Y CZINy
0 4

Zaklad Immunologii

E ’% Department of Immunology
Uniwersytet Medyczny w Bialymstoku ;,; -;é Medical University of Bialystok
15-269 Bialystok, ul. J. Waszyngtona 154 %, S 15-269 Bialystok, ul. J. Waszyngtona 154, Poland
tel. 85 7450-588. -547 Y tel. 85 7450-588. -547

Biatystok, 2022-09-01

Recenzja pracy doktorskiej mgr Michala Santockiego
na temat
»Fizjologiczne mechanizmy usuwania zewnatrzkomorkowych sieci neutrofilowych

(NET) przez leukocyty myszy w przebiegu ogélnoustrojowego zapalenia”

Dzigki odkrytym na poczatku tego stulecia zdolnosciom neutrofilow do generowania
zewngtrzkomorkowych sieci (NETs) nastapit przelom w pogladach na temat biologii tych
komorek. Zjawisko to wystepuje w warunkach fizjologii i pelni istotne funkcje obronne
zwigzane z eliminacjg czynnik6w patogennych. Wiele doniesien w ostatnich latach wskazuje
takze na niekorzystng role tych struktur. Wykazano bowiem, ze z r6zng intensywnoscia
wystepujg one w przebiegu proceséw zapalnych, autoimmunizacyjnych czy nowotworowych,
uczestniczgc w ich patomechanizmie. Spowodowalo to szerokie zainteresowanie tymi
zagadnieniami wielu oérodkéw badawczych na $wiecie, w tym takze zespolu Pani Prof.
Elzbiety Kotaczkowskiej, kierownika Pracowni Hematologii Eksperymentalnej Instytutu
Zoologii i Badan Biomedycznych Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie.

Bioragc pod uwage nastepstwa wynikajace z dlugotrwalej obecnosci NETSs
w organizmie, mgr Michat Santocki podjal temat dotyczacy eliminacji tych struktur
w badaniach eksperymentalnych na myszach w przebiegu ogdlnoustrojowego zapalenia
wywotanego podaniem lipopolisacharydu (LPS).

W obszernym, bardzo interesujgcym i pigknie zilustrowanym wstgpie Doktorant
dokonal krytycznej analizy dotychczasowych wynikow badan na temat przyczyn formowania
sieci NETs, ich funkcji oraz mechanizméw odpowiedzialnych za usuwanie tych struktur.
Na podkreslenie zastuguje wnikliwy i1 jednoczesnie czytelny schemat, opracowany przez
Autora, w ktorym przedstawil dotychczasowe odkrycia zwigzane z usuwaniem NETs. Wazne
tez jest, z punktu widzenia tematu pracy, omowienie receptoréw i wewnatrzkomorkowych
szlakow sygnalizacyjnych zaangazowanych w rozpoznawanie sieci.

Wigkszos¢ dotychczasowych badan nad sieciami NETs, jak podkresla Doktorant,
prowadzono w warunkach ex vivo, co nie pozwala w pelni oceni¢ zjawisk zwigzanych z ich

biologia.



W zwigzku z powyzszym, Doktorant postanowil zbadaé powstawanie i usuwanie
NETs w warunkach in vivo. W tym celu stworzyt wlasny, oryginalny model eksperymentalny
u myszy, dzigki czemu mogl Sledzi¢ zachowanie sieci bezposrednio w mikrosrodowisku
organizmu, co stanowi nowatorski charakter przeprowadzonych badan.

Na podstawie danych zawartych we wstepie Doktorant sformutowal oryginalng
hipoteze badawcza i przedstawil obszerng list¢ szczegdtowych celow do jej weryfikacji.

Podkresli¢é nalezy precyzyjnie opisang cze$¢ metodyczng, wzbogacong licznymi
schematami i znakomitej jakosci zdjgciami, co pozwala doktadnie przesledzi¢ poszczegdlne
etapy prowadzonych badan.

Na szczegblng uwage zastuguje fakt, ze Doktorant opracowal nowatorska metode
wizualizacji 1 pomiaru objetosci biatek NETs wewnatrz komérek w warunkach in vivo oraz
metode obrazowania technika mikroskopii in vivo w dwoch wymiarach — 2D. Ponadto, dzigki
zastosowaniu mikroskopu konfokalnego mogt dokonaé obrazowania nawet w trzech
wymiarach — 3D. Dzigki wykorzystaniu oprogramowania do wieloparametrowe] analizy
obrazu i opcji pdlprzezroczystosci (IMARIS) byt w stanie dokladnie zlokalizowaé badane
biatka NETs — elastaze neutrofilowa (NE) oraz histony H2A.X.

Przedstawienie, zwlaszcza w formie graficznej oraz opis uzyskanych przez Doktoranta
wynikéw zastuguja na wyrdznienie, obejmuja bowiem jednoczesnie ich analize
1 interpretacj¢, co pozwolilo nadawaé kierunek kolejnym etapom badan, ktore byty
konsekwentnie realizowane.

Bardzo interesujace wyniki uzyskal Doktorant badajac kinetyke formowania
1 usuwania sieci NETSs oraz liczby neutrofilow stosujac technike mikroskopii przyzyciowe;.

Wickszos¢ dotychczasowych badan nad tworzeniem i eliminacja NETs byla
prowadzona w poczatkowych godzinach zapalenia, w czasie nie dluzszym niz 24 godziny.
Sklonito to Doktoranta do obserwacji kinetyki powstawania i eliminacji NETs w szerszym
przedziale czasowym, si¢gajacym 365 dni.

Prowadzac badania w 2 godzinie od wywotlania sepsy stwierdzil jednoczesny, istotny
wzrost poziomu ocenianych skladowych sieci: NE, histonéw H2A.X i neutrofilow
w sinusoidach watroby, a na ich powierzchni extDNA, ktore osiggaly najwyzsze wartosci w 8
godzinie, po czym nastepowalo ich obnizenie. Szczegdlnie istotng obserwacja bylo wykazanie
ponownego wzrostu poziomu wszystkich tych parametréw w 14 dobie od wywolania
zapalenia, a nastgpnie ich powolny, dtugotrwaty spadek osiagajacy wartosci obserwowane

u myszy kontrolnych w 365 dni od wywolania sepsy.



Odmienng dynamike zmian wykazal Doktorant w zakresie aktywnosci NE, stosujac
sonde fluorescencyjna podawang dozylnie, ktéra emituje sygnat jedynie w obecnosci
aktywnego enzymu. Interesujace jest, ze jej aktywno$¢ utrzymywata sie na wysokim
poziomie az do 160 dnia zapalenia, kiedy to osiggneta wartosci obserwowane u myszy
kontrolnych.

Badajac zachowanie si¢ cytokin zapalnych, podobng do elementéw sieci kinetyke
zmian Doktorant zaobserwowat tylko w przypadku IL-1B oraz liczby neutrofiléw. Pozostate
mediatory IL-6, TNF-o, MCP-1 oraz IL-10 osiggaly najwyzsze wartosci w 2 godzinie
od wywolania sepsy, a nastepnie ulegaly obnizeniu do poziomu grupy kontrolnej w réznym
czasie, od 6 do 24 godzin, a w przypadku IL-10 - w 10 dobie. Wyjatek stanowit IFN-y, ktory
nawyzszy poziom osiggnat w 6 godzinie i niski w 24 godzinie.

Wyniki uzyskane w 24 godzinie od wywotania sepsy wskazuja, ze czg¢$¢ bialek sieci
NETs uleglto fagocytozie i znajduje si¢ w makrofagach, a takze neutrofilach, czes$é
na zewnatrz komorek, a czgéé jest w trakcie pochtaniania. Potwierdzil, co zashuguje
na podkreslenie, specyficznos¢ zastosowanego barwienia i pochlaniania NE i histonow
H2A.X przez makrofagi i neutrofile przy uzyciu przeciwcial izotypowych i przeciwciat
blokujacych receptor FcR. Stworzenie specjalistycznej maski pozwolitlo wyodr¢bnié biatka
obecne w fagocytach i dokona¢ pomiaru ich objetosci przy uzyciu specjalnego modutu
Measurement PRO. Dzigki temu Doktorant wykazal, po raz pierwszy, ze czasteczkom
elastazy neutrofilowej (NE) towarzyszyly czasteczki histonow H2A.X. Wykazatl takze,
ze makrofagi w wigkszym stopniu niz neutrofile wykorzystujg proces immunofagocytozy
w eliminacji NETs.

Eksperyment z usunigciem makrofagdéw watroby w 48 godzinie od wywotania sepsy
prowadzit do Smierci zwierzat, spowodowanej wedtug Doktoranta i innych autor6w, obnizong
produkcjg anty-zapalnej IL-10, ktérej glownym Zrédlem sa makrofagi i monocyty.
Obserwowany efekt, moze by¢ nastepstwem braku IFN-y indukowanego przez IL-10, a jak
udowodniono, IFN-y silnie aktywuje monocyty i makrofagi w przebiegu sepsy.

Badajgc rozne grupy komorek, potencjalnie zdolnych do eliminacji sieci NETs,
Doktorant ocenil takze udzial eozynofilow w tym procesie. Uzyskane wyniki nie wykazaly
istotnej roli tych komérek w klirensie NETs, natomiast ich brak byt zwigzany
z przej$ciowymi zmianami w liczbie neutrofilow.

Podejmujac probe wyjasnienia mechanizmoéw odpowiedzialnych za usuwanie NETSs

w przebiegu sepsy, Doktorant zbadal zaangazowanie receptoréw rozpoznajacych wzorce



molekularne (PRRs) nalezacych do receptoréw Toll-podobnych (TLRs) oraz receptoréw
zmiataczy klasy A (SR-A), zjawiska fagocytozy i DNazy I, przy uzyciu odpowiednich
inhibitorow.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze blokada fagocytozy prowadzila do zmniejszenia
pochtaniania NE i H2A.X przez makrofagi i neutrofile. Podobnie, blokada receptoréw SR-A
i TLR4 przez specyficzne przeciwciala skutkowata obnizeniem objetosci pochtanianych NE
i H2A.X przez obie grupy komorek. Natomiast hamowanie DNazy I dawato w efekcie jedynie
zmniejszenie objetosci pochtanianych histonéw H2A.X przez makrofagi, co wskazuje na jej
ograniczong rol¢ w eliminacji NETs. W oparciu o t¢ obserwacje, Doktorant sugeruje
mozliwosé udziatu innych DNaz w tym procesie, np. DNazy y. Podobnie, ograniczona
funkcja w usuwaniu NETs wydaje si¢ dotyczyé receptora TLR2, ktérego blokada
powodowala tylko obnizenie obj¢tosci NE w makrofagach i neutrofilach.

Szczegoblnie istotng obserwacja dokonang w toku prowadzonych badan bylo wykrycie
ponownego formowania sieci NETs w 14 dniu od wywolania sepsy, identyfikowanego
w oparciu o silny sygnat z elementow NETs na powierzchni sinusoid. Sklonito to Doktoranta
do poznania punktu czasowego, w ktorym dochodzi do wzrostu poziomu sktadowych sieci.
Wykazal, ze punktem krytycznym byt przetom 13 i 14 dnia, w ktérym obserwowano wyzsze
poziomy NE, histonéw H2A X, extDNA, a takze wzrost liczby neutrofilow.

Badajac wydarzenia w mikrosrodowisku watroby, poprzedzajace nasilone formowanie
sieci w 14 dobie wykryt m.in. zwigkszong obecnos¢ i aktywno$é pytek krwi na powierzchni
sionusoid na przetomie 13 i 14 dnia. Stwierdzit takze wzrost liczby komérek Browicza-
Kupfera z markerem F4/80 i receptorem dla chemokiny CXX3CL1 (CX3CR1), ktéry obnizat
si¢ istotnie 14 dnia. Oznaczajgc stgzenie chemokiny CX3CL1 w osoczu oraz jej ekspresie,
a takze ekspresje czgsteczek adhezyjnych PECAM-1, ICAM-1 i VICAM-1 na powierzchni
sinusoid wykazat podobny do pozostatych parametrow, kierunek zmian.

Wazng role w kontroli zaréwno liczby komérek Browicza-Kupfera, jak i formowania
sieci NETs Doktorant przypisuje dziataniu chemokiny CX3CL1, ktérej blokada powodowala
obnizenie liczby tych komorek oraz prowadzita do hamowania tworzenia NETs. Wskazuje
rowniez na istotne znaczenie jednoczesnego dziatania proteazy ADAMTS13 i DNazy I
w regulacji NETs.

W oparciu o dokonane obserwacje, Doktorant podkresla istotne znaczenie wydhuzonej
obecnosci komponentéw NETs w watrobie, ktére moga wykazywaé dziatanie prozapalne,
a takze immunomodulujgce, prowadzace m.in. do aktywacji réznych proenzymow
w krazeniu, np. proteazy aktywujacej czynnik VII (FSAP). Udowadnia stymulujaca role
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FSAP w generowaniu sieci, na podstawie jej blokady, prowadzacej do zahamowania
formowania tych struktur w 14 dniu od wywotania sepsy.

Najbardziej interesujaca i cenng cze$cig rozprawy mgr Michala Santockiego jest
z pewnoscig dyskusja, w ktorej wnikliwie analizuje uzyskane wyniki wtasne w kontekscie
dotychczasowych osiagnigé w zakresie eliminacji sieci NETs. Autor nie uniknagl powtérzen,
ale z uwagi na szeroki zakres przeprowadzonych badan i bardzo wnikliwych analiz, wydaje
sie to uzasadnione.

Prace podsumowuje 7 wnioskéw, opartych na wiasnych obserwacjach Doktoranta.
Za najwazniejsze osiagnigcie uwazam odkrycia dotyczgce mechanizmow odpowiedzialnych
za ponowny wyrzut sieci NETs w 14 dobie od wywolania sepsy, przedstawione
we wniosku 7.

Mam uwage dotyczaca wniosku 2, jego druga czes¢ wydaje sie zbedna oraz wniosku
5, ktory uogodlnia rolg poszczegdlnych receptoréw rozpoznajacych NETs, chociaz jak wykazat
sam Doktorant, receptory TLRs wykazujg rézne zaangazowanie w tym procesie.

Pozwalam sobie zwrdcié tez uwage na sformutowanie ,,Fizjologiczne mechanizmy...”
w tytule rozprawy, ktéra dotyczy patologii - sepsy. Ponadto, forma skrétu nazwy sieci NETs
wydaje si¢ bardziej poprawna, niz NET,

Nieprawidlowe jest takze nazewnictwo testu t-Studenta, ktéry w pracy okreslany jest
jako test T-studenta. Poza tym, interpunkcja pozostawia wiele do zyczenia.

Te uwagi nie wplywajg jednak na moja ogélna opini¢ na temat rozprawy, ktérg
oceniam bardzo wysoko. Uwazam rozprawe mgr Michala Santockiego na temat
»Fizjologiczne mechanizmy usuwania zewngtrzkomoérkowych sieci neutrofilowych
(NET) przez leukocyty myszy w przebiegu ogélnoustrojowego zapalenia” za niezwykle
cenna, wnoszaca oryginalny wklad do wiedzy na temat powstawania i eliminacji sieci NETs
w przebiegu sepsy. Podkresli¢ nalezy szeroka wiedze Doktoranta w zakresie biologii sieci
NETs, znakomitg umiej¢tnos¢ planowania i realizacji badan z wykorzystaniem najbardziej
nowoczesnych technik badawczych.

Os$wiadczam, ze rozprawa doktorska mgr Michata Santockiego spelnia warunki
okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2003r. Nr 65, poz. 595; z 2005
r. Nr 164, poz. 1365, z 2010 r. Nr 96, poz. 620, Nr 182, poz. 1228, z 2011 r. Nr 84, poz. 455).

Z pelym przekonaniem sktadam do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne

Uniwersytetu Jagiellonskiego wniosek o dopuszczenie mgr Michala Santockiego



do dalszych etapow postgpowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk scistych
i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Biorac pod uwage wybitne osiagnigcia Doktoranta w zakresie badan
nad mechanizmami eliminacji sieci NETs w przebiegu sepsy wnioskuj¢ o wyréznienie
rozprawy, ktora ma nie tylko charakter poznawczy, ale stanowi punkt wyjscia do badan
u ludzi, ktére moga by¢ przydatne w opracowaniu nowych, potencjalnych metod terapii

ogdlnoustrojowego zapalenia.
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