Warszawa 10.01.2022

Prof. dr hab. med. Urszula Demkow
Zaktad Diagnostyki Laboratoryjnej i Immunologii Klinicznej Wieku Rozwojowego

Warszawski Uniwersytet Medyczny

Recenzja pracy doktorskiej

Mgr Iwony Cichon pt: “Immunometabolizm tworzenia neutrofilowych sieci

zewnatrzkomorkowych (NET)”,

Neutrofile stanowia pierwszg linie obrony organizmu przed patogenami dziatajac
poprzez proces fagocytozy, degranulacji ziarnisto$ci oraz generacji wolnych rodnikéw
tlenowych i azotowych. W ostatnich latach opisano nowy mechanizm obronny granulocytow,
zalezny od tworzenia zewnatrzkomérkowych sieciopodobnych struktur zlozonych ze
zdekondensowanej chromatyny jadrowej oraz enzymow, nazwany neutrophil extracellular
traps (NETs). NETs jest kluczowym elementem odpornosci nieswoistej, ale takze Zrodlem
antygenow i czynnikéw prozapalnych, dlatego nieprawidtowosci w tworzeniu lub degradacji
tej struktury sg powigzane ze wzrostem podatnosci organizmu na zakazenia i choroby zapalne.
Nie do konca poznane sg jednakze mechanizmy molekularne tworzenia NETs oraz zaleznosci
pomiedzy tym zjawiskiem a procesami metabolicznymi i otyloscig. Wybor tematu pracy ma
wiec istotne znaczenie zar6wno poznawcze jak i praktyczne.

Przedstawiona praca opiera si¢ zestawieniu 4 prac opublikowanych w renomowanych
czasopismach naukowych o tgcznym IF 20,084. We wszystkich publikacjach doktorantka jest
pierwszym autorem a jej udzial w publikacjach wynosi 40 — 60%.

Zasadniczym celem przeprowadzonych badan byla weryfikacja hipotezy badawczej
zakladajacej, ze procesy metaboliczne i otylos¢ majg wplyw na tworzenie 1 wyrzut NET
zarowno ex vivo jak 1 in vivo.

We wstepie Doktorantka przedstawita informacje dotyczgce rozwoju, budowy i funkcji
granulocytow ze szczegélnym uwzglednieniem roznic pomigdzy neutrofilami mysimi a
ludzkimi. Autorka przedstawita budowe i funkcje sieci neutrofilowych oraz genezg¢ ich
powstawania, z uwzglednieniem poznanych elementow mechanizmu molekularnego. W

koncowej czgsci wstgpu przedstawiona zostala rola neutrofilow oraz NETs w chorobach



zapalnych i metabolicznych oraz w zaburzeniach krzepniecia. Szczegétowo oméwione zostaty
réwniez procesy metaboliczne (w tym proces glikolizy, szlaku pentozofosforanowego, cyklu
Krebsa, przemian lipidowych oraz fosforylacji oksydacyjnej) w powiazaniu z coraz
powszechniejszymi chorobami cywilizacyjnymi takimi jak otylo§¢ 1 stan ukladu
odpornosciowego. We wstepie przestawiony zostat réwniez zwierzecy model badawczy, w tym
metoda wywolywania endotoksemii i posocznicy u myszy. Pozostale techniki laboratoryjne
stosowane w pracy, metody izolacji granulocytéw krwi obwodowej, skory oraz szpiku kostnego
myszy, przebieg procesu stymulacji komorek ludzkich i mysich oraz wizualizacji sieci, metody
fluorymetryczne, cytometryczne, western blot i ocena wybuchu tlenowego zostaly

przedstawione w poszczegdlnych publikacjach.

Wstep dobrze uzasadnial genezg pracy doktorskiej. Praca doktorska jest czescig szeroko
zakrojonych badan sieci granulocytarnych prowadzonych przez zespot Zakltadu, z ktdérego

pochodzi Doktorantka.

Publikacja nr 1 “Imaging of Neutrophils and neutrophil Extracellular Traps (NETs) with
Intravital (In Vivo) Microscopy.” Methods Mol. Biol. Neutrophils: methods and protocols.

Publikacja nr 1 stanowi wprowadzenie do calego cyklu prac, przedstawiajac
nowatorskg, oryginalng metod¢ badawczg, ktérg postugiwano sie podczas wszystkich
eksperymentdw prowadzonych w ramach pracy doktorskiej. W publikacji opisano metode
przyzyciowego obrazowania sieci za pomocg mikroskopii. Przedstawiono réwniez techniki
mikrochirurgiczne przygotowujace mysz do obrazowania — kaniulacje zyly szyjnej,
przygotowanie watroby, metodyke wizualizacji neutrofili i wyrzucanych sieci w sinusoidach
watroby oraz otaczajgcych struktur. Autorska technika umozliwiajgca $ledzenie w czasie
rzeczywistym dynamicznego procesu sieciowania jest niezwykle wartosciowa metoda
pozwalajgcg ocenic przebieg przyzyciowego tworzenia sieci oraz kolokalizacje NETs z innymi
skladowymi jak MPO czy NE. Metoda ta zdecydowanie przewyzsza techniki bazujace na
ocenie statycznego, utrwalonego obrazu mikroskopowego. Technika przyzyciowego
obrazowania NETs w zatokach watroby stanowi istotny postep w badaniach nad tg struktura.
Umozliwia dynamiczne obserwacje w czasie i eliminuje artefakty powstajace w trakcie badan

in vifro. Opracowanie tej metody jest wybitnym osiggnigciem Doktorantki.

Publikacja Nr 2 “Obesity paradox in sepsis’: obesity is accompanied by diminished formation

of neutrophil extracellular traps (NETSs) due to restricted neutrophil-platelet interaction.” Cells.



W publikacji zobrazowano i przeanalizowano tworzenie NETs w zatokach myszy
szczuplych oraz z otyloscig (uwarunkowang genetycznie lub zwigzang z dieta
wysokokaloryczng). Tworzenie sieci obserwowano w przebiegu endotoksemii lub posocznicy
bakteryjnej. Doktorantka uzywa terminu sepsa cho¢ poprawnym jezykowo terminem w jezyku
polskim jest posocznica. Nie jest to jednak istotne uchybienie, gdyz termin ,,sepsa” jest obecnie
szeroko stosowany zamiennie. Pordwnanie tworzenia sieci w przebiegu posocznicy u zwierzat
szczuplych i otylych jest oryginalnym aspektem pracy. Z drugiej jednak strony ,.paradoks
otylosci” czyli obserwacja niektorych autordéw, ze $miertelno$é u 0séb otylych w przebiegu
posocznicy jest nizsza niz 0sob z prawidlowg masg ciata, zostata w istotny sposéb podwazona
w pandemii Covid-19. Posocznica w przebiegu tej choroby jest obarczona zdecydowanie
wyzszg smiertelnoscig u 0sob otylych niz w przypadku osoéb z prawidlowym BMI. Zatem
“wieloosrodkowe badania” na wielomilionowej grupie chorych zdecydowanie podwazyly
hipotezg paradoksu otylosci. Paradoks otytosci moze by¢ artefaktem zwigzanym z metodologig
badan naukowych a nie szeroko potwierdzonym zjawiskiem.

Wazna obserwacja Doktorantki byt fakt, ze myszy otyle bardzo stabo tworzg sieci,
niezaleznie od podloza otylosci. Dodatkowo kinetyka tworzenia sieci zalezata od BMI - proces
sieciowania u myszy otylych przebiegal zdecydowanie wolniej niz u szczuptych. Stabsze
tworzenie sieci u myszy otytych nie wynikalo ze stabszej infiltracji docelowych narzgdéw przez
neutrofile. Eksperymenty in vitro wykazaty takze, ze neutrofile myszy otylych sa zdolne do
prawidlowego wyrzutu sieci, a stabsze tworzenie NETs in vivo wynika ze zmian w
mikrosrodowisku. Kolejno Doktorantka stwierdzila, ze stezenie NE u myszy otylych jest
podwyzszone, co nie bytlo powigzane z sieciowaniem i wynikato raczej z zaburzen zwigzanych
z obecnoscig nadmiernej ilosci tkanki tluszczowej w organizmie. Powigzanie pomi¢dzy NE a
otyloscig by¢ moze wynika z niedoboru jej inhibitora - alfa-1AT u zwierza otytych. Natomiast
wzrost NE u myszy szczuplych wigzal si¢ bezposrednio z tworzeniem sieci co doktorantka
potwierdzita w toku eksperymentu z inhibitorem NETs - CL-amidyna.

Stwierdzajac niedostateczne tworzenie sieci u myszy otylych Doktorantka poszukiwata
mechanizmu tego zjawiska. Skoro udowodniono, ze nie jest to defekt komoérek a raczej
mikrosrodowisko, Doktorantka probowala powigza¢ defekt tworzenia sieci z odpowiedzia
neutrofilow na egzogenng leptyng u zwierzat otylych, u ktérych poziom leptyny byt pierwotnie
podwyzszony, w porownaniu do zwierzgt z prawidtowa masg ciata. Leptyna podana egzogennie
nasilata wyrzut sieci ale tylko u myszy szczuptych. Jednak zniesienie dziatania endogenne;j
leptyny nie wplywalo na wyrzut sieci w zadnej z badanych grup. Przeprowadzane obserwacje

sugerujg wystgpowanie leptynoopornosei u zwierzat otytych. Mechanizm wigzacy leptyne z



procesem formowania sieci nie zostal wyjasniony i bedzie z pewnoscig przedmiotem dalszych
dociekan naukowych.

Kolejno badano wptyw osi IL-33 oraz CXC2 na wybrane funkcje neutrofilow. 1133 jest
cytoking odpowiadajgca za rekrutacje neutrofilow poprzez regulacje ekspresji receptora
chemokinowego CXCR2. Blokada osi prowadzita do zablokowania wyrzutu sieci w warunkach
fizjologicznych. Jednakze blokada CXCR2 nie zapobiegata akumulacji neutrofiléw u myszy
otylych co pozwolilo doktorantce sformulowaé¢ wniosek, ze przyczynag niewrazliwosci moze
by¢ moze desensytyzacja receptora. Doktorantka stusznie sugeruje jednak, ze blokada CXCR2
nie jest odpowiedzialna za spadek formacji sieci u otytych. Autorka sugeruje bardziej ztozony
mechanizm zalezny takze od produkcji innych chemokin (CXCLS5) i ich wigzania zaréwno z
CXCRI jak i CXCR2.

Bardzo ciekawg obserwacjg byto ostabienie interakeji pomig¢dzy ptytkami krwi myszy
otytych a neutrofilami co bylo kolejng przyczyng uposledzenia wyrzutu sie¢ u myszy otytych.
Zjawisko to bylo czesciowo odwracalne przez transfer ptytek myszy szczuptych do otytych. Za
uposledzong interakcje pomiedzy neutrofilami a plytkami odpowiadata nadekspresja P-
selektyny u myszy otytych. Po zastosowaniu blokady tej selektyny ptytki myszy otylych podane
myszom szczuptym indukowaly wigkszy wyrzut sieci. Tropigc patologie zwigzane z otyloscia
doktorantka zauwaza, ze watroby u otylych myszy prezentujg zmiany patologiczne niezaleznie
od obecnosci zakazenia. Co ciekawe posocznicza nie poglebiata obserwowanych uszkodzen
tego narzadu. W watrobie otylych zwierzat w przebiegu posocznicy obserwowano znaczaco
wiece] agregatow plytek niz u myszy szczuptych. Zmniejszong produkeje sieci w przebiegu
posocznicy u otylych zwierzgt Doktorantka tlumaczy ostabieniem interakcji pomigdzy
plytkami krwi a neutrofilami. Doskonale wykonana ikonografia ufatwia zrozumienie
opisanych zjawisk i podkresla brak wewnetrznego defektu neutrofili u myszy otytych.
Konkluzjg z przeprowadzonych eksperymentow jest sugestia, ze w przebiegu posocznicy
nadmiernie aktywowane plytki ulegaja intensywnej agregacji i zostajg uwiezione w zakrzepach,
co uniemozliwia ich prawidlowa interakcj¢ z neutrofilami i ostabia wyrzut sieci. Transfer
plytek od myszy szczuptych do otylych, w wyniku ktorego uzyskano wzrost wyrzutu sieci u
otylych, potwierdza istnienie dysfunkcji plytek u myszy otylych. Eksperyment z
zastosowaniem przeciwcial neutralizujgcych dziatanie P selektyny na powierzchni plytek u
zwierzat otylych i transfer tak zmienionych plytek do myszy szczuplych zwickszyl wyrzut sieci
co potwierdza hipotez¢ o wplywie nadmiernej agregacji na ostabienie interakcji ptytek z
neutrofilami. Niezwykle interesujgca jest postawiona na koncu hipoteza, ze nadmierna
agregacja plytek u otylych jest czynnikiem pogarszajacym rokowanie w przebiegu ciezkich

zakazen.



Publikacja nr 3 “Metabolic pathways involved in formation of spontaneous and LPS — induced
neutrophil extracellular traps ( NETs) differ in obesity and systemic inflammation.” Int. J. Mol.
Sci.

W niniejszej publikacji ocenie poddano metabolizm neutrofili myszy szczuplych i
otylych. Metabolizm oceniono po jednogodzinnej i szesciogodzinnej inkubacji komérek ex vivo
z LPSem. Wykorzystujac system Seahorse, wykazano ze glikoliza jest bardziej nasilona u
myszy szczuptych niz otylych. U myszy septycznych spontaniczny wyrzut sieci byt wyzszy u
myszy z prawidtowg masa ciata niz u otytych. Wyrzut sieci stymulowanych godzinna inkubacja
z LPS byl réwniez wyzszy myszy szczuplych, zarowno w warunkach podstawowych jak i w
posocznicy. Po 6 h inkubacji z LPS myszy szczuple w warunkach podstawowych wyrzucaty
mniej sieci niz otyte natomiast w przebiegu posocznicy zaréwno myszy szczuple jak i otyle
produkowaly poréwnywalne ilosci NETs. Sytuacja ulega zmianie u myszy poddanych 24
godzinnej endotoksemii. Spontaniczny wyrzut NETs myszy otylych w przebiegu endotoksemii
znaczgco wzrastal w porownaniu do myszy otytych w warunkach podstawowych, natomiast po
stymulacji ,,zm¢czone” neutrofile niezdolne do dorzutu sieci po dodatkowej krotkiej stymulacji,
odzyskuja zdolnosci sieciowania po przedtuzonej stymulacji LPSem. Zrozumienie i
przesledzenie calosci ztozonych ukladow do$wiadczalnych i otrzymanych wynikéw utatwia
bardzo przejrzysty rysunek.

Waznym szlakiem metabolicznym w procesie tworzenia NETS, szczegdlnie u myszy z
prawidlowym BMI, jest glikoliza i cykl pentozofosforanowy. Sieciowanie jest uposledzone
przy braku podazy glukozy i blokadzie jej receptora GLUT1. Co ciekawe, po stymulacji LPSem
blokada receptora dla glukozy nie powodowala ostabienia wyrzutu sieci. Doktorantka stusznie
wnioskuje, ze w endotoksemii spadek metabolizmu weglowodanéw moze zostaé
skompensowany przez metabolizm wolnych kwasow thuszczowych i energia jest pozyskiwana
w innych Zrédel. Oryginalng obserwacjg Doktorantki jest fakt, ze zablokowanie syntazy ATP
nasila wyrzut NETs co jest tlhumaczone metaboliczng kompensacjg mozliwg przy braku
wewnetrznego defektu neutrofilow u zwierzat otylych.

Podsumowujac publikacja przedstawia bardzo ztozone zaleznosci pomiedzy sciezkami
metabolicznymi, produkcja energii a tworzeniem sieci za rowno u zwierzat z prawidtowg masa
ciala jak i otytych, zarbwno w warunkach zdrowia jak i przy poteznej stymulacji uktadu
odporno$ciowego jakg jest endotoksemia i posocznica. Komorki poddane ekstremalnym
bodZcom zachowuja si¢ w zréznicowany sposéb co lezy u podloza zlozonej odpowiedzi
zapalnej prowadzacej badz do zwalczenia zagrozenia badz do $mierci organizmu.

Przeprowadzone eksperymenty maja ogromne znaczenie dla poznania tych niezwykle istotnych



zagadnien i odpowiedzi na pytania powstajace w gtowach klinicystow i naukowcow na catym

swiecie w zwigzku z pandemig.

Publikacja nr 4 “Reduced neutrophil extracellular trap (NET) formation during systemic
inflammation in mice with Menkes disease and Wilson disease: copper requirements for NET
release.” Front Immunol.

W pracy wykazano, ze zaréwno myszy z niedoborem jak i nadmiarem miedzi w
organizmie produkujg mniej sieci w poréwnaniu do myszy dzikich. W przeprowadzonych
eksperymentach oceniono ekspresje biatek transportujgcych miedz na neutrofilach szpiku
kostnego myszy. Obserwowano rownie ze niedoborowi miedzi towarzyszy mniejsza infiltracja
zatok watroby neutrofilami, natomiast w przetadowaniu tym pierwiastkiem naciek neutrofilow
Jest intensywny a neutrofile sg pochtaniane przez makrofagi watrobowe. Wyniki pracy wpisuja
si¢ w powszechnie uznany poglad, ze mikro$rodowisko i mikroelementy sg istotne w procesie
tworzenia sieci. Warto zauwazy¢ jednak, ze zaburzenia przemiany miedzi w obu tych modelach
pociagajg za sobg bardzo glgbokie zaburzenia funkcjonowania wielu narzadow i tkanek. Zatem
zaburzenia tworzenia sieci przez granulocyty moga wynika¢ nie tylko bezposrednio z
niedoboru/nadmiaru miedzi ale posrednio by¢ wypadkowsg glebokich defektow dziatania wielu
ukladow, z ktorymi uklad immunologiczny jest powigzany. Dla wickszej wyrazistosci
wyciaganych wnioskow warto prowadzone eksperymenty powtorzyé u zdrowych myszy

pozostajgcej na diecie z wysokg zawartosci tego pierwiastka lub pozbawionej miedzi.

W zwigzlym rozdziale dyskusja Autorka ustosunkowata sie do otrzymanych wynikow
w  Swietle doniesien innych autoréw. Autorka podkresla zlozono$¢ mechanizmow

regulacyjnych i zaleznosci pomig¢dzy procesami metabolicznymi, otytoscig a wyrzutem sieci.

W dyskusji Doktorantka powotuje sie na inne prace swojego zespolu. Prace konczy
krotkie podsumowanie potgczone z wnioskami. Wyniki pracy sa niezwykle cenne i ciekawe,
jednakze ze wzgledu na ogromna liczbg powigzanych ze sobg obserwacji i zaleznosci warto by

bylo o ich syntetyczne zebranie w postaci tatwej do przestudiowania listy lub formie graficzne;.

Podsumowujac, przedstawiona mi do recenzji pracg doktorskg oceniam bardzo wysoko.
Zaprezentowana praca jest odpowiedzig na logiczny cigg zadawanych pytan dotyczacych
badanego zagadnienia oraz pytan pojawiajagcych si¢ stopniowo podczas realizacji
eksperymentow badawczych. Niewatpliwie praca stanowi oryginalny dorobek naukowy

Doktorantki i stanowi istotny wktad do nauki. Przedstawiona praca jest dowodem pracowitosci,



umiejetnosci planowania i realizowania badan naukowych. Swiadczy o zdolnosci do
samodzielnego rozwigzywania postawionych sobie celow badawczych, o umiejetnosci
krytycznej interpretacji wynikéw badan na tle wiasciwie wykorzystanego pismiennictwa
naukowego oraz logicznego wnioskowania. Przedstawiona do oceny rozprawa niewatpliwie
zachgca do kontynuowania badan dotyczgcych opisywanych probleméw. Do najbardziej
istotnych osiagnie¢ Doktorantki zaliczam wlasciwe powigzanie zagadnien do$wiadczalnych
bedacych przedmiotem pracy z szerszym kontekstem poznawczym i klinicznym, a w
szczegolnosel ze zlozonym obrazem procesoéw patofizjologicznych charakterystycznych dla
odpowiedzi nieswoistej i cigzkich zakazen. Warte podkreslenia jest roéwniez nowatorstwo i
oryginalno$¢ pracy, gdyz badania dotyczace powyzszych zagadnien sa bardzo nieliczne.
Wyniki pracy warte s3 szerokiego rozpowszechnienia w $rodowisku naukowym.
Przedstawiona do oceny praca doktorska niewatpliwie zacheca do stawiania dalszych pytan

dotyczacych opisywanego zagadnienia.

W oparciu o przedstawiong analizg stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska Mgr Iwony Cichon pt: “Immunometabolizm tworzenia neutrofilowych sieci
zewnatrzkomorkowych (NET)” spelnia kryteria uprawniajgce do nadania stopnia doktora w
obszarze nauk biologicznych. Tym samym zwracam sie do Rady Dyscypliny Nauk
biologicznych Uniwersytetu Jagielloniskiego z wnioskiem o dopuszczenie mgr Iwony Cichoni
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. W mojej opinii praca pozwolila na istotne
poglebienie istniejacej wiedzy o genezie tworzenia sieci i jej powigzaniu ze zjawiskami

fizjologicznymi i patologicznymi, dlatego zwracam si¢ takze z wnioskiem o wyrdznienie pracy.
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