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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Anety Zegar pt. ,,Chemeryna jako czynnik
antybakteryjny w patofizjologii skoéry i tkanki tluszczowej”

Rozprawa doktorska mgr Anety Zegar zostala zrealizowana w Zakladzie Immunologii
Wrydzialu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego pod
kierunkiem prof. dr hab. Joanny Cichy. Tematyka pracy doktorskiej wpisuje si¢ w nurt badan
prowadzonych w zespole prof. dr hab. Joanny Cichy, ale réwniez w najnowsze trendy badan
nad mechanizmami odpowiedzi na obecnos¢ patogennych drobnoustrojow.

Rozprawa doktorska liczy 133 strony i posiada ukiad typowy dla tego typu prac.
Doktorantka przedstawila w niej wszystkie wymagane rozdzialy, prezentujace kompletng
zawartos$¢ rozprawy doktorskiej, w odpowiedniej kolejnosci.

Doktorantka wprowadza czytelnika w tematyke swojej pracy doktorskiej ciekawym
wstepem. Jest ona wspdtautorem 2 prac przegladowych (opublikowane w Cytokine Growth
Factor Rev i Antioxidants [Basel]), a w jednej z nich réwnorzednym pierwszym autorem, z
ktorych dane czgsciowo wchodzg w sklad wstepu. Doktorantka zaprezentowala obecny stan
wiedzy obejmujacy tematyke podjeta w rozprawie doktorskiej. Szczegélowa charakterystyka
peptydow antybakteryjnych oraz chemeryny, z uwzglednieniem jej roli w skorze i tkance
tluszczowej, a takze jej oddzialywania z receptorem, daje dobre podstawy do zrozumienia
wynikow przedstawionych w dalszej czeséci rozprawy doktorskiej.

Uwaza sie, ze chemeryna jest zaangazowana w kontrole mikrobiologiczng i metaboliczng
tzw. tkanek barierowych, ale jej funkcja w tych procesach nie jest jeszcze wyjasniona.
Dotychczasowe badania w tej dziedzinie obejmowaly gtownie dos$wiadezenia in vitro, przede
wszystkim w odniesieniu do zakazenn wywotanych przez Staphyloccus aureus. Dodatkowo,
malo poznany, a obecnie intensywnie badany, jest udzial chemeryny w procesach
zachodzacych w tkance tluszczowej. Dlatego tez, celem pracy doktorskiej byla dalsza
charakterystyka chemeryny w tych procesach. Szczegdlowe cele obejmowaly okredlenie
znaczenia antybakteryjnego potencjalu endogennej chemeryny oraz uzyskanego z niegj
peptydu p4 w modelu in vivo (powierzchniowa infekcja skory u myszy), okreslenie

antybakteryjnego potencjatu chemeryny i udzialu jej receptora w modelu in vivo (podskérna




infekcja skory u myszy) oraz okreslenie wplywu chemeryny i jej receptora na przebieg ostrej
termogenezy w tkance tluszczowej indukowanej zimnem u myszy. Zalozone cele pracy
doktorskiej zdaniem Recenzenta zostalty catkowicie zrealizowane.

Rozdzial Materiaty i metody zawiera bardzo szczegdlowy, klarowny opis stosowanych
technik i metod, z uwzglednieniem bardzo jasnego opisu odczynnikéw i materiatow. Moze on
stanowi¢ bardzo dobra podstawe do pracy w laboratorium dla mlodszych studentéw. Na
podstawie przedstawionej rozprawy doktorskiej Recenzent stwierdza, ze w ramach
prowadzonych badan mgr Aneta Zegar nabyla imponujace do§wiadczenie w réznorodnych
metodach 1 technikach, w tym w technikach biologii molekularnej, metodach
biochemicznych, mikrobiologicznych, mikroskopowych, a zwlaszcza w bardzo trudnych
modelach z wykorzystaniem zwierzat. Gwarantuje to szeroki wachlarz nabytych umiejetnosei
(metody in vitro, ex vivo i in vivo), ktore moga by¢ wykorzystane z duzym powodzeniem w
kontynuacji pracy badawczej.

W kolejnym rozdziale Doktorantka przedstawia uzyskane wyniki, ktérych ilosé jest
imponujagca. I chociaz w przypadku wielu uzyskanych wynikéw w podsumowaniu
Doktorantka stwierdza, ze nie zaobserwowano roznic istotnych statystycznie, to wartosé
uzyskanych wynikéw jest duza. Opublikowanie tzw. ,,negatywnych” wynikéw rowniez wnosi
wiele do nauki, gdyz pozwala innym badaczom w oparciu o takie wyniki na wybranie
kolejnych podejs¢ badawczych. Na pozytywna uwage zastuguje takze bardzo szczegdlowy
opis wynikow, ktory istotnie powigksza zawartos¢ rozprawy doktorskiej, ale jest to bardzo
pomocne w ich zrozumieniu. Bardzo dobrze sg takze opisane rysunki (zaréwno na samych
wykresach, jak i w opisach) oraz tabele, co znacznie ulatwia zapoznanie sie z tak ogromna
liczbg doswiadczen i uzyskanych z nich wynikéw.

Do najwazniejszych osiagnig¢ przedstawionych w pracy doktorskiej Recenzent zalicza
wykazanie, ze:

1) bedacy czeScia chemeryny peptyd p4 wykazuje wiasciwosci antybakteryjne w
badaniach ex vivo i in vivo wobec S. aureus i jego szczepu opornego na metycyline
(MRSA);

2) peptyd p4 zmniejsza odpowiedz zapalng ograniczajac leukocyty migrujgce do skory
objete] procesem zapalnym;

3) endogenna chemeryna bierze udzial w rozprzestrzenianiu sie bakterii poprzez wigzanie
do receptora CMKLR1;

4) .endogenna chemeryna bierze udzial w procesie produkcji reaktywnych form tlenu w

brazowej tkance tluszczowej oraz w nasilonej lipolizie w bialej tkance tluszezowej.



W podsumowaniu tych osiggnie¢ mozna stwierdzi¢, ze realizacja pracy doktorskiej
pozwolita Doktorantce na uzyskanie nowych wynikdw, ktore poszerzaja aktualng wiedze w
tej dziedzinie. Co wiecej, jak sugeruje Doktorantka "...chemeryna moze zosta¢ wykorzystana
do celdéw terapeutycznych, zardwno w schorzeniach dotykajacych skory (atopowe zapalenie
skory) jak i zwigzanych z chorobami metabolicznymi (otytosc)." Jest to tym bardziej wazne,
ze obydwa schorzenia i wynikajace z nich powiklania sg bardzo popularne i trudne do
leczenia.

W rozdziale Dyskusja, Doktorantka wskazuje na znaczenie uzyskanych wynikow,
krytycznie odnosi sie do uzyskanych wynikow, koreluje je z wiedza dostepng w literaturze, a
takze wskazuje na koniecznos¢ dalszych badan. Kazdy z gléwnych aspektow badan
zakonczony jest podsumowaniem, a w podsumowaniu calej rozprawy doktorskiej
Doktorantka krétko przedstawia swoje najwazniejsze osiggniecia.

Pismiennictwo obejmuje 254 pozycje literaturowe, z ktorych wigkszo$¢ to doniesienia z
ostatnich lat, swiadczace o wysokiej wartosci 1 aktualnosci badanego problemu naukowego.

Pod wzgledem edytorskim oraz merytorycznym praca doktorska jest napisana bardzo
dobrze, praktycznie bezblednie. W pracy pojawiaja sie bardzo nieliczne niedoskonatosci,
ktére nie wplywajg na poziom merytoryczny rozprawy doktorskiej, a Recenzent wskazuje je
tylko z obowigzku (m.in. str. 46 jest " przechowywano w -80°C", a powinno by¢
"przechowywano w temperaturze -80°C"; str. 47 jest "1x stezonego”, a powinno by¢ "1x
stezonego"; niezrozumiate i bedgce zargonem laboratoryjnym jest stwierdzenie "paski do
testu ELISA" na str. 47; naprzemiennie stosowany jest zapis PBS i s6l fizjologiczna; str. 53
jest "..myszy z deficytem chemeryny (Chem KO)...", a powinno byé¢ z brakiem, gdyz
zakladamy, ze KO powoduje brak aktywnosci genu, a nie zmniejszong aktywnos$¢ genu).
Niepotrzebne wydaje si¢ takze powtarzanie opisu niektorych wynikéw w rozdziale Dyskusja
(np. str. 98, 101, 102).

Pomimo bardzo dobrego przedstawienia uzyskanych wynikéw, Recenzent prosi o
dodatkowe, krotkie ustosunkowanie si¢ Doktorantki do kilku pytan nasuwajacych sie po
lekturze ocenianej pracy doktorskiej, gtdéwnie w celu wyjasnienia i poszerzenie dyskusji:

1) Str. 53 "Myszy kontrolne dla powyzszych myszy transgenicznych pochodzily z tych
samych miotéw, aby wyeliminowaé¢ wplyw roznic w mikroflorze skory na badany
parametr." Recenzent, jako osoba bez doswiadczenia w pracy z myszami
transgenicznymi, prosi o bardziej szczegdlowe wyjasnienie takiego procesu. W

rozprawie jest tylko wzmianka o instytucjach, z ktoérych otrzymano myszy.



2) Wyniki z przeprowadzonej analizy histochemicznej (str. 58, Ryc. 11) wykazaly
"znacznie wigksza ilo$¢ gronkowca na powierzchni naskérka u myszy WT...". Dalej
Doktorantka pisze: "Na skorze kontrolnej, gdzie =zostal podany PBS, nie
zaobserwowano innych bakterii Gram-dodatnich, ..." Czy ilo$¢ i rodzaj bakterii
analizowano tylko z wykorzystaniem barwienia na obecno$¢ bakterii Gram-dodatnich ?
Czy wykonano w tym przypadku takze inne analizy identyfikacji ?

3) Jesli chemeryna i jej receptor nie wykazujg wplywu na proces eliminacji S. aureus w
modelu powierzchniowej infekeji skory (str. 53), to dlaczego peptyd p4 ma takie
wiasciwosci ? Cze$¢ badan przedstawionych w tym rozdziale (7.1.2.) nie wykazata
takich wlasciwosci rowniez dla peptydu p4 ?

4) Gtowna rola chemeryny, najlepiej do tej pory zbadana, to jej udzial odpowiedzi
immunologicznej — Doktorantka dodaje nowe dane w tym zakresie. Ostatnie badania
wskazuja takze na udzial chemeryny w procesach metabolicznych — i tutaj tez
Doktorantka dodaje nowe dane. Badania przeprowadzone na myszach wskazuja na
znaczenie chemeryny w procesie termogenezy. Jak ten proces moze wyglada¢ u
czlowieka i jak mialby wyglada¢ potencjalny proces leczenia, np. u chorych z otyloscig
w przebiegu cukrzycy ? Jakie dalsze badania proponuje Doktorantka w tym zakresie ?
W rozprawie doktorskiej Doktorantka podejmuje ten watek, ale Recenzent prosi o jego
rozszerzenie.

Zasadniczo zadaniem Recenzenta jest ocena rozprawy doktorskiej. W przypadku mgr
Anety Zegar nie mozna poming¢ faktu, ze cz¢sciowo wyniki uzyskane przez Doktorantke w
ramach realizacji pracy doktorskiej zostaly juz przedstawione w 3 opublikowanych pracach w
renomowanych czasopismach (Front Microbiol, J Biol Chem, PLoS ONE), a takze faktu, ze
Doktorantka w tych pracach jest pierwszym, drugim lub trzecim autorem, co sugeruje jej
istotny wklad w powstanie tych prac. Dodatkowo, Doktorantka jest wspolautorem 4
opublikowanych prac, niezwigzanych bezposrednio z zakresem rozprawy doktorskiej (J
Interferon Cytokine Res, J Leukoc Biol, Exp Dermatol, Postepy Biochemii). Dlatego tez, caly
dorobek naukowy Doktorantki oceniam wysoko.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr
Anety Zegar pod wzgledem naukowym spelnia zwyczajowe wymagania stawiane pracom
doktorskim. Takze pod wzglgdem formalnym rozprawa ta spelnia 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. z 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). Dlatego tez,



wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie o
dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora w
dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Ze wzgledu na szeroki zakres prowadzonych badan oraz wysokg warto$¢ naukowsg
wynikow, w czesei juz opublikowanych w renomowanych czasopismach, wnioskuje o

wyroznienie rozprawy doktorskiej mgr Anety Zegar stosowng nagroda.
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