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Ocena rozprawy doktorskiej mgr inz. Jennifer Mytych

pt.: "Poszukiwanie nowych wlasciwosci bialka klotho w zwalczaniu zakazen
bakteryjnych”

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Przedstawiona do oceny praca doktorska Pani mgr inz. Jennifer Mytych zostala wykonana
w Katedrze Fizjologii i Rozrodu Zwierzat Pozawydzialowego Instytutu Biotechnologii
Uniwersytetu Rzeszowskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Marka Koziorowskiego oraz
promotora pomocniczego — dr Marii Romerowicz-Misielak. Na rozprawe doktorska skladajg sie
trzy — nizej wyszczegdlnione — prace oryginalne, opublikowane w jezyku angielskim
w czasopismach z listy JCR, ktérych faczny wspétczynnik oddziatywania IF wynosi 10,575,
a punktacja wg MNiSW — 95. Oto publikacje Doktorantki, wchodzace w sklad dorobku
naukowego przedlozonego w ramach ubiegania sig¢ o stopien doktora nauk biologicznych.

1. Mytych, J., Romerowicz-Misielak M., Koziorowski M. 2017. Long-term culture with
lipopolysaccharide induces dose-dependent cytostatic and cytotoxic effects in THP-1
monocytes. Toxicol. in Vitro; 42, 1-9.

2. Mytych J., Romerowicz-Misielak M., Koziorowski M. 2017. Klotho protects human
monocytes from LPS-induced immune impairment associated with immuno-senescence-
like phenotype. Mol. Cell Endocrinol.; doi: 10.1016/j.mce.2017.05.003.

3. Mytych J., Wos, 1., Solek, P., Koziorowski, M. 2017. Protective role of klotho protein on

epithelial cells upon co-culture with activated or senescent monocytes. Exp. Cell Res.; 350,
358-367.

We  wszystkich wymienionych publikacjach Doktorantka jest réwniez autorem
korespondencyjnym. Badania przedstawione w tych pracach byly finansowane ze $rodkéw
budzetowych na nauke jako projekt badawczy w ramach programu MNiSW pod nazwa
"Diamentowy Grant". Rozprawa doktorska mgr inz. Jennifer Mytych, oprocz kopii ww.
publikacji, zawiera Autoreferat, obejmujacy: Streszczenmia pracy w jezyku polskim
i angielskim, dane dotyczace wyksztalcenia i zatrudnienia (jako asystent naukowy w Katedrze
Fizjologii i Rozrodu Zwierzat Pozawydzialowego Instytutu Biotechnologii UR, wykaz publikacji
stanowigcych Jej osiagniecie badawcze, a nastgpnie — merytoryczne Wprowadzenie do podjetego
problemu badawczego, Zalozenia i cele pracy oraz Syntetyczne omoéwienie publikacji
wchodzgcych w sklad rozprawy i spis cytowanej Literatury, a wezesniej — Wykaz stosowanych
skrétéw. Ponadto, Doktorantka przedstawia pozostale wlasne osiagniecia naukowo-badawcze;
spis publikacji naukowych i doniesien konferencyjnych, odbyte staze naukowe oraz uczestnictwo
w projektach badawczych, jak réwniez oswiadczenia méwigce o procentowym wkladzie
Doktorantki w powstanie prezentowanych prac, ktére zostaly potwierdzone przez wspétautorow.



MERYTORYCZNA ANALIZA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Oceniana rozprawa doktorska jest poswigcona wyjasnieniu roli biatka klotho w regulacji
funkcjonowania monocytéw, ktore pelnia wazna role w zwalczaniu patogendéw bakteryjnych.
Wykazuja one zdolnos$¢ przemieszczania si¢ w kierunku ogniska zapalnego (chemotaks;ji)
oraz rozpoznawania konserwatywnych wzorcéw na powierzchni patogendéw (ang. pathogen
associated molecular patterns, PAMP) przy pomocy specyficznych receptoréw (ang. pattern
recognition receptors, PRR). Powyzsza interakcja uruchamia proces fagocytozy, prowadzacy
do unieszkodliwienia patogenéw oraz enzymatycznej degradacji antygenéw do pojedynczych
peptydow, ktére moga by¢ prezentowane limfocytom Th za posrednictwem biatek gldéwnego
ukladu zgodnosci tkankowej (ang. major histocompatibility complex, MHC) klasy IL
Aktywacja monocytéw prowadzi takze do wzmozonej sekrecji cytokin prozapalnych, ktore sg
niezbgdne do wszczecia i rozwoju skutecznej reakcji zapalnej. Jednakze, po zniszczeniu
patogenow, zmienia si¢ profil wydzielanych cytokin i dochodzi do uruchomienia reakcji
przeciwzapalnej, w wyniku ktérej aktywowane monocyty ulegajg apoptozie. Zmiany
w fenotypie i funkcjonowaniu monocytéw, zachodzace podczas rozwoju a nastepnie wygaszania
reakcji zapalnej, maja duze znaczenie dla zachowania réwnowagi w dzialaniu ukladu
immunologicznego. Mechanizmy regulujace sposob i zakres zaangazowania monocytow
w reakcje¢ zapalng sg zlozone i nie do konica poznane. Wydaje sig, ze istotnym elementem tego
mechanizmu moze by¢ biatko klotho, wykazujace m.in. wlaéciwosci przeciwzapalne. Biatko to
Jest kodowane przez gen Klotho (KL), ktéry zostat zidentyfikowany u myszy w roku 1997, a jego
inaktywacja spowodowala wystapienie zmian charakterystycznych dla procesu starzenia.
Wyréznia si¢ dwie formy biatka klotho — transblonowg i sekrecyjng. Forma transblonowa
funkcjonuje jako koreceptor czynnika wzrostu fibroblastow 23 (FGF23) i bierze udziat
w regulacji homeostazy fosforanowej oraz metabolizmu witaminy D. Z kolei forma sekrecyjna
funkcjonuje jako czynnik humoralny o réznorodnym wplywie na procesy wewngtrzkomérkowe:
m.in. reguluje aktywnos¢ kanatéw jonowych, transporteréw blonowych, homeostaze jonéw
wapnia, moduluje aktywacj¢ receptorow czynnikow wzrostowych i dzialanie szlaku
insuliny/insulinopodobnego czynnika wzrostu. Wlasciwosci przeciwzapalne biatka klotho m.in.
wynikaja z jego hamujgcego oddziatywania na ekspresj¢ czynnika transkrypcyjnego NF-kB oraz
czasteczek adhezyjnych na powierzchni monocytéw, jak réwniez z blokowania aktywacji
receptora czynnika martwicy nowotwordw (ang. fumor necrosis factor, TNFa). Zatem,
problem badawczy podjety w pracach stanowigcych rozprawe doktorska mgr inz. J. Mytych
Jest aktualny, niezwykle atrakcyjny i bardzo wazny z poznawczego, jak réwniez medycznego
punktu widzenia, poniewaz dotyczy uwarunkowan prawidlowego przebiegu reakcji zapalnej,
ktorego zaburzenie moze prowadzi¢ do powaznych komplikacji zdrowotnych. W ramach
pracy doktorskiej, Doktorantka wyznaczyla sobie nastepujgce, ogélnie sformutowane, cele
badawcze:

e okreslenie mozliwosci inicjacji procesu przedwczesnego starzenia w komérkach
monocytarnych w wyniku dziatania antygenéw bakteryjnych;

e okreslenie efektow oddziatywania aktywnych i podlegajacych procesowi
przedwczesnego starzenia monocytéw na komorki epitelialne;

e okreslenie roli biatka klotho w powyzszych procesach.

Powyzsze cele zostaly doprecyzowane w zalaczonych publikacjach, ktére stanowig rozprawe
doktorska. W pierwszej z nich, Doktorantka zmierzata do okreslenia wewnatrzkomérkowych



mechanizméw odpowiedzi monocytéw linii komérkowej THP-1 (ludzka linia biataczki
monocytarnej) na stymulacj¢ lipopolisacharydem bakteryjnym (LPS), stosowanym w réznych
stezeniach (0.5 — 20 pg/ml przez 168 godzin), z uwzglednieniem wskazania mozliwosci
aktywacji szlaku przedwczesnego starzenia komorkowego (immunosenescencji). Celem
kolejnej pracy bylo sprawdzenie czy biatko klotho, posiadajace przeciwstarzeniowe
i przeciwzapalne wlasciwosci, moze zabezpiecza¢ monocyty przed indukcja
immunosenescencji. Celem kolejnej pracy, wchodzacej w skiad rozprawy doktorskiej, bylo
zbadanie wplywu monocytow, aktywowanych i podlegajacych procesowi immunosenescencji
na komorki nienalezace bezposrednio do ukladu immunologicznego, tj. komoérki epitelialne
HeLla, z uwzglednieniem roli biatka klotho w tym oddzialywaniu. Realizacja tak ambitnych
zadan badawczych wymagala bardzo dobrego przygotowania metodycznego.
W przeprowadzonych badaniach, Doktorantka wykorzystata liczne, zlozone i pracochlonne
procedury doswiadczalne, m.in. takie jak: hodowle in vitro badanych komérek (THP-1, HL-60
oraz THP-1 w kokulturze z HeLa), transfekcja badanych komérek (THP-1, HL-60 i HeLa)
plazmidami z genem bialka klotho, analiza ekspresji wielu genéw przy uzyciu techniki Real-
Time PCR, oznaczanie bialek przy pomocy Western-blot lub testu ELISA, analiza
reaktywnych form tlenu (ROS) oraz tlenku azotu (NO), oznaczanie stgzenia jonow Ca’
i Zn®*, ocena wystepowania fagocytozy i fragmentacji DNA. Na podkreslenie zastuguje
przeprowadzenie indukcji ekspresji biatka klotho przy uzyciu dwoch metod; transfekcii
komoérek plazmidami niosacymi gen jego formy sekrecyjnej lub membranowej oraz
chemicznej stymulacji za pomocg zwigzkéw kalcytriolu (aktywnej formy witaminy D3)
i kandesartanu (antagonisty receptora angiotensyny II). Wazna dla opisu zmian zachodzacych
w monocytach (THP-1) byla analiza wielu czynnikéw powigzanych z ich funkcjonowaniem,
poza wezesniej wspomnianymi m.in. takich jak: czynnik transkrypcyjny NF-xB, TNFa, IL-1B,
IL-6, IL-10, biatka p16, 21 i 27, insulinopodobny czynnik wzrostu I (IGF-I) i jego receptor
(IGF-IRP), metaloproteinaza macierzowa 2 (MMP-2), antyapoptotyczne biatko Bcl2 i kaspaza
3, biatka wigzgce telomery — TRF1 i TRF2 (zaangazowane w ochrone DNA i telomeréw) oraz
MHC II, CD86 i CD 62.

Przeprowadzenie powyzszych badan m.in. pozwolilo wykazaé, ze:

1) dlugotrwata (7-dniowa) ekspozycja monocytéw (THP-1) in vitro na dzialanie LPS
wywoluje w nich rézne zmiany, zaleznie od stezenia tego antygenu bakteryjnego
w medium inkubacyjnym;

a) niskie dawki LPS (<5 pg/ml) wywoluja stres oksydacyjny, aktywacje szlaku —
zaleznego od bialka p21 — odpowiedzi komérkowej na uszkodzenia DNA (ang.
DNA damage response, DDR), nieodwracalne zatrzymanie cyklu komérkowego w
fazie GO/G1 i rozw6j tak zwanego fenotypu sekrecyjnego monocytéw THP-1,
zwigzanego z procesem starzenia (ang. senescence associated secretory phenotype,
SASP), ktory charakteryzuje si¢ aktywacja czynnika NF-xB i zwigkszong synteza
cytokin prozapalnych oraz ekspresja metaloproteinazy macierzowej 2 (MMP-2),

b) zkolei, wysokie dawki LPS (> 10 pg/ml) wywoluja  apoptoze  poprzez
uruchomienie  szlaku  wewnatrzpochodnego (w  wyniku  uszkodzenia
mitochondriéw) jak i zewnatrzpochodnego (poprzez stymulacje receptoréw
smierci), aktywacj¢ szlaku odpowiedzi komoérkowej na uszkodzenia DNA (DDR)

zalezna od biatka p21, mediowang przez ROS i TNFa oraz réznicowanie
monocytéw do makrofagdw;



2) doswiadczalnie podwyzszona ekspresja biatka klotho w monocytach THP-1 traktowanych
LPS powoduje obnizenie poziomu ROS/RNS i syntezy cytokin prozapalnych, a wzrost
sekrecji cytokiny przeciwzapalnej — IL-10, a takze zmniejszenie stopnia uszkodzenia
DNA, co umozliwia im podjgcie prawidlowych funkcji;

3) kokultura aktywowanych jak i przedwczesnie starzejacych si¢ monocytow z komdrkami
epitelialnymi Hela prowadzi do inicjacji procesu starzenia w komodrkach HeLa, ktory
m.in. objawia si¢ wystepowaniem w nich zaburzen réwnowagi redoks i zwigkszong
generacjg ROS, aktywacja czynnika NF-xB, pojawieniem si¢ uszkodzen DNA oraz
aktywacja szlakow indukowanych przez uszkodzenia DNA, zaleznych od bialek p16, p21
i p27, jak rowniez blokowaniem cyklu komoérkowego w fazie GO/G1. Z kolei indukcja
ekspresji bialka klotho w komorkach Hela zabezpiecza je przed kaskada niekorzystnych
zmian wywolanych przez obecne w kokulturze aktywowane lub przedwczesnie starzejace
si¢ monocyty.

Co ciekawe, nie stwierdzono istotnych réznic pomigdzy efektami indukowanej ekspresji

sekrecyjnej i membranowej formy biatka klotho w badanych komoérkach. Autorka wysuwa —

moim zdaniem uzasadniong — sugesti¢, ze w przypadku komérek epitelialnych moze to by¢
spowodowane ich zwigkszong aktywnoscia proteolityczna (obecno$é proteaz ADAM),

w wyniku ktorej nastepuje rozklad czgsci zewnatrzkomérkowej formy blonowej tego biatka.

Pragne¢ doda¢, iz bardzo pozytywnie oceniam syntetyczne i przejrzyste przedstawienie

w Autoreferacie poszczegdlnych publikacji wehodzacych w sktad rozprawy doktorskiej mgr

inz. Jennifer Mytych.

Reasumujgc, na szczegolne wyrdéznienie w ocenianej rozprawie doktorskiej zashuguje
wykazanie wlasciwosci ochronnych biatka klotho na poziomie komérkowym w stosunku do
monocytéw podlegajacych procesowi przedwezesnego starzenia jak i w stosunku do innych
komoérek (Scisle wspétpracujacych z uktadem odpornosciowym) — narazonych na niekorzystne
oddziatywanie monocytéw podlegajacych takim zmianom. Przedstawione przez Doktorantke
wyniki ~ wskazujg  potencjalne  kierunki dalszych  poszukiwan, zmierzajacych
do przeciwdzialania zaburzeniom reakcji odporno$ciowych powstajacych na tle
niekorzystnych zmian w funkcjonowaniu monocytow pod wpltywem antygenéw bakteryjnych.

UWAGI i PYTANIA

Prace wchodzace w sklad rozprawy doktorskiej mgr inz. Jennifer Mytych byly wczesniej
pozytywnie ocenione przez recenzentow wyznaczonych przez redakcje wysoko notowanych
czasopism naukowych. Z pewnoscig przeszly one bardzo skrupulatnie prowadzony proces
wydawniczy. W zwigzku z tym nie mam uwag krytycznych do ich formy i tresci. Pozwole
sobie jednak na kilka uwag/pytan dotyczacych opracowania Autoreferatu lub ogélnie tematu
rozprawy.

1. W Autoreferacie przedstawiono zalozenia i cele pracy (str. 13). W tej czesci
Autoreferatu powinna by¢ takze uwzgledniona hipoteza badawcza.

2. Wskazane byloby dokona¢ zbiorczego podsumowania badan przeprowadzonych
w ramach rozprawy doktorskiej i przedstawionych w formie trzech, tematycznie
ze soba powiazanych publikacji. By¢ moze pozwoliloby to na sformutowanie
dodatkowych wnioskow.

3. W przeprowadzonych badaniach wykazano ekspresi¢ mRNA i biatka klotho
w monocytach linii komoérkowej THP-1. Czy znany jest poziom ekspresji tego



mRNA/biatka w monocytach krwi krazacej czlowieka lub zwierzat. Jesli tak, czy
podlega on zmianom zwigzanym z wiekiem?

4. U ludzi i zwierzat procesy starzenia organizmu ulegajg przyspieszeniu po wypeieniu
funkcji rozrodczych, co wigze si¢ z znacznym obnizeniem produkcji steroidow
piciowych. Co Pani sadzi o potencjalnym wplywie tych hormonéw na ekspresje genu
Kloto w komorkach organizmu?

PODSUMOWANIE

W podsumowaniu pragne stwierdzi¢, ze rozprawa doktorska mgr inz. Jennifer Mytych,
na ktorg skladajg si¢ trzy prace opublikowane w czasopismach o wysokim sumarycznym
wspolczynniku oddziatywania (IF = 10,575) i wysokiej punktacji MNiSW (95), zawiera liczne
i bardzo wartosciowe wyniki badan, ktére wnosza nowe informacje na temat mozliwosci
oddzialywania bialka klotho na funkcjonowanie monocytéw eksponowanych na dziatanie
antygenéw bakteryjnych, jak réwniez na interakcje monocytow (zachodzgce w takich
warunkach) z komoérkami nienalezacymi do ukladu odpornosciowego. Przedstawione
w rozprawie wyniki wskazujg kierunki dalszych badan nad mozliwosciag korygowania
zaburzen w przebiegu reakcji odpornosciowych wywotanych niekorzystnymi zmianami
w funkcjonowaniu monocytow. Przeprowadzenie przez Doktorantke tak kompleksowych
i rozleglych badan wymagalo od Niej nie tylko duzego zaangazowanie w prace laboratoryjna,
ale rowniez dobrego zapoznania si¢ z obszernym piSmiennictwem z zakresu podjetej
problematyki badawczej. Na podstawie lektury prac przedstawionych jako rozprawa
doktorska, jestem przekonany o wysokich kompetencjach badawczych Doktorantki.
W przekonaniu tym dodatkowo utwierdza mnie Jej dorobek publikacyjny, ktéry obejmuje
9 prac naukowych i 8 doniesien konferencyjnych oraz udzial w realizacji trzech projektow
badawczych, w tym pelnienie funkcji kierownika jednego z nich, jak réwniez odbycie dwoch
krotkoterminowych stazy w zagranicznych placéwkach badawczych.

WNIOSEK KONCOWY

W zakonczeniu pragne stwierdzi¢, ze przedstawiona do oceny rozprawa zatytulowana
"Poszukiwanie nowych wlasciwosci bialka klotho w zwalczaniu zakazen bakteryjnych”
spelnia wszystkie wymagania — okreslone w Ustawie nr 595 o Stopniach Naukowych i Tytule
Naukowym oraz Stopniach i Tytule w Zakresie Sztuki z dnia 14.03.2003 r. (wraz
z pOzniejszymi zmianami) — stawiane rozprawom doktorskim i w zwigzku z powyzszym
zwracam si¢ do Rady Wydzialu Biologiczno-Rolniczego Uniwersytetu Rzeszowskiego
z wnioskiem o dopuszczenie mgr inz. Jennifer Mytych do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Roéwnoczesnie, ze wzgledu na bardzo wysoki poziom naukowy ocenianej rozprawy,
pracochlonnos$¢ przedstawionych w niej badan i opublikowanie prac wchodzacych w jej sktad
w wysoko notowanych czasopismach naukowych, przedkladam Wysokiej Radzie wniosek
0 wyrdznienie pracy.
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