
(Ca?*) w procesie rdznicowania i obumierania keratynocytéw, zabrakto jednakel. sekr. 12 664 46 40
tel. bezp. 12 664 47 62

ul. tojasiewicza 11
30-348 Krakow

informacji jak wzrasta stezenie Ca®* w warstwach naskdrka, czy jest to wzrost o

rzad wielkosci, czy moze wiecej, czy dotyczy on takze kompartymentéw



wewnatrzkomérkowych, czy raczej stezenia wapnia pozakomodrkowego? W
Poniekad odpowiedzi na te pytania udzielajg publikacje ktorych opisywane sg

eksperymenty w warunkach in vitro na pierwotnych hodowlach keratynocytow 3{
ludzkich (NHEK) i linii uniesmiertelnionych keratynocytéw (N/TERT-1), w obuniwersytet Jagiellonski
przypadkach komérki te poddawane byty niskiemu (0,06 mM) i wysokiemu (1,5

mM) stezeniu Ca?*

Po obszernym wstepie nastepuje czes¢ stanowigca trzy artykuty zgtoszone
przez doktoranta do dysertacji. Artykuty te (jeden opublikowany, jeden przyjety
do druku) stanowig wyniki badan tematycznie zwigzanych z atopowym
zapaleniem skory, jednak dotyczg odmiennych zjawisk jakie wystepujg u
podstaw patomechanizmu zespotu objawéw atopowego zapalenia skéry, od
roli glikozylacji w procesie wychwytu matych EVs pochodzgcych od
keratynocytéw w zakazeniach skory, po role filagryny w metabolizmie lipidow i
transporcie matych EVs. Do artykutdw dotgczone sg stosowne oswiadczenia
wspotautorow okreslajgce ich wktad i stanowigce podstawe do oceny udziatu

doktoranta w zgtoszonych do pracy doktorskiej artkutow.

Wychwyt EVs a w szczegdlnosci matych EVs jest silnie modulowanych przez v g
rof. n. med.

glukokoniugaty btonowe, a w szczegdlnosci reszty kwasu sialowego. W tym Ewa tucja Stepien

artykule (Kobiela et al. Front Immunol 2022) doktorant wykazat, ze blokada Kierownik Zaktadu

receptoréw Siglec-7 i Siglec-9 zmniejsza wychwyt matych EVs pochodzacych z g mail: estepien@uj.edu.p

keratynocytéw, co sugeruje o roli tych receptorow w procesie przekazywania
Instytut Fizyki
informacji miedzy keratynocytami a komodrkami prezentujacymi antygen i, smoluchowskiego

znaczenie dla przebiegu alergicznego zapalenia skory z zakazeniem C. albicans.
Wyniki te zachecajg do dalszych badan nad rolg glikozylotransferaz w modulacji

odpowiedzi zapalnej w atopowym zapaleniu skory (ST6GALL lub C1GALT1) Jak l_l‘_> I—h/

enzymow prawdopodobnie przyczyniajgc sie do zmian na powierzchni ma’rycl’l—'
Laktad Fizyki Medycznej

EVs.

W drugim artykule wykazano, ze niedobdr biatka specyficznego dla
keratynocytow filagryny wigze sie ze zmieniong regulacjg s,zlakévx4eI sekr. 12 664 46 40

metabolicznych zwigzanych z obrotem lipidéw btonowych w tym lipidow zel. bezp. 12 664 47 62
ul. tojasiewicza 11
30-348 Krakow

matych EVs. Ten niedobdér moduluje zdolnos¢ EVs do promowania komorek T
zaleznych od receptora CD1a poprzez uwalnianie za posrednictwem fosfolipazy

3



A2 stymulujgcych i hamujgcych ligandéw i przejscie z odpowiedzi typu 1 do

typu 2 (Kobiela et al. 2023 JEV w recenzji). %

Trzecia praca, w ktorej doktorant jest po zmianach autorem wiodgcym
pokazuje, ze mate EVs zawierajace filagryne znajduja sie w osoczu zaréwndgniwersytet Jagiellonski
0sob zdrowych, jak i 0oséb z atopowym zapaleniem skéry, a zakazenie S. aureus
zwieksza pakowanie i wydzielanie filagryny. Praca ta pokazuje, ze mate EVs
stanowig swego rodzaju system usuwania filagryny, zapobiegajac
przedwczesnej Smierci keratynocytow, w ktérym posredniczy TLR2 (Kobiela et

al. 2022 JEV przyjeta do druku).

Zbior artykutéw zamyka podsumowanie wynikéw wraz z wypunktowanymi
kluczowymi odkryciami dokonanymi jako wyniki badan, oraz imponujaca lista

cytowanej literatury.
Uwagi do pracy:

Artykuty czyta sie dobrze, styl i jezyk pracy bogaty i ztozony, co wymaga od
czytelnika zaangazowania. Najwiekszg trudnosé sprawito jednak przy czytaniu
pracy studiowanie rycin. Artykuty sg bogate w ryciny i stanowig wazny element

wizualizacji wynikéw, stad ich jako$¢ i rozdzielczoéé jest istotna. Ryciny w Prof. n. med.

o ) ] L Ewa tucja Stepien
artykutach zatgczonych do pracy doktorskiej stracity na jakosci i wymagaty ) _
Kierownik Zaktadu

positkowania sie wersjami ,preprint” dostepnymi w internecie. e-mail: e.stepien@uj.edu.pl

Kolejna uwaga ma rowniez charakter edytorski, na wykresach brakuje

) ) o ) o ) Instytut Fizyki

jednostek, skala czesto jest nieujednolicona (wykresy NTA), prazki skali na .
im. M. Smoluchowskiego

fotografiach mikroskopowych sg nieczytelne lub ich brak. Na przyktad, w pracy
trzeciej jest napisane, ze komarki uniesmiertelnione keratynocytéw N/TERT-1
w wysokim stezeniu Ca’* tworzg syncytium. Ta obserwacja jest stabo LPW__‘
udokumentowana, poniewaz na rycinie 3a (Fig. 3a) komorki w wstzym/_. il
. s . , . . L. . . . Laktad Fizyki Medycznej
stezeniu Ca** wydajg sie by¢ mniejsze, ale moze ta réznica wynika z innego

powiekszenia na fotografii.

Podsumowujac, przedstawiong mi do recenzji rozprawe doktorskg p. mgr
3G P 2 J P € ap gtel.sekr. 12 664 46 40

Adriana Kobieli oceniam pozytywnie, jest ona dzietem o wybitnej wartoscie| pesp. 12 664 47 42
naukowej i walorach poznawczych dla badann nad mechanizmami lezgcymi u Ul tojasiewicza 11

S . . . 30-348 Krakow
podstaw atopowego zapaleni skéry. Praca ta nie tylko rozszerza i ugruntowuje
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stan wiedzy na temat udziatu maych EVs, ale takze stanowi przyktad rzetelnego W
badania naukowego. Doktorant stawia w swej pracy odwazne hipotezy, ktére Y

ugruntowuje w oparciu o doskonale dobrane pismiennictwo.

Przedstawiona do oceny rozprawa spetnia wymogi ustawowe (art. 1g¥niwersytet Jagiellonski

Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.; Dz.U. z 2018 r. poz.1668 — prawo o szkolnictwie

wyzszym i nauce) i zwyczajowe wymagania stawiane rozprawom doktorskim.

Whnioskuje zatem do Rady Dyscypliny Nauki

Biologiczne Uniwersytetu

Gdanskiego o nadanie stopnia doktora w reprezentowanej dyscyplinie dla p.

mgr Adriana Kobieli, zgodnie z obowigzujgcymi przepisami ustawy ,Prawo o

szkolnictwie wyzszym i nauce”.

Whnioskuje réwniez do Wysokiej Rady o wyrdznienie rozprawy doktorskiej

p. mgr Adriana Kobieli, zgodnie

z Regulaminem wyrdzniania rozpraw

doktorskich przez Rade Dyscypliny Nauki Biologiczna, co uzasadniam w

osobnym wniosku.
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