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Prof. dr hab. Jolanta Zakrzewska-Czerwinska

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Weroniki Ortmann pt.:
»interakcje pomiedzy pecherzykami zewnatrzkomorkowymi (EV) a

neutrofilowymi sieciami zewngtrzkomérkowymi (NET) podczas sepsy”

Zapalenie ogodlnoustrojowe (sepsa) jest reakcja organizmu na czynnik zakazny, ktorym
najczesciej jest lipopolisachard (LPS). Co roku na catym sSwiecie umiera okoto 11 milionéw ludzi
z powodu sepsy. Mechanizm sepsy jest ztozony i wieloptaszczyznowy. Badania
przeprowadzone w ostatnich latach wykazaty, ze pecherzyki zewnatrzkomérkowe (EV) sa
waznymi mediatorami zapalnymi zaangazowanymi w komunikacje miedzykomodrkowa.
Podczas zapalenia ogdlnoustrojowego wykazujg one szerokie spektrum dziatania zwigzane z
takimi procesami jak apoptoza, krzepniecie czy tez usuwanie patogendéw. Neutrofilowe sieci
zewngtrzkomdrkowe (NET), podobnie jak pecherzyki zewnatrzkomdrkowe, sg uwalniane do
krwi i/lub tkanek. Postuluje sie, ze wzajemne oddziatywania pomiedzy zewnatrzkomérkowymi
pecherzykami a neutrofilowymi sieciami zewnatrzkomdrkowymi jest istotne w przebiegu
sepsy. Niemniej jednak, mechanizmy molekularne lezgce u podstaw interakcji miedzy EV a
NET sg stabo poznane. Ponadto, nie opisano dotychczas metody systemowego obrazowania
przyzyciowego umozliwiajgcej bezposrednie Sledzenie wyrzutu mikropecherzykéw (MP) w
trakcie sepsy. Dlatego podjecie badan w ramach recenzowanego doktoratu byto w petni
uzasadnione.

Oceniana rozprawa doktorska ma klasyczny uktad, typowy dla tego typu opracowan. We
»Wstepie”, liczagcym ponad 20 stron, wyczerpujgco opisano pecherzyki zewngtrzkomadrkowe,
jaki i neutrofilowe sieci zewnatrzkomdrkowe oraz ich role w sepsie. Na zakonczenie Wstepu
Doktorantka porownata pecherzyki zewnatrzkomoérkowe z neutrofilowymi sieciami
zewnatrzkomérkowymi. ,,Wstep” stanowi solidne kompendium wiedzy, ale moim zdaniem
powinien by¢ napisany w sposéb bardziej syntetyczny, a przede wszystkim powinien zawiera¢
wiecej rycin/schematow. Istnieje wiele dobrych artykutow przeglagdowych zwtaszcza na temat
neutrofilowych sieci zewnatrzkomaorkowych, z ktérych mozna zaczerpna¢ odpowiednie ryciny.

Podrozdziat ,Cel pracy” wystarczytoby zakonczyé na przedstawionych hipotezach
badawczych. Umieszczanie w ,,Celu pracy” osmiu czgstkowych technicznie brzmigcych celéw
niekoniecznie powinno mie¢ miejsce w tym rozdziale rozprawy doktorskiej. Ponadto, nie



jestem pewna, czy sformutowanie ,,Mikroskopia przyzyciowa (in vivo) pozwala na obserwacje
wyrzutu MP podczas zapalenia ogdlnoustrojowego w naczyniach krwionos$nych myszy” mozna
nazwacé hipoteza badawcza.

W rozdziale ,,Materiaty i metody”, Doktorantka skrupulatnie opisata metody przygotowania
materiatu biologicznego do obserwacji mikroskopowych. Jej staranny opis pozwoli przysztym
badaczom bezproblemowo powtdérzy¢ tego rodzaju eksperymenty. Godny podkreslenia jest
bogaty i nowoczesny warsztat pracy Doktorantki, co z pewnoscia wymagato znacznego
naktadu pracy i wysitku. Doktorantka wykorzystata najnowsze techniki mikroskopii
przyzyciowej umozliwiajgce obserwacje w czasie oraz metode analizy nanoczgsteczek (NTA -
Nanoparticle Tracking Analysis), pozwalajagca na precyzyjng analize rozmiaréw i stezen
pecherzykéw zewnatrzkomadrkowych.

W rozdziale "Wyniki" zaprezentowano imponujacg liczbe rycin — ponad 30 (niektére z nich
mogtyby zostaé¢ zataczone w korcowym rozdziale rozprawy doktorskiej jako Dodatek).
Zaréwno liczba rycin, jak i réznorodnosé metod badawczych sg Swiadectwem ogromne;j pracy,
jakg Doktorantka wifozyta w przygotowane rozprawy doktorskiej. Starannie opracowane
protokoty doswiadczen z wykorzystaniem nowych technik badawczych z pewnoscig beda
przydatne dla przysztych doktorantéw prof. Elzbiety Kotaczkowskiej. Uwazam jednak, ze
podrozdziaty powinny konczy¢ sie wnioskami, a przejscia pomiedzy kolejnymi podrozdziatami
powinny byc¢ ptynne. Opis uzyskanych wynikéw powinien by¢ prowadzony w taki sposéb, aby
czytelnik miat $wiadomosé, ze doswiadczenia przedstawione w kolejnych podrozdziatach sg
logiczng konsekwencjg wynikdw zaprezentowanych w poprzednich podrozdziatach.

Rozprawa doktorska tradycyjnie konczy sie rozdziatem , Dyskusja”, w ktorym Doktorantka

omawia witasne wyniki w kontekscie literatury przedmiotu. Ten rozdziat jest obszerny i mozna
by go nieco skréci¢, a przede wszystkim podzielié na podrozdziaty, zatytutowane odpowiednio
w formie wnioskdow. Takie uporzadkowanie rozdziatu ,Dyskusja” znaczgco utatwiataby
czytelnikowi zrozumienie tresci oraz swobodne nawigowanie po tym rozdziale. Ponadto, w
tym rozdziale Doktorantka powinna zawrzeé graficznie podsumowanie uzyskanych wynikéw,
poniewaz ,A picture is worth a thousand words”. W zwigzku z tym, prosze Doktorantke o
przedstawienie schematu/rysunku syntetycznie podsumowujgcego uzyskane wyniki.
Lektura ,Dyskusji” ukazuje doskonata znajomos¢ literatury przedmiotu oraz dojrzatosc
naukowg Doktorantki, a takze zdolnos¢ do rzetelnej analizy wtasnych wynikéw w kontekscie
literatury przedmiotu. Biorgc pod uwage ztozonos¢ proceséw zachodzacych podczas sepsy,
jest to nietatwe zadanie.



Praca zostata napisana poprawnym jezykiem naukowym i zawiera sporadyczne btedy. Na

przyktad, na stronie 100 zamiast terminu ,figura" powinno zostaé uzyte stowo ,rysunek" lub

»rycina", natomiast zamiast , nadekspresja biatka" powinno by¢ ,,nadprodukcja biatka", nie

sensu pisa¢ o analizach w ,czasie rzeczywistym” wystarczy w ,,czasie”.

Ponadto chciatabym zwrdci¢ uwage na kilka drobnych kwestii merytorycznych:

1.

Str. 55 i dalsze, nie ma potrzeby podawania wymiaréw MP do po przecinku (np. 91,8
nm), poniewaz aparat NanoSight mierzy czgsteczki o wymiarach powyzej 10 nm.
Rycina 4 oraz inne ryciny; tytut ryciny "Kinetyka stezenia/liczby..." wydaje sie niezbyt

fortunny, powinien brzmie¢ ,Dynamika zmian stezenia/liczby....”.

Rycina 4, gdzie znajdujg sie wyniki dla zdrowych myszy, a gdzie dla myszy
potraktowanych LPS?

Rycina 6, ile facznie pecherzykédw zewnatrzkomdrkowych zostato poddanych analizie?
Rycina 9 i inne ryciny, niezbyt fortunne sformufowanie tytutu ryciny ,Kinetyka
powierzchni...”.

Rycina 34, poziom beta-aktyny nie zawsze jest jednakowy w analizowanych $ciezkach
(panele Bi E). Czy byty robione kontrole ,,tadowania” biatek i kontrola transferu biatek.
Jest to istotne zwtaszcza w przypadku biatek o duzej masie czgsteczkowej (np., panel
D, 185 kDa).

Str. 102, ,..watroba jest....najwiekszym organem immunologicznym...”, a jelita
przewodu pokarmowego?

W trosce o srodowisko doktorat powinien by¢ wydrukowany dwustronnie.

Za najcenniejsze osiggniecia pani Weroniki Ortmann uwazam:

e Stworzenie solidnego, nowoczesnego warsztatu badawczego, umozliwiajgcego
wizualizacje mikropecherzykdw w naczyniach miesnia diwigacza jadra oraz
sinusoid watroby myszy podczas sepsy.

e Wykazanie, ze mikropecherzyki petnig role bioaktywnych nosnikéw czasteczek
pro- oraz przeciwzapalnych, ktére stuzy¢ moga do kontrolowanej modyfikacji
odpowiedzi odpornosciowej zaré6wno w podczas sepsy, jak i w innych stanach
patologicznych.



Chciatabym jeszcze podzieli¢ sie kilkoma uwagami/pytaniami natury bardziej ogdlnej i
poprosi¢ Doktorantke o odniesienie sie do nich.

1. Powszechnie wiadomo, ze nie kazdy wynik uzyskany na modelu mysim da przenies¢ sie na
cztowieka. W zwigzku z tym prosze Doktorantke o odpowiedZ na pytanie: Na ile mozna
uzyskane wyniki na modelu mysim ekstrapolowac na ludzi?

2. W jaki sposdb uzyskane przez Panig wyniki mogg przyczynic¢ sie w przysztosci do walki z
sepsy?

3. Prosze o wskazanie jednego z siedmiu wnioskéw korcowych jako najwazniejszy i o
uzasadnienie, dlaczego Pani tak uwaza.

4. Prosze o krétkie przedstawienie dalszego kierunku badan nad rolg pecherzykow
zewnatrzkomérkowych w sepsie.

Osiggniecia pani Weroniki Ortmann s3 nie tylko oryginalne, ale takze interesujgce.
Mam nadzieje, ze wkrdtce zostang opublikowane. Warto zwréci¢ uwage na to, ze wyniki
przedstawione w rozprawie doktorskiej zostaty uzyskane w ramach projektu Preludium
NCN, ktorego kierowniczkg byta Doktorantka, co jest kolejnym dowodem dojrzatosci
naukowej pani Weroniki Ortmann.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska pani
Weroniki Ortmann spetnia 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.
z2 2003 r. 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). Wnosze zatem do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki
biologiczne Uniwersytetu Jagielloriskiego o dopuszczenie mgr Weroniki Ortmann do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jolanta Zakrzewska



