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Version 0:

Reviewer comments:

Reviewer #1

(Remarks to the Author)
The subject is certainly of interest given the important challenge of addressing the treatment resistant Cancer Stem Cells.
The results do move the field further, and the results do support the claims and conclusions. The main issue for this reviewer
is the unstructured and incoherent presentation of the structure of the research. The steps taken seem to have been taken on
the fly and not as part of a pre-existing project plan. As a result the discussion/conclusion is summarizing the individual
steps rather than the bigger picture. Having said that, I do like the results, but these are not properly discussed.

The use of hyperthermia is a good example, this seems to drop from the blue sky where one would have expected a proper
introduction of a hypothesis towards the end of the introduction or at the start of the methods section. None of that, the
authors simply present a row of different experiments without a rationale, or rather a rationale that suddenly emerges some
place in the manuscript.

The description of the application of hyperthermia also lacks much relevant detail, the authors state they used a laser at a
certain amount of Watt to achieve 45C for 30 minutes. No description whatsoever of how they measured temperature or
whether they validated the method, or whether they copied that from earlier experiments of their lab or elsewhere.

The conclusion is apparently the section starting within summary on line 379. That is a decent summary, but I would have
expected also thoughts on the logical next steps after finding these results. The real discussion/conclusion should start after
line 389.

Detailed comments: the authors should check for typos, for instance line 148 ‘Vegfa’ is apparently ‘VEGF-alfa’

Reviewer #2

(Remarks to the Author)
Firstly, I congratulate the authors of this manuscript for the interesting investigations and results. The experiments
implemented to validate the hypothesis are appropriate, I do not have concerns related to their performance and
presentation.

As a minor suggestion, I recommend to improve the explanations related to the nature of the "adoptive macrophage transfer"
from the beginning of the results section (beggining of figure 1). I understand that these issues are clear for the authors, but
the reader has to "go back and forth" to understand the performance of these experiments. After this, I consider appropriate
the rest of the text and figures.

As major concerns:
1- I recognize that hyperthermia results are important and very clear in Figure 7, and I agree with the authors about the



potential use of hyperthermia and/or NPs for melanoma in the clinic. However, the application of these approaches could be
not so straight-forward for other cancer types ("deeper location with difficult access"). A discussion about these challenges
and possible solutions is needed. Some results and/or discussion about the translation of these results to other tumor types
is also lacking. 

2 - As an additional major concern, I miss some data related to the use of TGFb inhibitors, to validate the hypothesis. The
clear role for TGFb has been demonstrated in the manuscript, and several inhibitors of TGBb are now in clinical trials. Thus,
some experiments using drug combinations, following the rational of this manuscript, could present a great potential for the
treatment of solid tumors. 

Reviewer #3 

(Remarks to the Author) 
This study focusses on CD133+ PD-L1high CSCs and the specific role in adoptive macrophage therapy. Several main
concerns: 
1. It is now well accepted that CD133 does not serve as a reliable single CSC marker due to its wide expression tumor cells.
2. So far, M1 and M2 (TAM, tumor-associated macrophages, immune suppressive) have identified which demonstrated
opposite antitumor activity. Without specialize what macrophages are adoptively transferred is very much problematic. 
3. Utilizing clinical melanoma samples adds some value to the study. However, the data were confusing and not conclusive
due to the lack of systematic patients characters, such stages, metastases, type of melanoma, et al. 
4. It is crucial to quantify the presence of CD133+ PD-L1high cells in primary tumor versus relapsed tumors. This data may
reveal important trends in tumor behavior and resistance. 
5. It is also important to compare CD133+PD-L1high cells with CD133+PD-L1low cells across melanoma progression
stages. Highlighting differences, especially in relation to the TGF-beta pathway, may unveil pivotal insights into melanoma's
evolution. 

Reviewer #4 

(Remarks to the Author) 
In this manuscript, Xu et al. identify a subpopulation of cancer stem cells (CSC) with upregulated programmed death-ligand
1 expression (PD-L1+ CSCs) in mouse melanoma. PD-L1+ CSCs were resistant to phagocytoses by macrophages exposed
to copper sulfide nanoparticles (NPs-Mo). Compared to other cancer cells PD-L1+ CSCs expressed high levels of TGFb,
which increased matrix stiffness, increased the expression of PDL-1 and reduced CD8 T cell activation. The authors found
that hyperthermia increased the expression of calreticulin in PD-L1+ CSCs, which was associated with enhanced
therapeutic efficacy of transferred NPs-Mo. 
The authors also found by using human melanoma cell line and human macrophages similar results in NSGS mice. 

The manuscript seems to be addressing important points. While I think that the manuscript may be of interest to the Nature
Communications readership, at its current stage, it requires a major revision in terms of data presentation and discussion.
Indeed, some sentences are very difficult to interpret. Other important points are indicated below. 

Figure 1B is missing statistical analysis. 

Figure 1F, it is not clear why the untreated mice still show NPs-Mo in the tumors. 

Figures 2F and 2G, it is not clear why the authors are not assessing the role of TGFb in these functional assays. 

Figure 3G, it is not clear if the indicated macrophage in the hNPs-Mo group has phagocytized a human cell. 

Figure 3H, it is not clear why CD8 T cells are getting activated. Which are the antigens that are presented in MHC-I? Why
are these CD8 T cells recognizing specially these antigens? 

Is this activation mediated by antigen recognition? 

The single cell RNA sequencing in Figure 4 seems of interest. However, the authors should better explain what
comparisons they are referring to in their analysis. Also, groups and n values should be better explained. 

Figure 5D, the authors should change the color of cluster 11. 

Line 253, what is "the data of bubble diagram […]" referring to? 

It is not clear how the authors are designing CSC in Figure 5E. Because the dots seem to be less than those identified in
clusters 10 and 11 in Figure 5D. In scRNA data analysis it is often necessary to use cluster analysis to refer to cell types, not
only single marker expression. 

In Figure 6, is anti-PD-L1 reducing the therapeutic efficacy of NPs-Mo? 



Could the authors perform an experiment employing anti-PD1 blockade to overpass the proposed by the authors
degradation of anti-PD-L1 caused by transferred macrophages? 

Figure E, in the figure it is missing which of the shown cells belong to the spleen. 

The authors tested in vivo the combination of adoptive macrophage transfer and hyperthermia involving a laser treatment
that reached 51ºC at the tumor site. Previous reports suggested that mild hyperthermia prompts a measured apoptotic
response. In contrast, excessive hyperthermia leads to a dysregulated and more forceful apoptotic process, engaging the
complete executioner caspase repertoire (e.g. Mantso et al. Sci Rep. 2018). Moreover, heat shock proteins (HSPs) released
from tumor cells have been described to promote anti-tumor immunity and to reach maximum activity at milder temperatures
as well. Can the authors comment on this? 

Adjuvant hyperthermia seems a promising approach to overcome the resistance to the macrophage therapy. The authors
could consider reproducing some of the key features observed upon monotherapy in B16F10 and A375 models also upon
combination with hyperthermia. For example, is fibrosis reduced? Is the number of PD-L1 CRC cells reduced? 

The role of CD8 T cells is not clear. It would be interesting, depleting CD8 T cells in the B16F10 model to investigate the
contribution of the adaptive immunity to the therapeutic effect. In this line, the authors could also try to rechallenge the
surviving mice with tumors to observe whether adaptive immunity plays a role in tumor relapse. 

Version 1: 

Reviewer comments: 

Reviewer #1 

(Remarks to the Author) 
The authors have properly addressed the issues I raised for the original version of this manuscript and I now advise
acceptance of the manuscript 

Reviewer #2 

(Remarks to the Author) 
I congratulate the authors for the excellent revision of the manuscript. The major and minor concerns have been addressed.
New in vivo experiments have been performed adding relevant results. A better explanation of key issues for clinical
translation is now provided, improving the impact of the manuscript. Therefore, I recommend the manuscript for publication
without further delay. 

Reviewer #3 

(Remarks to the Author) 
The authors did not address the issues raised in the first round review satisfactorily. 

Reviewer #4 

(Remarks to the Author) 

Reviewer #5 

(Remarks to the Author) 
This paper claims that a subpopulation of melanoma cancer stem cells is responsible for resistance to car-macrophage
therapy. the topic would be very interesting, if the experiments would have been conducted with appropriate rational and
technique. I am not an expert in macrophages neither adoptive cell transfer, so I will limit my comments to the melanoma
CSC and therapeutic approach in general, rather than on details in Car therapy or thermal therapy approach. 
I found the paper challenging to follow and share some of the concerns raised by other reviewers. It appears that the
manuscript sometimes feels like a collection of different projects rather than a cohesive study. Moreover, the results section
includes extensive discussion on CD133, which might be more appropriately placed in the introduction or discussion
sections. I also agree with Reviewer 3’s observation that CD133 is not a reliable marker and that the authors seem to have
overlooked conflicting literature regarding their proposed marker, as well as general CSC features. They could revise their
opinion about those cells being CSC (changing definition and so) and study them in relation to the therapeutic approach
their propose, staying focused on the focus of the manuscript (and providing appropriate experiments to support their
conclusions). 
Furthermore, the study's reliance on a single melanoma cell line to support their conclusions is a significant concern. 
Specifically my main concerns are: 
1. CD133 simply can’t be used as a CSC marker, particularly for cell lines if not supported by functional studies to claim that



those cells are true CSCs. In CSC community, there is overall consensus about the necessity of functional assays to claim
that a cell is a CSC. 
Additionally, there are several important elements missing from the characterization of these cells (whether they express
PDL1 or not): 
a. The manuscript lacks clonogenic assays and/or self-renewal assays in stem cell medium. 
b. There is no assessment of tumor initiation potential. 
c. Self-renewal assays are absent. 
d. There are no gene expression profiles provided to support their CSC features, such as Nanog, Oct4, or EMT signatures. 
e. The source and methodology behind the "fold increase" markers indicated in multiple figures are not explained. Are these
results from flow cytometry or gene expression? Additionally, it would be beneficial to use flow cytometry for cytokines or
ELISA for production. 
f. The statement about “greater proliferation potential in CSCs” is unclear, as it contradicts the consensus that CSCs are
slow cycling. 
g. It is also unclear how the cells in Supplementary Figure 6 are shown to be 100% CD133 positive. 

2. I find it challenging to understand the rationale for selecting these cells due to several points: 

a. It is unclear whether this population increases after therapy. The markers do not appear in the gene expression analysis,
and the flow cytometry data in Figure 1 is not convincing. Additionally, the number of mice used and other experimental
details are not clearly presented. 
b. It is not clear whether this subpopulation can regenerate the tumor after therapy. 
c. It is uncertain whether these cells are found in patients before, during, or after treatment. Moreover, it is not specified
whether these cells are present in primary versus metastatic tumors, high-grade versus low-grade tumors, or pre- versus
post-relapse conditions. 
d. It is also unclear whether these cells are specifically spared by CAR-macrophages or how they survive and drive relapse.
What happens if the therapy cycle is repeated? 

2. They claim that PDL-1 therapy doesn’t change the outcome of the car-macrophage transfer, so what is the rational to
claim that this population is responsible for resistance/ relapse/progression? 

3. Why don’t they silence CD133 (they cite ref 45 for indicating CD133 as target) and see the change in therapy outcome?
That would be more interesting and linking the therapy to their “CSC” section. 

4. Does TGFB treatment directly affect melanoma cells or the therapy works through broader/ indirect effect (more CD8
cytotoxic, effect on TME)? The simple increase in TGFB is not enough to claim that that is the mechanism to target CSC. 

5. Not clear the link with stiffened matrix, relapse and thermal therapy, the matrix data re “lost” in the last part of the paper
with the therapy effect, what happens after therapy to the matrix (and during therapy?) 

6. I have some concerns regarding the immunofluorescence (IF) on patient samples: 

a. It appears that all patient samples show cells that are positive for both CD133 and PDL1. While some CD133 expression
is weak, this consistent co-expression suggests a potential technical issue, as it is unusual to see almost no PDL1+ cells
that are negative for CD133 (and vice versa). 

b. The scarcity of PDL1+ cells in patients 1, 2, 4, and 5 is quite unusual. 

c. There is a lack of detailed information on patient lesions. It is unclear whether the samples are from early or late-stage
tumors, primary tumors, metastasis, or therapy-naive cases. Additionally, information on whether the patients received
therapy, and if so, what kind of therapy, is missing. This would help explain the increased expression in advanced cases.
The criteria for patient selection and the claims being made are also not clearly presented 

Version 2: 

Reviewer comments: 

Reviewer #5 

(Remarks to the Author) 
I thank the author for taking my suggestion in a pro-active way, revising the language and rewiring their statement. I think that
now the paper has more clarity, value and is more realistic in the conclusions. 
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

 



           

             



             






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            







 







in vitro

n

n





n



PPP







  

n





 

n

n

P











         

             









[Redacted]





 





              





           
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

     







































           



             





 



           

           







 







 







 







 


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