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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Piotra Brzozy
,»Patofizjologia naskorka w kontekscie infekeji gronkowcowej 1 zmian atopowych”

Przedlozona do recenzji praca doktorska mgr Piotra Brzozy zostala wykonana w Zakladzie Immunologii
Wydzialu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagielloniskiego. Prace badawcze
przeprowadzono pod kierunkiem prof. dr hab. Joanny Cichy.

Szacuje sig, ze ok. 30% populacji §wiatowej to nosiciele oportunistycznego patogenu — Siaphylococcus
anrens. Nosicielstwo dotyczy glownie nablonka jamy nosowej, w mniejszym stopniu skéry. Natomiast w
nicktorych populacjach, np. u chorych na atopowe zapalenie skoéry (AZS) nosicielstwo S. aurens jest
znaczaco wyzsze niz Srednia populacyjna 1 w sposob istotny przyczynia si¢ do zaostrzenia objawow
chorobowych. 7, drugiej strony gronkowce komensalne, np. Staphylococeus epidermidis, utrzymuja, poprzez
liczne interakcje miedzygatunkowe, kondycje zdrowej skory w homeostazie. Rola keratynocytow w
oddzialywaniu bakterii ze skorg przez wiele lat byla niedoceniana, natomiast, chocby ze wzgledu na swoja
liczna reprezentacje w skoérze, jak si¢ obecnie okazuje, rola keratynocytéw jest niezwykle istotna.
Mechanizmy lezace u podstaw oddziatywania bakterii, w szczegolnosci gronkowcow, z komorkami skory
jak do tej pory nie zostaly w dobrze poznane, a wlasciwie dopiero od kilku czy kilkunastu lat sa zglebiane,

w tym przez zespot prof. Joanny Cichy.

Doktorant w swojej pracy doswiadczalnej sformulowat dwa nadrzedne cele: (i) analize
odpowiedzi keratynocytow na obecnos¢ S. amrens lub 5. gpidermidis oraz (i) zbadanie roli kalikrein

obecnych w naskorku w tworzeniu aktywnych form chemeryny.
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Doktorant zastosowal w swojej pracy bardzo cickawy i nielatwy model hodowli 3D naskérka
ludzkiego, w ktérym odtworzyl cztery kluczowe warstwy komérek charakterystycznych dla normalnego
naskorka ludzkiego. Zastosowanie wysokoprzepustowej metody sekwencjonowania RNA, jako
podstawowej 1 gléwnej metody realizacji celu pierwszego, pozwolito Doktorantowi na zidentyfikowanie
panelu gen6w, ulegajacych zmienionej ekspresji w keratynocytach, pod wplywem dziatania typowego
gatunku komensalnego S. epidermidis i typowego patogenu S. aurens wzgledem komoérek nie poddanych
traktowaniu bakteriami. Ponadto, analiza danych przeprowadzona przez Doktoranta pozwolita na
zréznicowanie odpowiedzi keratynocytéw na kazdy z analizowanych gatunkéw i poréwnanie ich miedzy
soba. Doktorant wykazal, Ze w przypadku odpowiedzi keratynocytéw na obecnosé S. epidermidis aktywaciji
ulegaja geny zwiazane z odpowiedzia immunologiczng (intetleukiny, cytokiny) oraz te, kodujace czynniki
trakskrypcyjne z nig zwigzane (np., JUN), natomiast obnizonej ekspresji ulegaja geny zwigzane z
procesami keratynizacji (np. lorykryna). Podobnie dla §. aureus Doktorant zauwazyl zmniejszenie ekspresii
genow zwigzanych z funkcjami barierowymi naskérka, jednakze wyraznie widoczne sy klastry
funkcjonalne charakterystyczne tylko dla S. awrens, np. geny zwiazane z metabolizmem lipidow, czy geny
kodujace proteazy z grupy kalikrein i ich inhibitoty. Szczegélnie zmiany ekspresji genéw zwiazanych z
metabolizmem lipidéw uwazam za bardzo interesujaca obserwacje. Doktorant przesledzil, stosujac
metode ilosciowej reakeji rt-PCR, 3 grupy genéw (w sumie 15 gendw): (i) zwigzane z metabolizmem
lipidéw, (i) geny kodujace kalikreiny, (i) geny zwigzane z odpowiedzia immunologiczna, ulegajace
zmianie pod wplywem S. aureus. Stosujac rézne mutanty i szczepy S. aureus, Doktorant zasugerowat
istotna role twotzenia biofilmu w interakcji pomiedzy bakteriami a komérkami gospodarza. Efekt ten nie
byl obserwowany dla mutanta Aur, konstytutywnie produkujacego metaloproteaze¢ — aureolizyne, co
skutkuje brakiem lub znacznym obnizeniem mozliwosci formowania biofilmu. W opisie wykorzystanych
mutantow (Wyniki, str. 74) zabraklo opisu ich fenotypu zwiazanego z produkcja biofilmu, co ulatwiloby
lepsze zrozumienie uzyskanych wynikéw, a przede wszystkim wniosku sformulowanego przez
Doktoranta (str. 80), ktéry brzmi: , krytycznym czynnikiem réznicujacym odpowieds keratynocytéw jest

zdolnos¢ S. anreus do tworzenia stabilnego biofilmu”.

Pytanie: Jaki byl fenotyp wykorzystanych w analizie qPCR mutantéw w aspekcie tworzenia biofilmu (str.
74)? Jaki byl status tych elementéw genetycznych (aur, agr, SarA, sspABC) w szczepie Newman i
klinicznym izolacie od pacjenta z AZS — P04/06? Jakie jest zdanie Doktoranta na temat szczepowo-

zaleznej koncepcji regulacii transkryptomu keratynocytow przez S. aurens?
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W kolejnym etapie pracy Doktorant zweryfikowal uzyskane w modelu hodowli
organotypowych wyniki zmiany ekspresji wybranego panelu 15 gendéw na bioptatach skérnych
pochodzacych od zdrowych dawcéw, chorych na AZS lub chorych na tuszezyce. W tym wypadku
Doktorant nie zaobserwowat zmian w ekspresji genéw kodujacych kalikreiny i/lub ich inhibitory, czy tez
wybranych elementéw ukladu odpornosciowego, natomiast zmiany w ekspresji gendw zwiazanych z
metabolizmem lipidow zostaly potwierdzone réwniez w tym bardziej ztozonym modelu ex 2. Badania
przeprowadzone na bioptatach skérnych uwazam za bardzo potrzebne 1 ciekawe, pomimo, ze w tej
konkretnej analizie nie byly one w pelni zgodne z wynikami uzyskanymi na bardziej homogennym
modelu hodowli 3D ludzkiego naskoérka. Pokazuje to, jak bardzo zloZzony jest mechanizm lezacy u

podstaw oddziatywania bakterii z komorkami skory.

Pytanie: Prosz¢ Doktoranta o komentarz dotyczacy zaobserwowanych réznic w analizie 3D 1 bioptatach
ludzkich.

Ostatni etap analizy przeprowadzonej przez Doktoranta dotyczytl badania aktywacii
chemeryny przez proteazy naskorkowe z rodziny kalikrein, ktorych zmniejszona ekspresje wykryto w
analizach RINA-seq, czyli pierwszej czesci doswiadezen skladajacych sie na recenzowang rozprawe.
Sposrod analizowanej grupy pigciu kalikrein, Doktorant zidentyfikowal KLK14 jako enzym, ktory jako
jedyny generuje aktywne formy chemeryny w stezeniach fizjologicznych. Stosujac analizy biochemiczne,
metody chemiu analitycznej oraz techniki biomnformatyczne, Doktorant scharakteryzowal zalezna od
stezenia 1 czasu aktywnosé KLLK14 wzgledem chemeryny, zidentyfikowal powstajace formy aktywne oraz
zaptoponowal wygenerowany z# siio (AlphaFold) model prochemeryny. Wykazal rowniez, ze nowo
zidentyfikowane 1 scharakteryzowane przez niego formy chemeryny jako substraty KILK14: Chem156F 1
Chem158K wykazuja aktywnosc¢ poréwnywalna z opisana w literaturze kanoniczna forma chemeryny —
Chem 157S. Co wigcej, doktorant wskazal na istotno$¢ struktury Ill-rzedowej chemeryny w jej
aktywnosci. Za bardzo cenny 1 ciekawy naukowo uwazam wynik dotyczacy mozliwoscl regulacji
aktywnosci chemeryny przez zmienne warunki oksydoredukcyjne. Mostki disiarczkowe obecne w
strukturze chemetyny okazaly si¢ krytyczne dla jej aktywnoscl. Zweryfikowanie biologicznego znaczenia
uzyskanych zz vitro wynikéw byloby niezwykle cennym odkryciem naukowym. W wyniku analizy struktury
I-rzedowe) chemeryny Chem157S Autor zidentyfikowal potencjalne dodatkowe miejsce proteolizy:
R125-E126, ktére na podstawie spektrometryczne) analizy uzyskanego zmutowanego wariantu

chemeryny L124A-R125A oraz jego aktywnosci w teScie chemotaksji, zostalo przez Doktoranta
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wykluczone jako stotne dla aktywnosci badanego biatka. Doktorant zwetyfikowal brak istotnosci
wspomnianego miejsca proteolizy réwniez w opatciu o dwie izoformy Chem156F i Chem158K.
Recenzowana praca ma posta¢ monografii, przygotowana zostala w jezyku polskim 1 ma
typowa dla tego rodzaju opracowan strukture, sktadajaca sie z: wstepu, celu pracy, matetialdéw, metod,
wynikow 1 dyskusji. Calo$¢ uzupelniona jest bogatym, dobrze dobranym spisem literaturowym,
zawierajacym 231 pozycji, z czego okolto 30% to najnowsza literatura przedmiotu. Zamyst przedstawienia
pracy jest bardzo dobry, opiera si¢ na zasadzie ,,od ogélu do szczegolu”, co daje wrazenie spdjnej
logiczne) catosci. W zwiezlym 1 konkretnym wstepie Doktorant daje odpowiednia ilo§¢ informacji do
zrozumienia dalszych czesci pracy. Rozdzialy Materialy 1 Metody sa wystarczajace, aby analizowac
doswiadczenia.
Jakkolwiek uzyskane przez Doktoranta wyniki uwazam za bardzo ciekawe, to sposéb ich opisu
pozostawia lekki niedosyt. W przypadku opisywania wynikéw bardzo dobra praktyka byloby
rozpoczynanie kazdego podrozdzialu od krétkiego wstepu, ktory nakresla cel danego eksperymentu,
nastepnie przedstawienie wyniku 1 podanie konkluzji. Dla przykiadu w rozdziale 5.1 Aktymwacia prochemeryny
preg vone engymry % rodziny KLK. brakuje wstepu, choéby 1-2 zdan wprowadzajacych i przedstawienia celu
opisywanego eksperymentu, dotyczy to wynikéw przedstawionych na Ryc. 30 1 Ryc. 31. Ponadto, opisy
rycin nie s3 petne, tj. Autor pisze: ,,zaprezentowano srednia +SID”, ale nie wiadomo, jaka to srednia. Na
te] samej rycinie Autor podaje opis: ,,time”, powinno by¢ ,,czas”. W opisie doswiadczen w rozdziale
Wyniki brakuje odsylaczy do metod, co utrudnia weryfikacje uzyskanych wynikéw. Na Ryc. 32 nie
zaznaczono N-1 C-kofica. Nie jest poprawne okreslenie ,,okres czasu” (Ryc. 33), zamiast ,,wytestowano”
moze lepiej uzy¢ przetestowano, zbadano. Brakuje wyjasnienia w opisie Ryc. 35, czym jest ,,*” (gwiazdka)
przy frakeji “prot 17. Na Ryc. 40 brakuje wyjasnienia legendy oraz parametru pisujacego os X, czyli log(C).
W rozdziale Metody (str. 46) los¢ enzymow dodanych do reakeji podaje si¢ w liczbach jednostek. Brak
wyjasnienia parametru SCORAD (str. 39). W rozdziale dyskusja Doktorant systematycznie omawia i
interpretuje uzyskane wyniki, w sposob uporzadkowany odnoszac je do danych juz opublikowanych.
Rozdziat ten jest opisany bardzo dobrze, co rekompensuje drobne edytorskie niedociagniecia i przede

wszystkim potwierdza wiedz¢ Doktoranta oraz wskazuje na umiejetnos¢ prowadzenia badan naukowych.

Na pochwale zastuguje u Doktoranta podkreslenie wagi pracy zespolowej. W wielu
miejscach Doktorant wyraznie zaznacza, ze doswiadczenia byly wykonywane nie tylko przez Niego, ale
mnnych czlonkow zespolu, np. oczyszczanie warlantéw chemeryny lub wykonywano je we wspdlpracy,

np. analizy HPLC 1 MS. Doktorant wskazuje z imienia 1 nazwiska osoby, ktore jak rozumiem, wymiennie
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z Autorem, 1zolowaly epiderme z bioptatéw, 1zolowaly pierwotne keratynocyty czy przeptowadzaly
hodowle organotypowe. Warto towniez podkreslic, ze Doktorant jest wspolautorem 3 opublikowanych
prac przegladowych, scisle zwigzanych z tematem prezentowanej rozprawy. Kolejne dwie prace z

pierwszym autorstwem sq badz w recenzji badz na etapie przygotowania manuskryptu.

Podsumowujac, rozprawe doktorska mgr Piotra Btzozy oceniam pozytywnie. Jest to praca stanowiaca
oryginalne rozwiazanie problemu naukowego, praca prezentuje ogdlng wiedze teoretyczng Doktoranta w
dyscyplinie oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Ponadto stwierdzam, ze
przedlozona rozprawa spelnia warunki okreslone w Art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o
stopniach naukowych 1 tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nt65, z pozn. zm.).

Whnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Jagiellofiskiego o dopuszczenie mgr
Piotra Brzozy do dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk scislych i
przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

W’W

Dt hab.Joanna Nakonieczna, prof. UG
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