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1. Tytut rozprawy doktorskiej (w jezyku dysertacji) / Original title of doctoral dissertation

Opracowanie produktéw terapii zaawansowanej (ATMPs) ze szczegdlnym uwzglednieniem
uniwersalnych (dla kazdego biorcy) CAR-T (limfocytow T z chimerycznym receptorem
antygenowym) oraz CAR-M (makrofagdéw z chimerycznym receptorem antygenowym).

Therapy products (ATMPs) with particular reference to universal (for each recipient) CAR-T (T
lymphocytes with a chimeric antigen receptor) and CAR-M (macrophages with chimeric antigen
receptor).
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Ocena koncowa doktoranta KATARZYNA WASIAK
/ Final assessment of PhD student

POZYTYWNA / POSITIVE*

Uzasadnienie koncowej oceny Komisji
/ Justification of Commission’s final assessment result

Na podstawie przediozonej do oceny dokumentacji dotyczacej dziatalnosci ksztatcenia w Miedzynarodowej Szkole
Doktorskiej Uniwersytetu Medycznego w todzi komisja pozytywnie ocenia doktorantke. Zgodnie z harmonogramem, w
czasie pierwszych dwaoch lat ksztatcenia w Miedzynarodowej Szkole Doktorskiej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi (rok
akademiki 2022/2023 i 2023/2024), p. mgr. Wasiak zaplanowata realizacie 3 zadan badawczych, obejmujacych
roznicowanie indukowanych pluripotencjalnych komérek macierzystych (iPSC) do indukowanych neuralnych komérek
macierzystych (iNSC); dostosowanie metody CRISPR opartej na lentivirusowym systemie ekspresyjnym w celu
wykonania usunigcia (knock-out) genu kodujacego -2 mikroglobuline (B2M) oraz genu kodujacego tancuch a receptora
limfocytu T (TRAC; ang. T cell receptor alpha chain), tj. zaprojektowanie odpowiednich sekwencji sgRNA, uzyskanie
plazmidowego DNA, itp.; modyfikacje genetyczng komérek INSC z wykorzystaniem konstruktow i weryfikacje usunigcia
genu B2M i TRAC; przeprowadzenie reprogramowania komorek iNSC do iPSC ko B2M, iPSC B2M/TRAC;

Na podstawie dostarczonych materiatdw mozna stwierdzi¢, ze Doktorantka udokumentowata:

1. uzyskanie komorek INSC w wyniku zréznicowania komérek iPSC; fenotyp komérek potwierdza obecnosé
markerow SOX2 i nestyny (barwienie immunocytochemiczne, Ryc.2);

2. zaprojektowanie i przygotowanie na potrzeby zastosowania techniki CRISPR/Cas9, opartej na wektorach
lentiwirusowych drugiej generacji, odpowiednich sekwencji (sSgRNA, Cas); otrzymanie plazmidowego DNA
(materiat poddany analizie jako$ciowe;j i iloSciowej), ktory wykorzystata do otrzymania odpowiednich wektoréw
lentiwirusowych;

3. uzyskanie komorek INSC z inaktywowanym genem (B2M i TRAC), nastepcza weryfikacja na poziomie mRNA i
biatka, jak réwniez barwieniem immunocytochemicznym (Real-time PCR, Western Blot, ICC; Ryc. 4, Ryc.5);

4. uzyskanie indukowanych pluripotentnych komérek macierzystych z wyciszonym B2M (iPSC ko B2M) z
komérek iNSC ko B2M (Ryc. 6; dokumentacja barwienia immunocytochemicznego B2M i TRA-1-60 jako
marker pluripotencji);

5. zaprojektowanie nowych sekwencji sgRNA dla genu TRAC o przewidywanej zwiekszonej specyficznosci, ktdre
w analogiczny sposob zostaty wklonowane do wektoréw plazmidowych, w celu otrzymania wektorow
lentiwirusowych;

6. otrzymanie konstruktow ekspresyjnych kodujacych czasteczki CAR anty-CD19 i oraz anty-CD22 (zadanie
badawcze zaplanowane do realizacji na Ill roku ksztatcenia w roku akademickim 2024/25);

Potwierdzajac osiggniecia naukowe wynikajace z innych aktywnos$ci bezposrednio zwigzanych z realizacjg rozprawy
doktorskiej poza wypetnieniem punktow harmonogramu IPB, p. mgr. Katarzyna Wasiak wykazata wspdtautorstwo
publikacji naukowej (praca oryginalna: doi: https://doi.org/10.1186/s13287-022-02886-0); czynny udziat jako autor
prezentujacy w dwaéch konferencjach naukowych oraz uczestnictwo w badaniach prowadzonych przez jednostke
macierzystg (projekt ABM2020/ABM/04/00002).

On the basis of the documentation submitted for evaluation regarding the activity of education at the International Doctoral
School of the Medical University of Lodz, the committee assess the doctoral student positively. According to the
information presented within the IRP form, during two years of education in an International Doctoral School of Medical
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University tédz (the academic year 2022/2023 and 2023/2024), three interrelated tasks have been planned,
encompassing i.e., the iPS cells differentiation into induced neural stem cells (iNSCs); design of gRNA sequences for the
CRISPR method based on the lentivirus expression system, along with the preparation of lentiviral vectors encoding
elements necessary for the inactivation of chosen genes (B2M, TRAC); genetic modification of iNSCs with inactivated
B2M (iNSC ko B2M), and subsequent verification of B2M gene inactivation; INSC reprogramming into iPSC ko B2M and
iPSC B2M/TRAC-/-;

The following research goals were achieved:

1.
2.

3.

4.
5.

6.

the correct iPSC differentiation into INSC (ICC for specific markers SOX2 and Nestin; Fig. 2);

design specific tools and conduct genetic modification of INSCs using tools designed to inactivate genes (B2M
and TRAC) via CRISPR/Cas9 technology based on second-generation lentiviral vectors;

iINSC transduction with vectors to B2M/TRAC gene knockout; results verification at both the mRNA and protein
levels, and by ICC (Western blot analysis and RT-PCR; Fig. 4, ICC for B2M; Fig. 5);

reprogramming of NSCkoB2M cells into iPSC with verification (ICC for TRA-1-60, B2M; Fig.6);

design of new double-stranded sgRNA sequences for the TRAC gene with predicted increased specificity and
subsequent use for lentivirus preparation;

design and generation of lentiviral vectors encoding CAR molecules targeting CD19 and CD22 antigens
(research task originally planned to be conducted in the academic year 2024/25);

Doctoral student Katarzyna Wasiak confirmed scientific achievements and other activities directly related to the
implementation of the doctoral dissertation, apart from fulfilling the points of the IPB schedule. She is a co-author of
the original publication (https://doi.org/10.1186/s13287-022-02886-0); she was a presenting author in two scientific
conferences and conducted research within the unit project (2020/ABM/04/00002).

Opinia dotyczgca jakosci opieki naukowej i wsparcia w prowadzeniu
dziatalnosci naukowej

/ Opinion concerning scientific guidance and support in conducting scientific

activities

Promotor / Supervisor PROF. DR HAB. N. MED. PIOTR RIESKE

BARDZO DOBRA / VERY GOOD

Ocena prezentacji osiggnie¢ doktoranta i dyskusja naukowa / Assessment of
Presentation of Achievements and scientific discussion

Prezentacja osiggniec i dyskusja naukowa
/ Presentation of Achievements and scientific

KATARZYNA WASIAK
Ocena / Assesment

discussion

Prezentacja osiggnie¢ doktoranta / PhD student’s BARDZO DOBRA / VERY GOOD

Presentation of Achievements




Dyskusja naukowa / Scientific discussion BARDZO DOBRA / VERY GOOD




