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Ocena
Rozprawy Doktorskiej magister Justyny Agier zatytulowanej:
»~Peptydy przeciwdrobnoustrojowe w regulacji fenotypu i aktywnosci mastocytow”

Mastocyty (komérki tuczne) uczestnicza w wielu procesach fizjologicznych
wplywajacych na homeostaze organizmu. Oprécz tych waznych funkcji, w ostatnich latach
coraz wigcej danych wskazuje, ze komorki te aktywnie uczestnicza w obronie przeciwko
patogenom. Bardzo duza liczba mastocytéw, ich dystrybucja w organizmie w miejscach
najbardziej narazonych na kontakt z patogenami oraz zdolnosci do szybkiej reakcji na
stymulacj¢ poprzez syntez¢ i uwalnianie wielu mediatoréw zapalenia czyni z nich istotny
element ukladu odpornosciowego. W rozpoznaniu patogendow kluczows role odgrywajg
receptory rozpoznajgce wzorce molekularne patogenéw (patogen associated molecular
patterns, PAMPs), oraz rozpoznajace sygnaly zagrozenia (danger associated molecular
pattern, DAMPs) przekazywane przez czasteczki pochodzace z uszkodzonych komorek
gospodarza. Pomimo kluczowej roli tych receptoréw w inicjacji szybkiej i efektywnej
odpowiedzi na zagrozenie, wigkszo$é informacji o tych receptorach, zmianie ich ekspres;ji i
funkcjonowaniu pochodzi z badafi prowadzonych na makrofagach i neutrofilach, choé ich
ekspresja jest wykazywana na wielu typach komorek uktadu immunologicznego. Badania
dotyczace tych receptoréw na komérkach tucznych sa stosunkowo nieliczne i wiekszosci byty
prowadzone na liniach komérkowych. Jeszcze mniej wiemy o potencjalnym udziale
naturalnych peptydéw przeciwdrobnoustrojowych takich jak katelicydyny i defensyny w
modulacji zdolno$ci mastocytéw do rozpoznania i funkcjonowania dojrzatych mastocytow.
Zainspirowana tak niewielkim stanem wiedzy na ten temat Autorka przedstawita hipotezg, ze
peptydy przeciwdrobnoustrojowe: katelicydyna LL-37 i defensyna hBD-2, wplywajg na
fenotyp i funkcje dojrzatych mastocytéw, co moze zwiekszaé wlasciwosci
przeciwdrobnoustojowe tych komorek. Obecna rozprawa miala na celu weryfikacje tej
hipotezy.

Praca jest przygotowana w nietypowym uktadzie, na ktéry sktada si¢ krotkie
wprowadzenie, okreslenie celu pracy, metodyki badan, oméwienie wynikéw, wnioski,
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, pismiennictwo, i wykaz publikacji wchodzacych
w sktad rozprawy. Zalaczone sa réwniez kopie 5 prac, w tym 3 prac oryginalnych oraz 2 prac
pogladowych. Prace te byly opublikowane w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym
wyréznionych wspétczynnikiem oddziatywania (Impact Factor , IF), ktéry sumarycznie
wynosi IF=11,876. We wszystkich publikacjach doktorantka jest pierwszym autorem.

We wprowadzeniu Autorka pokrétce przedstawita istotng role, jaka odgrywajg
peptydy przeciwdrobnoustrojowe: katelicydyny i defensyny w obronie przeciwko bakteriom,



wirusom oraz grzybom. Oprocz bezposredniego dziatania niszczacego te drobnoustroje, i
hamujacego synteze ich DNA, RNA, biatek i sktadnikéw $ciany komorkowej, peptydy te
wplywaja na komoérki uktadu immunologicznego stuzac jako chemoatraktanty oraz poprzez
indukcje syntezy i wydzielania wielu mediatoréw zapalenia oraz czynnikéw o wlasciwosciach
immunoregulacyjnych.

W kolejnej czesci, Autorka oméwita komorki tuczne, zaznaczajac ich rolg w
utrzymaniu homeostazy organizmu, ale takze udziat w procesach patologicznych. Nastgpnie
wskazala, ze coraz wiecej danych wskazuje, ze komorki te obecne w duzych ilo$ciach w
skérze, pod nablonkiem wy$cielajacym drogi oddechowe, przewdd pokarmowy i drogi
moczowo-plciowe, w tkankach w sasiedztwie naczyn krwiono$nych i limfatycznych, majg
ulatwiony dostep do patogenéw wnikajacych do organizmu. Co wiecej, komorki te posiadajg
zdolnosci do syntezy mediatoréw zapalenia, z ktorych cz¢s¢ jest magazynowana w
ziarnistodciach, gotowa do wydzielania w bardzo krétkim czasie po aktywacji.

Nastepnie, Autorka oméwila mechanizmy umozliwiajgce szybkie i specyficzne
rozpoznanie drobnoustrojow przez wyspecjalizowane receptory rozpoznajace WZorce
molekularne patogenéw (PAMP, patogen associated molecular patterns) lub czasteczki
uwalniane z uszkodzonych lub zagrozonych komoérek gospodarza (DAMP, damage associated
molecular patterns). Poznano kilka typéw tych receptorow w tym rodziny TLR (Toll like
receptors), CLR (C-type lectin receptors), NLR (nucleotide-binding oligomerization domain-
like receptors), RLR (retinoic acid-inducible gene-I-like receptors). Chociaz ekspresja tych
receptoréw na wielu subpopulacjach leukocytow jest stosunkowo dobrze poznana, ich
ekspresja przez komorki tuczne nie jest dobrze udokumentowana, i dotyczy przede wszystkim
linii komérkowych lub komérkach niedojrzatych.

To krétkie wprowadzenie, jest bardzo profesjonalnie rozszerzone w dwoch
zataczonych pracach pogladowych: ,Katelicydyny i defensyny w regulacji aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej komérek tucznych” opublikowanej w czasopismie Postepy Higieny
i Medycyny Doswiadczalnej, oraz ,,An overview of mast cel patterns recognition receptors”
opublikowanej w prestizowym czasopismie Inflammation Research”

Wszystkie trzy czesci stanowia znakomite wprowadzenie do przedstawienia celu
badania, ktorym byto ustalenie czy:

- katelicydyna LL-37 i defensyna hBD-2 regulujg ekspresj¢ blonowych i
wewnatrzkomérkowych czasteczek czasteczek receptoréw rozpoznajacych wzorce
molekularne z grupy TLR, NLR i RLR.

- katelicydyna LL-37 i defensyna hBD-2 aktywuja mastocyty do odpowiedzi prozapalnej i
migracji.

W nastepnej czesci Metodyce badari Autorka opisata uzyskanie materiatu do badan,
ktérym byly natywne, w pelni dojrzate komérki tuczne izolowane z zawiesiny komorek jamy
otrzewnowej szczuréw rasy Wistar poprzez wirowanie w gradiencie gestosci Percollu. Do
stymulacji mastocytéw uzywano komercyjne dostgpne peptydy przeciwdrobnoustrojowe —
katelicydyne LL-37 i defensyng hBD-2. Na przeprowadzenie doswiadczen z wykorzystaniem
szczuréw uzyskano zgode Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczeni na Zwierzetach
w Lodzi.

W komorkach tych oceniano:
1. konstytutywna oraz indukowana peptydami LL-37 i hBD-2 ekspresj¢ receptorow TLR
(TLR2, TLR3, TLR4, TLRS, TLR7, TLRY), receptoréw NLR (NOD1, NOD2), oraz RLR
(RIG-1) z wykorzystaniem techniki qRT-PCR,
2. konstytutywna oraz indukowana peptydami LL-37 i hBD-2 ekspresj¢ biatka czasteczek



TLR2, TLR3, TLR4, TLRS, TLR7, TLR9, NOD1, NOD2, RIG-1 z wykorzystaniem technik
Western blot, cytometrii przeptywowej oraz mikroskopii konfokalne;j,

3. syntezg 1 uwalnianie leukotrienéw cysteinylowych (cysLT) oraz chemokin CCL2 i CCL3
pod wptywem peptydéw LL-37 i hBD-2 metoda immunoenzymatyczng ELISA,

4. degranulacje i uwalnianie histaminy pod wptywem peptydéw LL-37 i hBD-2 metoda
spektrofluorymetryczna,

5. wytwarzanie reaktywnych form tlenu (ROS) pod wptywem peptydéw LL-37 i hBD-2
metodg mikroskopii konfokalne;,

6. migracj¢ badanych komoérek indukowang peptydami LL-37 i BD-2 z wykorzystaniem
komory Boydena.

Analizg statystyczng przeprowadzano z uzyciem odpowiednich testéw. Szczegbdtowe
opisy zastosowanych metod oraz testéw statystycznych zostaly przedstawione w
opublikowanych artykutach oryginalnych.

W kolejnej czgsci Autorka przedstawita oméwienie wynikow, sposréd ktorych za
najwazniejsze uwazam, wykazanie, ze dojrzate komorki tuczne szczura:

- wykazuja konstytutywng ekspresje transkryptéw TLR2, TLR3, TLR4, TLRS , TLR7,
TLRO,

- wykazuja konstytutywna ekspresje biatka TLR2, TLR4, TLR5 na powierzchni, a
TLR3, TLR7, TLR9 wewnatrzkomérkowo,

- wykazujg ekspresj¢ TLR2, TLR4, TLR5 w blonie komérkowej, a TLR3, TLR7 i
TLR9Y wewnarzkomorkowo, chociaz czgéé TLR2 i TLR5 wystepuje tez w obszarze
okotojgdrowym,

- wykazuja ekspresj¢ NOD1, NOD2 i RIG-1 zaréwno na poziomie mRNA jak i biatka
wewnatrzkomérkowo,

- pod wplywem stymulacji peptydem LL-37 zwickszaja powierzchniows ekspresje
TLR2iTLR4 i TLRY, oraz wewngtrzkomérkowa TLRS, TLR7 i TLROY,

- pod wptywem stymulacji LL-37 i hBD-2 zwiekszaja wewngtrzkomérkowa ekspresje
receptorow NOD1, NOD2 i RIG-1. Dodatkowo, nast¢puje translokacja receptora
NOD2 z okolicy retikulum endoplazmatycznego pod blone komoérkowa,

- pod wptywem stymulacji LL-37 i hBD2 syntezuja i wydzielajg chemokiny CCL2 i
CCL3,

- pod wplywem hBD2, lecz nie LL-37, syntezuja i wydzielaja
leukotrienycysteinylowe (CysLT,

- pod wptywem LL-37 i hBD2 ulegajg degranulacji i uwalniaja histamine,

- pod wptywem LL-37 i hBD generujg reaktywne formy tlenu,

- pod wptywem LL-37 i hBD2 zwiekszajg migracje.

W kolejnej czesci, Autorka przedstawia wnioski, ktore dobrze odzwierciedlajg
otrzymane wyniki. W szczegdlnosci Autorka podkresla konstytutywna obecnosé receptoréw
TLR (TLR2, TLR3, TLR4, TLRS, TLR-7 TLR9), NLR (NOD1, NOD2) oraz RLT RIG-1) w
dojrzatych natywnych komérkach tucznych, ktérych ekspresja zwigksza si¢ w przypadku
wigkszosci receptorow pod wptywem stymulacji peptydami LL-37 i hBD2. Takie Zmiany
mogg powodowa¢ potegowanie zdolnosci tych komérek do rozpoznawania i wigzania
czasteczek PAMP oraz DAMP. Co wigcej, peptydy te stymuluja aktywacje komorek
tucznych do produkcji i wydzielania mediatoréw zapalnych w tym ROS, a takze indukujg ich
migracje.



Wyniki te upowazniajg Autorke do sformulowania wniosku koricowego, ze
katelicydyna i defensyna hBD2 w rézny spos6b wzmacniajg przeciwdrobnoustrojowg
aktywno$¢ mastocytéw i amplifikujg ich udziat w mechanizmach skierowanych przeciwko
patogenom.

Po zapoznaniu si¢ z opublikowanym pracami Autorki, recenzent w pelni si¢ zgadza z
tymi wnioskami.

Przedstawione w opublikowanych pracach dyskusje sa napisane profesjonalnie.
Autorka szczegétowo omawia otrzymane wyniki z danymi literaturowymi, w wigkszosci
dotyczacymi linii komérkowych. Autorka wykazuje sie duzg znajomoscig literatury i
zdolnoscia do przedstawiania swojego zdania w oparciu o uzyskane wyniki.

Calo$¢ rozprawy, jako cyklu prac, oceniam wysoko. Praca rozszerza nasza wiedzg na
temat mozliwosci modulujacego wptywu katelicydyny i defensyny na komorki tuczne a
otrzymane wyniki maja charakter nowatorski. Warto podkresli¢, ze prace zawarte w
przedstawionym cyklu prac byly juz recenzowane przez przynajmniej dwoch recenzentow z
roznych czasopism. Potencjalne uwagi dotyczace wyboru do$wiadczen i ich wykonania, jezeli
jakie$ byty, zostaly uwzglednione przed ich publikacjami.

Biorac pod uwage powyzsze, mam przyjemnosé stwierdzi¢, ze praca odpowiada
warunkom stawianym pracom doktorskim okre§lonym w art. 13.ust 1 Ustawy z dnia
114.03.2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach naukowych i tytule
naukowym w zakresie sztuki, i dlatego przedstawiam Pani Dziekan i Wysokiej Radzie
Wydzialu Nauk o Zdrowiu Uniwersytetu Medycznego w Lodzi wniosek o dopuszczenie
magister Justyny Agier do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Roéwnoczesnie, ze wzgledu na nowatorski charakter otrzymanych wynikéw badan oraz
opublikowanie wynikéw prac w czasopismach o zasiegu migdzynarodowym wyrdznionych
wspbtczynnikiem oddzialywania IF, zgltaszam wniosek o jej wyréznienie.
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