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Prof. dr hab. Aleksandra Klimczak,
Samodzielne Laboratorium Biologii Komérek
Macierzystych i Nowotworowych

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Kamili Kwiecien

Temat rozprawy:
Regulacja ekspresji chemeryny

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Kamili Kwiecien wykonana zostala pod
kierunkiem Pani Prof. dr hab. Joanny Cichy oraz dr Mateusza Kwitniewskiego w Zaktadzie
Immunologii Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego w
Krakowie.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi zbior spdjnych tematycznie artykutow
naukowych w sklad, ktérej wchodzag dwie prace oryginalne, opublikowane w
miedzynarodowych recenzowanych czasopismach naukowych: Scientific Reports (2020 r.) i
Molecular Biology Reporis (2023 1) oraz jedna praca przegladowa opublikowana w
miedzynarodowym czasopismie Cytokine & grawth factors review (2019 r.), co stanowi o
wlasciwym poziomie przeprowadzonych badan, ocenionych réwniez przez niezaleznych
recenzentéw. Pani mgr Kamila Kwiecien jest pierwszym autorem wszystkich trzech prac, co
$wiadezy o tym, ze Doktorantka miala istotny wklad w wykonaniu przedstawionych prac
cksperymentalnych, opracowaniu wynikéw oraz ich przygotowaniu do publikacji. Wiodacy
wktad Doktorantki w powstaniu prac badawczych nie budzi watpliwosei, wkiad Doktorantki
zostat wskazany w 50% dla pracy opublikowanej w Scientific Reports oraz w 40% dla pracy
opublikowanej w Molecular Biology Reports. Wiodaca rola Doktorantki zostata potwierdzona
przez wspolautoréw publikacji. W przypadku wiceloautorskiej pracy przegladowej (10 autoroéw)
udziat Doktorantki szacowany jest na 12%.

Badania naukowe zostaly zrealizowane w ramach dwoéch grantéw Narodowego Centrum Nauki
tj. Sonata Bis 3 (nr UMO-2013/10/E/NZ6/00745), kierowanego przez dr M. Kwitniewskiego,
oraz Symfonia 2 (nr UMO-2014/12/W/NZ6/00454) kierowanego przez prof. dr. hab. J. Cichy.
Ponadto, wsparcie finansowe w realizacji badan niniejszej dysertacji, Doktorantka uzyskata w
Projekcie Badawczym dla Miodych Naukowedéw nr BMN2020-N19/MNS/000037, ktorego
byla kierownikiem, finansowanym w ramach dotacji celowanej MNiSW oraz budzetu WBBIB
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie.

Przedstawiona ponizej recenzja rozprawy doktorskiej przedstawia oceng wartosci
merytorycznej calego osiggnigcia naukowego oraz zgodnosci zatozen i tematu z wynikami
koficowymi, a nie stanowi oceny merytorycznej poszczegolnych prac skladajgcych si¢ na
dysertacje doktorska.
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Chemeryna nalezy do grupy adipocytokin, jest bialkiem syntetyzowanym przez frakcje biala
tkanki tluszczowej oraz watrobg, jednakze, jej obecnos$¢ zostata potwierdzona niemal we
wszystkich tkankach i komérkach organizmu. Ma dzialanie plejotropowe, w spos6b autokrynny
i parakrynny wywiera wplyw na dojrzewanie i réznicowanie adipocytéw, a co za tym idzie
sprzyja rozwojowi tkanki tluszczowej. Badania wskazujg, ze chemeryna ma wplyw na
funkcjonowanie uktadu odpornosciowego poprzez jej dzialanie chemotaktyczne w odniesieniu
do niedojrzatych komérek dendrytycznych, makrofagéw i limfocytéw NK co sprzyja indukeji
stanu zapalnego. Wzrost poziomu chemeryny we krwi obwodowej koreluje ze wzrostem
poziomu markeréw stanu zapalnego tj. TNF-a, IL-6, CRP. Podwyzszone st¢zenie chemeryny w
surowicy krwi zostalo udokumentowane w wielu chorobach o podlozu zapalnym w tym w
nieswoistych chorobach zapalnych jelit, w reumatoidalnym zapaleniu stawéw, w tuszczycy,
oraz w otylodci i zespole metabolicznym. Chemeryna wpltywa na metabolizm tluszezow i
weglowodanow a jej wysokie stgzenie jest negatywnym wyktadnikiem zdrowia. W przypadku
otylodci badanie poziomu chemeryny mogloby stanowi¢ wczesny biomarker zaburzen
gospodarki lipidowej i weglowodanowej oraz zespolu metabolicznego. Przewlekly uogélniony
stan zapalny o niewielkim nasileniu, indukowany przez otyto$¢, powoduje zmiany w obrebie
komorek tkanki thuszczowej na poziomie komérkowym i molekularnym, jednakze mechanizmy
kontroli ekspresji chemeryny nie zostaly dokladnie poznane. Poznanie komérkowo-
specyficznej regulacji produkcji chemeryny w warunkach fizjologicznych i zapalnych pozwoli
na poszerzenie wiedzy w tym obszarze i takiego zadania podjeta si¢ Doktorantka w badaniach
stanowigcych niniejsza rozprawe doktorska.

Ocena formalna pracy:

Rozprawe doktorska rozpoczyna spis tresci, po nim zamieszczone zostaly streszczenia w
jezyku polskim oraz angielskim, w ktorych Doktorantka w sposob zwigzly i komunikatywny
przedstawia cel i osiggnigcia swojej pracy doktorskiej. Nastepny rozdzial stanowi
Wprowadzenie, w ktérym Doktorantka w sposob syntetyczny przedstawiala istotne zagadnienia
dotyczaee biologicznej funkeji chemeryny i jej zaangazowania w procesach fizjologicznych i
patologicznych. Na bazie przedstawionych informacji zostat sformutowany Cel pracy, ktéry
stanowi odrebny rozdzial. Kolejny rozdzial, Wyniki, stanowi omoéwienie wynikow
przedstawionych ~w  opublikowanych  pracach  badawczych oraz = dodatkowych,
nieopublikowanych wynikéw, ktdre zostaty uzyskane w trakcie realizacji Projektu dla Mtodych
Naukowcow i Doktorantow. Nastepnie zamieszczono Podsumowanie, Bibliografie i Spis
publikacji stanowigcych podstawe ubiegania si¢ o stopien doktora. Wykaz publikacji, ktore
Doktorantka przedstawiata do oceny, zostal przedstawiony w formie trzech Zatacznikow, ktore
zostaly poprzedzone opisem wkladu pracy i udzialem procentowym wszystkich autoréw
publikacji, potwierdzonym przez wspdlautorow.,

Od strony formalnej rozprawa doktorska w przedstawionej formie spelnia wymogi stawiane
tego typu pracom, jest cyklem opublikowanych artykuléw i nieopublikowanych wynikéw
poswieconych danej tematyce badawczej i stanowi spdjne dzielo zawierajace wyniki badan
eksperymentalnych Doktorantki, przedstawione w kontekscie wyznaczonych celéw i zadaf
badawczych oraz dotychczasowej wiedzy w obszarze badawczym.

IKNON
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Ocena merytoryczna:

Zasadniczg czgs$¢ rozprawy doktorskiej stanowig artykuly naukowe, opublikowane w
recenzowanych czasopismach o zasiggu mi¢dzynarodowym, ktére =zostaly poddane
szczegOtowej recenzji przez migdzynarodowych ekspertéw m.in. w zakresie jakosci,
stosowane] metodyki badafh oraz interpretacji i znaczenia prezentowanych wynikéw. Moja
ocena, jako recenzenta rozprawy, przedstawia oceng wartosci merytorycznej calego osiagniecia
naukowego.

Zaréwno cel pracy jak i zakres badan zostaly w rozprawie jasno sformutowane w odniesieniu
do przedstawionego aktualnego stanu wiedzy. Celem gléwnym pracy bylo zbadanie
mechanizmdw kontroli ekspresji chemeryny w warunkach fizjologicznych i prozapalnych.
Badania wykonano w formie trzech zadan badawczych a wyniki opublikowano w dwoch
pracach oryginalnych, w ktérych zaadresowane zostaly cele szczegdtowe: (1) Okredlenie
wplywu cytokin prozapalnych na ekspresje chemeryny w réznych komérkach i tkankach, ze
szezegOlnym uwzglgdnieniem giéwnych producentéw tego biatka — hepatocytéw i adipocytéw
[Zatacznik 1. Scientific Reports (2020 r.) i Zatacznik 2. Molecular Biology Reports (2023 r.)];
(2) Ustalenic mechanizmow kontroli ekspresji chemeryny, zaréwno konstytutywnej jak i
indukowanej cytokinami prozapalnymi [Zalacznik 1. Scientific Reports (2020 r)];
(3)Zdefiniowanie wplywu alernatywnego splicingu na produkcje i funkcje chemeryny
[Zalgcznik 2. Molecular Biology Reports (2023 r.)].

Uzyskane wyniki zostaly starannie udokumentowane i opublikowane w formie tabel, rycin i
wykresow a ich znaczenie zostato potwierdzone stosowng analizg statystyczna.

W Zadaniu 1 Autorka zbadala wptyw cytokin prozapalnych IL-1B i onkostatyny M (OSM) na
tkankowg ekspresj¢ chemeryny w modelu mysim. W czasie 5-cio dniowej obserwacii
zauwazono, z¢ ekspresja chemeryny w heterogennej frakcji komdrkowej SVF (ang. stromal
vascular fraction) lub wyizolowanych preadipocytéw o fenotypie SCA-1+ (ang. stem cel
antygen 1) po stymulacji cytokinami IL-1f lub kombinacjg cytokin IL-18 + OSM nic rodnie
gwaltownie, tylko zwigksza si¢ z czasem ekspozycji na czynniki prozapalne. Zaobserwowano
zar6wno wzrost wartosei transkryptu chemeryny (mRNA Rarres2) jak i poziomu biatka (test
ELISA). Z kolei hepatocyty nie byly wrazliwe na dziatanie w.w. cytokin prozapalnych, co
moze Swiadczy¢ o tym, Ze zwigkszenie poziomu chemeryny pod wptywem badanych cytokin
prozapalnych jest specyficzne dla tkanki thuszczowej, przy czym efekt ten jest zalezny od
adipocytow. W metodologii zamieszczonej w publikacji [Zatacznik 1. Scientific Reports
(2020 r.), Fig. 2-A-B, Fig 2C-D], do ktérej odwoluje si¢ Doktorantka, nie ma informacji czy
uzyte cytokiny IL-1p (10ng/mL) i OSM (50ng/ml) byly zastosowane jednorazowo, tak jak w
przypadku obserwacji 48 godzinnej referencyjne;j linii komérkowej preadipocytéw 3T3-L1, czy
byly suplementowane w kolejnych dniach obserwacji, czy miata miejsce wymiana pozywki
hodowlanej?

W Zadaniu 2 Doktorantka zbadata mechanizmy regulujace ckspresje chemeryny w warunkach
konstytutywnych i uwarunkowanych obecnoécia cytokin prozapalnych w modelu mysim.
Badania dokumentuja, ze za konstytutywna ekspresje chemeryny w komérkach odpowiada
nizszy wskaznik metylacji DNA fragmentu proksymalnego promotora chemeryny. Stymulacja
adipocytow cytokinami prozapalnymi powoduje wzrost metylacji dystalnego fragmentu
promotora chemeryny i w konsekwencji wzrost ekspresji chemeryny. Doktorantka wykazata
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réwniez, ze badane cytokiny prozapalne IL-1f i OSM uruchamiajg odmienne czynniki
transkrypcyjne odpowiadajace za wzrost ekspresji chemeryny, stymulacja IL-1[ zalezna jest od
aktywacji NFkB, natomiast synergistyczne zastosowanie IL-1B i OSM zwigzane jest z
aktywacjg STAT3.

Trzecim zadaniem bylo zdefiniowanie wptywu alternatywnego splicingu na produkcje i funkcje
chemeryny. W tej czesci pracy, do zbadania roli alternatywnego splicingu w regulacji ekspresji
chemeryny w ludzkim i mysim materiale pochodzacym z bialej tkanki tluszczowej oraz z
watroby, wykorzystano metod¢ RACE PCR (Rapid amplification of cDNA ends). Zgodnie do
obecnego stanu wiedzy, w materiale ludzkim zidentyfikowano tylko jeden wariant chemeryny,
natomiast w tkankach pochodzacych od myszy zidentyfikowano trzy warianty transkrypcyjne:
wariant 1 (mChem163K), wariant 2 (mChem162K) i nieopisany do tej pory rodzaj transkryptu
nazwany wariantem 4, generujacy izoforme¢ biatka (mChem153K) o 10 aminokwaséw krotszg
od formy podstawowej. Znane dotychczas warianty transkrypcyjne 1 i 2 zwigzane sg z
aktywnoscig chemotaktyczng i antybakteryjng, natomiast funkcja nowego wariantu 4 nie jest w
pelni poznana.

Pytanie recenzenta do przedstawionych wynikdw: czy na podstawie uzyskanych wynikow
Doktorantka moze wskaza¢ jaka role moze pelni¢ wariant 4 w regulacji aktywnosci
chemeryny?

Dopelnieniem wiedzy dotyczacej aktywnosci biologicznej chemeryny jest praca przegladowa
dotyczaca funkcji obronnej komponentéw komérkowych budujacych warstwy skéry, w tym
aktywnosci antybakteryjnej chemeryny, ktérej ekspresje udokumentowano w keratynocytach,
fibroblastach i adipocytach podskémej tkanki ttuszczowej [Zatacznik 3. Cyfokine & grawth
factors review (2019 v.)].

Na podstawie przeprowadzonych badan sformutowane zostaty 3 wnioski w formie opisowej
ilustrowane graficznym podsumowaniem wynikéw rozprawy doktorskiej. Wnioski zostaty
odpowiednio sformutowane w odniesieniu do zaplanowanych zadan badawczych i stanowig
wypadkows przeprowadzonych badan eksperymentalnych a nie tylko podsumowanie wynikéw
poszczegdlnych publikacji.

Uwagi redakcyjne:

W podpisie pod Ryc. 2, umieszczong w rozdziale Wyniki (str. 23), nie nalezy uzywaé nazwy
anglojezycznej ,Figura uzupehiajgca ., korzystniejsze bedzie wyrazenie ,.Rycina
uzupelniajgca”.

W pracy Doktorantka wielokrotnie uzywa wyrazenia ,,ilo$¢ transkryptu/biatka”, poprawnie
powinno by¢ ,,poziom transkryptu/biatka” lub ,.ekspresja transkryptu/biatka”.

W czasie oceny rozprawy doktorskiej nasuneto mi si¢ kilka pytan:

1. W literaturze istnieja doniesienia nie tyko o prozapalnym ale takze o przeciwzapalnym
dziataniu chemeryny (J. Immunol., 2009;183 6489-6499). W jaki sposéb mozna wyjasni¢ te
sprzeczne doniesienia?

2. Jaki jest stan wiedzy dotyczacy rozwoju badan i zastosowania pochodnych chemeryny w
leczeniu choréb o podtozu zapalnym?
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Podsumowujac, nowatorski charakter pracy doktorskiej mgr Kamili Kwiecien wpisuje si¢ w
wazny aspekt badan dotyczacych mechanizméw rozwoju chorob o podlozu zapalnym, w tym
istotnego problemu cywilizacyjnego jakim jest zespot metaboliczny.

Chemeryna jest biatkiem o plejotropowym dziataniu a jej funkcja biologiczna jako
chemoatraktantu lub adipokiny jest zwigzana z mikrosrodowiskiem, w ktérym sie znajduje.
Regulacja ekspresji chemeryny, zaréwno fizjologicznej jak i wywolanej czynnikami
prozapalnymi, jest procesem wielotorowym na poziomie transkrypcyjnym, w ktérym
zaangazowane s3 rozne mechanizmy kontroli transkrypeji chemeryny zalezne m.in. od
czynnika indukujacego proces zapalny, co Doktorantka wykazala w swojej pracy.

Niniejsza dysertacja doktorska ma istotne znaczenie poznawcze a jej wyniki moga stanowic
podstawe opracowania nowych procedur diagnostycznych w rozpoznawaniu choréb
zwigzanych z zaburzeniem fizjologicznej funkecji chemeryny. Wyniki uzyskane przez
Doktorantke stanowia oryginalne osiagnigcie naukowe i niosa istotny wktad w rozwdj nauk
biologicznych w obszarze badan mechanizmow rozwoju chordb o podtozu zapalnym.

Stwierdzam, ze przedlozona do recenzji rozprawa doktorska speinia warunki okreslone w
artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz. 595 z pdzn. zm.), wnoszg zatem do
Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Jagiellofiskiego w Krakowie o
dopuszezenie Pani mgr Kamili Kwiecien do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia
doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Al (o ksa n d ra Elektronicznie

podpisany przez
. Aleksandra Maria
Marla Klimczak
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