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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Jennifer Mytych

"Poszukiwanie nowych wtasciwosci biatka klotho w zwalczaniu zakazen bakteryjnych"

Monocyty, makrofagi oraz granulocyty obojetnochtonne sg pierwsza linig obrony organizmu
przeciwko patogenom lub obcym komdrkom. Powstajagce w szpiku kostnym monocyty trafiajg do
krwioobiegu, gdzie petnig swojg funkcje przez kilka dni. Biorg one udziat w odpowiedzi
immunologicznej, usuwajg patogeny i ich pozostatosci na drodze fagocytozy, jak rowniez uczestniczg
w procesach zapalnych. Monocyty pobieraja, degradujg, a nastepnie prezentujg antygeny
limfocytom T oraz limfocytom B. Ponadto komodrki te sa prekursorami makrofagow i komorek
dendrytycznych.

W rozpoznaniu czynnikéw patogennych przez komorki uktadu immunologicznego, w tym
monocyty biorg udziat biatko CD14 oraz receptory z grupy Toll-like (TLR, Toll-like receptor). Jednym
z ligandow silnie aktywujacym komorki uktadu odpornosciowego jest lipopolisacharyd bakteryjny
(LPS). Lipopolisacharyd jest sktadnikiem zewnetrznej bfony komérkowej bakterii Gram-ujemnych. Ta
endotoksyna posiada bardzo silne wtasciwosci prozapalne i immunogenne. LPS po zwigzaniu sig
z btonowymi receptorami aktywuje szereg wewngtrzkomoérkowych kaskad sygnalnych. Ich efektem
jest wydzielanie przez komérki réznorakich cytokin, chemokin oraz innych czasteczek. W przypadku
ludzi nawet nanogramowe ilosci LPS mogg wywota¢ objawy chorobowe (bdle miesni, goraczka,
dreszcze, nudnoéci). Nadmierna aktywacja komdérek przez LPS (w przypadku ciezkich zakazen) moze
prowadzi¢c do zaburzenia odpowiedzi zapalnej. Nasilone wytwarzanie chemokin, cytokin,
prostaglandyn i reaktywnych form tlenu moze prowadzi¢ do sepsy i szoku septycznego.

Wptyw LPS oraz innych czynnikdw prozapalnych na komérki ukfadu odpornosciowego jest
ztozony. Zalezy on zaréwno od ich stezenia jak i czasu ekspozycji. W przypadku monocytéw
dtugotrwata ekspozycja na bakteryjne antygeny indukuje populacje o zmienionym fenotypie,
wskazujacym na indukowang senescencje. Badania prowadzone przez mgr inz. Jennifer Mytych pod
kierownictwem prof. dr hab. Marka Koziorowsiego oraz dr Marii Romerowicz-Misielak miaty na celu
zrozumienie zjawiska przedwczesnego starzenia sie monocytéow pod wplywem LPS. Dodatkowo
doktorantka postanowita zbadaé jak aktywowane monocyty oddziatuja z innymi komdrkami, jak
réwniez role biatka klotho w tych procesach. Uwata sie, ze biatko to moze modulowac prace ukfadu
immunologicznego.

Przedstawiony do recenzji autoreferat sktada sie trzech artykutéw naukowych poprzedzonych
wprowadzeniem przyblizajagcym czytelnikowi tematyke badarn oraz komentarzami do osiggniec
opisanych w zataczonych pracach. We wprowadzeniu doktorantka pokrétce przedstawia informacje




o aktywnoéci biologicznej monocytéw, oddziatywaniu z innymi komérkami oraz biatku klotho.
Publikacje bedace podstawg rozprawy zastaly zamieszczone w recenzowanych zagranicznych
czasopismach o dobrym wspétczynniku wptywu (IF powyzej 3). Artykuty bedace podstawg rozprawy
sa ze sobg tematycznie powigzane i uktadajg sie w logiczng catosc.

Do najwazniejszych osiggnie¢ mgr inz. Jennifer Mytych zaliczam:
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Wykazanie, ze odpowiedZ komérkowa monocytow na LPS jest zalezna od stgzenia
endotoksyny. Przy wysokich stezeniach LPS, autorka pracy zaobserwowata zwigkszone
stezenie reaktywnych form tlenu co przektadato sie na zachwianie rownowagi redoks oraz
réGwnowagi wapniowo-cynkowej w monocytach linii THP-1. Wynikiem stresu oksydacyjnego
byta réwniez aktywacja czynnika transkrypcyjnego NF-xB, sekrecja TNFa, uszkodzenia
w obrebie telomerowego DNA, zablokowanie cyklu komorkowego oraz zmiany strukturalno-
funkcjonalne jaderek komdrkowych. Skumulowane efekty dziatania LPS doprowadzity do
uruchomienia proceséw apoptozy. Takie dziatanie endotoksyny mgr inz. Jennifer Mytych
okresla jako efekt cytotoksyczny.

Stwierdzenie, ze przy stezeniach LPS ponizej 5 pug/ml aktywacja endotoksyng prowadzi do
powstania w komdrkach THP-1 fenotypu sekrecyjnego zwigzanego ze starzeniem. Czesc
z obserwowanych zmian w funkcjonowaniu komaorki jest identyczna jak dla wysokich stezen
LPS, jednak autorka pracy nie zaobserwowata uszkodzen w obrebie DNA a jedynie zmiany na
poziomie jgderek komdrkowych. Co ciekawe, monocyty utracity swoje wtasnosci fagocytarne.
Zmiany komérkowe bedace nastepstwem dtugotrwatej ekspozycji na niskie stezenia LPS
zostaty okreslone przez doktorantke jako efekt cytostatyczny.

Zidentyfikowanie TNFa jako czynnika definiujgcego losy monocytéw poddanych réznym
stezeniom LPS.

Otrzymanie stabilnych transfektantéw komaérek THP-1 nadprodukujacych membranowg oraz
sekrecyjng postac biatka klotho.

Wykazanie, ze biatko klotho zabezpiecza komérki THP-1 poddane dziataniu LPS przez stresem
oksydacyjnym. W komarkach nie dochodzi do aktywacji szlaku NF-kB oraz indukcji fenotypu
sekrecyjnego, a poziom uszkodzen DNA jest mniejszy w stosunku do komarek kontrolnych.
Zaobserwowanie, ze monocyty nadprodukujgce biatko klotho zmniejszajg ekspresjg cytokin
prozapalnych oraz odkrycie, podwyzszonej sekrecji przeciwzapalnej interleukiny 10.
Potwierdzenie funkcjonalnej aktywnosci modelowej linii monocytow w obecnosci biatka
klotho.

Wykazanie, ze kalcytriol wywotuje podobne efekty biologiczne jak biatko klotho.
Obserwowany wplyw na hamowanie immunosenescencji jest jednak mniejszy niz
w przypadku biatka klotho.

Przeprowadzenie badan kokultur monocytéw oraz komorek Hela (w pracy uzywane jako
modelowa linia epitelialna). Za pomocg LPS indukowano aktywacje monocytdw natomiast
z uzyciem doksorubicyny wywotywano u nich immunosenescencje. Doktorantka wykazata,
ze tak traktowane monocyty wywotujg szereg zmian w komdrkach epitelialnych.
Zaobserwowata w nich indukcje procesow starzenia komdrkowego oraz aktywacje
wewnatrzkomorkowego szlaku apoptozy.

Zaobserwowanie, ze nadprodukcja biatka klotho przez komorki Hela zabezpiecza je przed
niekorzystnym wptywem aktywowanych lub podlegajacych immunosenescencji monocytow.



Do doktorantki mam kilka pytan:

Dlaczego w eksperymentach z uzyciem modelowych monocytéow linii THP-1 uzywano
mikrogramowych (1-20 pg/ml) stezen LPS. W literaturze mozna znalez¢ dane dla duzo nizszych stezen
(Schildberger i wsp., Mediators of Inflammation, 2013; Zakharova i wsp., PLoS One. 2010; Suzuki
i wsp., Blood. 2000).

Linia na ktérej prowadzono badania wywodzi sie z biataczki monocytarnej. Czy w monocytach
izolowanych z krwi mozna spodziewac sie podobnych efektéw biologicznych ?

Jakie s3 stezenia LPS w krwi 0sob z ciezkimi zakazeniami lub sepsg ?

Jaki moze byé mechanizm dziatania wolnego biatka klotho (postaci sekrecyjnej) na komaorki THP-1
aktywowane LPS ?

Czy biatko klotho moze wykazywac aktywnos$¢ wewnatrzkomorkowg ?

Dlaczego do analizy IC zastosowano model liniowy, zwyczajowo analiza jest prowadzona za pomocg
regresji nieliniowej. Jak wygladaty dopasowania krzywych do danych eksperymentalnych ?

Jednym ze sposobéw w jaki aktywowane monocyty THP-1 moga wptywac na komorki epitelialne jest
kontakt bezposredni. W pracy nie znalaztem dowodu na takie zjawisko. Czy autorka pracy moze
udowodnié, ze do kontaktéw bezposrednich dochodzi pomigdzy tymi komdrkami ?

Jakich efektéw mozna sie spodziewaé, jeéli bedzie prowadzona kokultura komdrek epitelialnych oraz
monocytéow z indukowang za pomocg LPS immunosenescencjq. Czy takie eksperymenty
prowadzono ?

Jaki wptyw ma LPS na komodrki epitelialne, np. Hela. Czy obecnoé¢ LPS byta sprawdzana
w kokulturach komdrek Hela i THP-1 traktowanych wczesniej LPS.

W dotaczony do pracy oswiadczeniu nr 3 udziat w pracach eksperymentalnych mgr inz. Jennifer
Mytych wynosi 50 %. Jakie doswiadczenia wykonywata ?

Chciatbym rowniez aby szerzej zostat przedyskutowany zwigzek pomiedzy biatkiem klotho
a zakazeniami bakteryjnymi w kontekscie wynikow otrzymanych podczas realizacji pracy.

Podsumowuijac, pragne podkreslic bardzo wysoki poziom przedstawionej do oceny pracy. Co
warte podkreslenia w kazdej z publikacji bedacej podstawg rozprawy mgr inz. Jennifer Mytych jest
autorem korespondencyjnym. Poza publikacjami wchodzacymi w sktad autoreferatu, mgr inz.
Jennifer Mytych ma olbrzymi dorobek naukowy, jak na obecny etap rozwoju kariery naukowej.

Mgr inz. Jennifer Mytych w swoich badaniach wykorzystata szeroki wachlarz metod badawczych,
dzieki ktérym otrzymata bardzo ciekawe dane dotyczace wptywu LPS na monocyty oraz udziaty
w procesach zapalnych biatka klotho.



Moja ocena przedtozonej do recenzji rozprawy doktorskiej "Poszukiwanie nowych wtasciwosci
biatka klotho w zwalczaniu zakazeri bakteryjnych" jest bardzo wysoka, a rozprawa spetnia warunki
ujete stosownymi przepisami. Wnosze o dopuszczenie mgr inz. Jennifer Mytych przez Rade Wydziatu
Biologiczno-Rolniczego Uniwersytetu Rzeszowskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, majac na uwadze bardzo wysoki poziom przedstawionej pracy oraz opublikowanie
jej wynikéw, wnosze o wyrdznienie rozprawy doktorskiej stosowng nagroda.
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